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INTRODUCTION 

Chez ].es Néréidiens, des r é su l t a t s  récents (PORCHCT, 1970 ; WRCHON 

e t  PORC=, 1971) montrent qu' il ex is te  une r e l a t i on  é t r o i t e  en t re  l e  déroule- 

ment de l'ovogenèse e t  l ' a c t i v i t é  i nh ib i t r i c e  du cerveau. Ces données ont pu 

ê t r e  é tab l ies ,  en pa r t i cu l i e r ,  grâce à une méthode de dosage biologique de l ' ac -  

t i v i t é  cérébrale (DURCHON e t  PORCHET, 197P, 1971). Chez Nereis pelagica L. 

(DHAINAZPT, 1970 a) e t  Per inereis  c u l t r i f e r a  GrÜbe (PORCHFT, 1970), l e s  synthèses 

cytoplasmiques peuvent ê t r e  divisées  en deux phases successives : période d 'é la-  

boration du v i t e l l u s  paotéi-e puis période d 'é laborat ion des glucides. Le pre- 

mier type de synthèses s ' e f fec tue  en présence d'un taux élevé d'hormone inhibi-  

t r i c e .  Le second< n ' e s t  déclenché que lorsque 1 ' inhibi t ion cérébrale devient 

t r è s  f a ib l e  (DURCHON e t  PnRCHrm, 1971). 

Chez Nereis pelagica, une étude cytologique e t  métabolique approfondie 

a permis de préciser  que l e s  synthkses du cytoplasme é t a i en t  l i é e s  à une spécia- 

l i s a t i o n  de l ' a c t i v i t é  fonctionnelle de l ' apparei l  de Golgi (DHAINAUT, 1970 a). 

Chez c e t t e  espèce DHAINAUT (1972) a cnnstaté d ' au t re  par t  un synchronisme en t re  

1 ' 6valution du nucléole e t  l e s  étapes successives de 1 ' a c t i v i t é  cytoplasmique, 

l a  régulation hormonale s 'effectuant peut-&tre pax l 'intenn8diaAre d'une madifi- -. 

cation des informations d ' origine  nucléaire. 

Il importait de recherchen s i  une t e l l e  corré la t ion en t re  l ' évo lu t ion  

du nucléole e t  c e l l e  du cytoplasme pouvait ê t r e  étendue à un au t re  Néhidien.  

Notve choix s ' e s t  porté s u r  Nereis d ivers icolor  O.F. Müller pour plusieurs 

raisons. Chez c e t t e  espèce, 1 'élaboration du v i t e l l u s  protéique occupe l a  ma- 

Jeure pa r t i e  de l ' ovogenèse. Contrairement aux deux espèces mentionnkes précédem- 

ment, l e s  synthèses glucidiques sont assez l imitées.  ne ce f a i t ,  l e s  ovocytes 

de N. d ivers icolor  présentent des caractér is t iques  cytologiques t o u t  f a i t  par- 

t i c u l i è r e s  qui rendent in téressante  1 'étude de 1 ' évolution du nucléole. 

D ' autre  par t ,  l a  suppression expérimentale de 1 ' influence endocrine 

du cerveau e s t  suivie ,  chez N. diversicolor,  d'une évolution ovocytaire d i f -  

férente  de l'ovogenèse na ture l l e .  En e f f e t ,  s i  l ' ab l a t i on  du cerveau dktermine 

une accélératinn de l a  croissance ovocytaire chez toutes  l e s  espèces étudiees : 

Ptatynereis dumeril i i  Aud. e t  M. Edward (HAUJ~NSCHILD, 1956), N. pelaaica 

(cHo&UEI', 1962), N. d ivers ico lor  (CLARK e t  RUSTON, 1963), PT c u l t r i f e r a  

(DHAINAUT e t  FYEiCHEP, 1967), Nereis grubei Kinberg (SCHROEDER, 1971), l a  levée 



expérimentale de  l ' i n h i b i t i o n  cérébrale e n t r a h e  des e f f e t s  cytologiques d i f f é -  

rents  suivant  l e s  espècesr Les ovocytes de P. c u l t r i f e r a  d'un diamktre supérieur 

à 140 p (DH~INAUT e t  PORCHeT, 1967) e t  ceux de N. pelagica (DHAINAUT, 1970 b) 

évoluent de façon comparable à c e l l e  de ltovogen&se habi tuel le .  Par contre, 

quel que s o i t  l eu r  s tade  i n i t i a l ,  l e s  ovoc:rtes de N. d ive rs ico lo r  s e  carac- 

t é r i s e n t  par une dévi-ation de l eu r  m&tabolisrne e t  acquièrent finalement une 

s t r uc tu r e  anormale (BERTOUT e t  DHAINAUT, 1971). 

Il é t a i t  donc in téressant  d ' é tud ie r  l e  comportement du nucléole en 

condition anhormonale e t  de déterminer quel élément c e l l u l a i r e  (noyau ou cyto- 

plasme) p résen ta i t  l a  réponse l a  plus précoce à l a  levée expérimentale de l ' i n -  

h ib i t i on  hormonale. 

Enfin, l a  pos s ib i l i t é  d tap? l iquer  à N. d ive rs ico lo r  l a  technique des 

cul tures  organotypiques [DURCHON e t  SCHALBR, 1963) présente 1 ' avantage de pou- 

vo i r  expérimenter dans des conditions standards e t  facilement reproductibles. 

Notre t r a v a i l  e s t  d iv i s é  en t r o i s  pa r t i e s ,  chacune d ' e l l e  é t an t  envi- 

sagée du t r i p l e  point de vue cytochimique, autaradiographique e t  u l t ras t ruc tu -  

ral . 
- l a  première pa r t i e  e s t  consacrée à l ' évo lu t ion  du nucléole au cours 

de 1' ovogenèse na tu re l l e ,  

- l a  seconde concerne l'évolution du nucléole au cours de l'ovegenèse 

expérimentale, Nous y examinens l ' e f f e t  de l a  sup?ression de 1 ' a c t i v i t d  cérébrale. 

- dans l a  derniere  pa r t i e ,  nous é t u d i c a ~  1 ' ac t ion d ' inh ib i t eurs  

métaboliques s u r  l a  s t ruc tu re  du nucléole.  hormone cérébrale exerçant une in-  

h ib i t i on  dans l e  déroulement de 1 ' ovogenhse, il é t a i t  in téressant  d ' b t a b l i r  

une camparaisen en t re  1 ' e f f e t  hormonal e t  c e lu i  d '  antimétabolites. 



MATERIEL ETC TECHNIQUES 

Les animaux ont é t é  réco l tés  dans l e  por t  de Boulogne. Au laboratoi re ,  

chaque individu e s t  i s o l é  dans un ré& pient  d 'élevage contenant de l ' e a u  de mer 

f i l t r é e ,  renouvelée tous l e s  3 jours.  état gén i t a l  de chaque femelle e s t  ap- 

nrécié en déterminant l e  diamBtre ovocytaire moyen à p a r t i r  des mesures de plu- 

s i eu r s  ovocytes obtenus par ponction coelomique. 

Nous n'envisagerons dans ce paragraphe que l e s  techniques de l a  micros 

copie, qui  sont communes aux t r o i s  pa r t i e s  de no t re  étude. Les méthodes r e l a t i -  

ves à 1 ' ovogenèse expérimentale e t  à 1 ' emploi des inh ib i t eurs  métaboliques se-  

mnt exposées au début des chapi t res  correspondants. 

Les fragments de ver  sont f i xé s  s o i t  par l e  l iquide  de Camoy, s o i t  

par l e  Bouin aqueux, s o i t  par l e  formol à 10 ,% dans l ' e a u  de mer, en fonction 

de l ' é tude  cytochimique envisagée. Les pièces sont  ensui te  incluses dans l a  pa- 

r a f f i ne  e t  coupées à 5 p d'éaaisseur.  

Les réactions cytochimiques que nous avons employées sont consigrAes 

dans l e  tableau 1. E l l e s  ont é t é  conduites suivant  l e s  recommendations de GABE 

(1968) . 
Tableau 1 - Réactions u t i l i s é e s  pour l ' é t ude  cytochimique 

( ! ! Réaction Contrôle Constituant m i s  en évidence 
1 

( ! ! 
1 

) 
( ! 
( Bleu de Toluidine pH 4,2 ; $ R N a,se 1 A R N  ) 

> 
\ 

!Pas d'hydrolyse des ! ( Fast  Green nH 8, l  Protéines basiques 
! acides nucléiques ! 

i 
( 1 

! ! Acidophilie t o t a l e  
( Fast Green pH 2,2 ) 
( ! !  onctions NH2 l i b r e s )  
/ 1 ' ) 

' Bleu de Toluidine pH 9 1 ! (SMETANA e t  BUSCH, 1966) 
! Protéines acides 
1 

( ! Blocage par : ! 1 
( Réaction au D.D.D. de ! -Bichlorure de Mer- ! Protéines sul fhydr i lées  1 ( BARNETT -SELIGMANN ! cure ! 1 
( !-N-éthyl-maléinide ! ) 



II - AUTORADIOGRAPHIE 

Les animaux ont reçu, proportionnellement l eu r  poids, une in jec t ion  

d'un des précurseurs t r i t i é s  suivants,  fournis par l e  CEA (saClay) : 

Uridine 3 ~ 5 ,  Act iv i té  Spécifique : 20 ~ i / m ~ .  Chapie animal reço i t  25 y C i  par ----------- 
gramme de poids f r a i s .  

L (-1 Leucine 3 H (GL) , A.S. 145 m ~ i / r n ~ .  Dose in jec tée  : 20 ~ ~ i / g .  ...................... 
L Lysine 3 ~ 4 ,  A.S. : il ci/nzl. Dose in jectée  : 133 ------------ 
L Arginine 3 ~ 4 ,  A.S. : 18 ~ i / r n ~ .  Dose in jectée  : 100) i~ i /g .  --------------- 

Les f ixa t ions  sont effectuées,  par l e  l iquide  de Carnoy ou l e  formol 

à 10 %, après des durées var iables  d ' incorporation,  dans l e  but de r é a l i s e r  des 

études cinétiques. 

Afin de v é r i f i e r  l a  s p é c i f i c i t é  des précurseurs u t i l i s é s ,  nous avons 

procédé s u r  l e s  coupes à divers  contrôles par d iges t ion enzymatique (ribonuclé- 

ase, pepsine, t rypsine)  ou par hydrolyse chimique  c ci de Trichloro-acétique 

Normal à 60e-C pendant 3 heures dans l e  cas de l ' u r i d i n e ) .  

La technique autoradiographique u t i l i s é e  e s t  c e l l e  de FICQ (1961). Le 

précurseur non incorporé e s t  bliminé par l ' a c i d e  perchlorique à 1 $. Les coupes 

sont  ensui te  recouvertes de l'émulsion I l f o r d  K 5. Après exposition, e l l e s  sont  

soumises au Révélateur Kodak D 19 b pendant 3 mn, pilis colorées par l e  rouge 

so l i de  e t  l e  picroindigocarmin, 

III - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

Les ovocytes i so l é s  obtenus par ponction coelomique,ou l e s  parapodes 

contenant l e s  c e l l u l e s  eerminales sont f ixés  pendant 1 à 2 heures par l a  gluta-  

raldéhyde à 3 $ dans l e  tamaon phosphate 0,2 M. Une post f ixat ion e s t  ef fectuée  

dans l'osmium 1 %  pendant 1 heure. 

Les pièces sont  ensu i te  incluses dans l ' a r a l d i t e .  Les c a p e s  ont é t é  

contrastées par 1' acéta te  d 'uranyle 5 3 % dans l e  tampon de Michaelis pendant 

20 mn puis par l e  c i t r a t e  de plomb selon Reynolds pendant 8 mn. 

Les préparations ont é t é  examinées au microscope électronique Siemens 

Elmiekop 1. 



CHAPITRE 1 

E V O W T I O N  DU NlTCLEOLE AU COURS DE L'OVOGENESE NATURELLE 



RAPPEL DES DI-ES ETAPES DE L'OVOGENESE DE N. DIVERSICOLOR 

1 - Stade de Prévitellogenèse : Le déroulement de l a  prophase de 

l a  méiose s ' accompagne d'une diminution puis d 'une d i spar i t ion  de l a  colorat ion 

de l a  chromatine par l a  réact ion de F'EüLCEN. La préaitellogen&se coYncide avec 

l e  début de l a  période du grand accroissement obocytaire ca rac té r i sé  par l ' aug-  

menf;htion de vo2wne du cytoplasme. 

2 - Stade de vitcl logenese protéique : Les granules de v i t e l l u s  

protéique e t  l e s  globules l ip idiques  apparaissent dans l e s  ovocytes d'un diamè- 

t r e  de 30 environ. Les granules v i t e l l i n s  protéiques s ' acc ro i s sen t  par incor- 

poration de vésicules i ssues  de l 'apparedl  de Golgi (DHAINAUT, 1967). Le r ô l e  

de ce t  organite dans l a  synthbse du v i t e l l u s  protéique a é té  démontré en auto- 

radiographie & haute résolut ion aprXs i n j ec t i on  de leucine  t r i t i é e  (DHAINAUT, 

1967). La syn%hèse des réserves v i t e l l i n e s  ne coïncide pas avec une chute des 

synth6ses ribonucléiques comme c ' e s t  l e  cas chez de nombreuses espbces animales. 

Chez N. d ivers icolor ,  l e  c~ytoplasme r e s t e  t r h s  basophile e t  1 ' ~ s i d i n e  t r i t i g e  

s ' incorpore intensément pendant toute  l a  durée de l a  vi tel logenèse (DHAINAUT, 

1964 ; BERTOUT e t  TZHAINAUT , 197 1- ) . 
3 - Stade d 'é laborat ion des glucides : A p a r t i r  d 'un diamktre de 

150 à 170 u, l e  qlycog+ne apparait  dans l e  cytoplasme. Peu apr'is ( 1 8 0 - 1 9 0 ~ ) .  

il e s t  possible de mettre en évidence, dans l a  zone cort icale,des mucopolysac- 

charides acides e t  des glycoprotéines qui correspondent à 1 ' éd i f i c a t i on  des or- 

ganites corticaux (alvéoles mucopolysaccharidiques e t  granules cort icaux).  ~ ' a p -  

pa r e i l  de Golgi sub i t  des modifications e t  présente une morphologie ca rac té r i s -  

t ique du s tade  d 'é laborat ion des polysaccharides (DHAINAUT, 1969 a ) .  Cette orien- 

t a t i o n  métabolique nouvelle des dictyosomes ne semble pas cor ré la t ive  d'un a r r ê t  

complet de l a  vi tel logen6sc protéique, 1 ' ~ e ~ d f ~ s  ~'h?i?%s Btant toujours 

suivie d'un marquage non négligeable au niveau de ce r ta ins  granules v i t e l l i n s  

(DHAINAUE!, 1970 a )  . 
4 - Stade de Maturité : La maturi té  ne s'accompagne pas d'une r e -  

d i s t r i bu t i on  des in&sions cytoplasmiques comme chez l e s  aut res  especes de Né-  

réidiens.  Au microsoope électronique, ce s t ade  e s t  caractér isé  par 1' involution 

de l ' a n p r e t l  de Golgi e t  par l e  grand dévelop~ement des vésicules in t ranucléai -  

r e s  (DHAINAUT , 1969 b) . 
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RESULTATS 

1 - ETUDE AU MICROSCOPE PHOTONIQTJE 

Pendant l e  plus grande pa r t i e  d-e l'ovogenèse, l e  nucléole s u b i t  

un accroissement de t a i l l e  pa ra l lk le  2: ce lu i  de l 'ovocyte. Le diamètre nucléo- 

l a i r e  représente,  en moyenne, l e  1/10 du diamètre t o t a l  de l a  ce l lu le .  

1 - Stade de vitel logenèse protéique (ovocytes de 30 à 120 fl) 

a - A R N  ----- 
Le Bleu de to luidine  à pH 4,2 colore intensément l e  nucléo- 

l e  au cours de ce s tade  (pl .  1, f ig .  1 e t  2 ) .  La d i spa r i t i on  de tou te  colorat ion 

aures d iges t ion par l a  ribonucléase montre que l e  basophil ie  nucléolaire e s t  

due à ~'ARN. La r épa r t i t i on  de cet  acide nucléique permet de dis t inguer  3 zones 

dans l e  nucléole (pl .  1, f i g .  2 ) .  Ori observe, de l a  périphérie vers  l e  centre de 

l ' o rgan i te ,  une région co r t i c a l e  formée d'un matériel  granuleux t r k s  basophile, 

une couronne intermédfafre homogkne colorée tres faiblement par l e  bleu de t o -  

lu id ine  e t  enf in  une zone cen t ra le  renfermant généralement de p e t i t e s  vacuoles 

e t  dont l a  basophil ie  élevée rappel le  c e l l e  de l a  région cor t i ca le .  Cette s t r uc -  

t u r e  du nuol6ole s e  rencontre nendant tou te  l a  période de vitellogenxse. Seule  

l a  zone co r t i c a l e  évolue : en co i f fe  ou en croissant  (pl. 1, f i g .  1) ?sco l e s  

ovocytes jeunes ( jusqu là  60 21 environ) e l l e  s 'é tend progressivement à tou te  l a  

périphérie du nucléole pourrprendre l a  fomne d'un anneau dans l e s  ovocytes d 'un  

diamètre s u $ ~ i e u r  à 80 (p l .  1, f i g .  2 ) .  
I 

b - Protéines --------- 
~ ' é t u d e  cytochimique des protéines permet de retrouver 

l e s  3 zones déc r i t e s  précédemment. E l l e s  s e  d is t inguent  l e s  unes des aut res  par 

l e u r  teneur d i f f é r en t e  en protéines basiques, acides e t  sulfhydril6ka. 

La r épa r t i t i on  des protéines basiques présente une grande ------------------ 
analogie avec ce l l e  de ~ 'ARN, l e u r  mise en évidence par l a  méthode ~ 'ALFERT e t  

GESCHWIND s e  t raduisant  par une colorat ion nettement moins in tense  dans l a  zone 

intermédiaire que dans l a  région centra le  e t  l e  croissant  (ou 1 'anneau) périphé- 

r ique (PI. 1, f ig .  3 ) .  Par contre, seule  l a  région intermédiaire r e t i en t  l e  



Tableau 2 - Caractères cytochiniques des d i f fé ren tes  zones du nucléole au 

cours de 1''-vo-;erl+sc n3ture l le .  

a - Stade de vitt1lcgen.-:sc grot j ique.  

( ! ! ! ! 1 ! 
Protéines ,Protéines ! AcidophilieiProtéines! ) ( Zones ! ! Protéines ) ARN , basiques ; basiques , t o t a l e  ( Nucléolaires ! ! Acides ! sul fhydr i lées  ) 

/ l ; l i é e s  à ~ ' A R N  ; l i b r e s  ; (NH~ l i b r e s )  , 1 1 

( cor tex ! + + !  + + ! - ! + ! + +  ! - ) 
( ! ! ! ! ! ! ) 

! ! ! ! ! ! 
( Zone 1 

) 
! ! ! ! ! 

( intermédiaire ; + ! + ! + ! + + ! + +  ! + ) 

(( homogène ) 
! ! ! ! ! ! ) 
! ! ! ! ! ! 

( Zone ) 
! ! ! ! ! ! ( cen t ra le  ! + -C + + - + + +  ! + + ) 

! ! ! ! ( vacuolisée ! ) 
( ! ! ! ! ! ) 

b - Stade d 'é laborat ion des glucides. 

( ! ! ! ! ! ! ) 
( Cortex ! + !  + ! - ! + ! + +  ! + ) 

( Centre ! + +  ! + + ! + 0 + + ! + +  ! + + 1 
( ! ! ! ! ! ! ) 



Fast  Green lorsque l a  colorat ion e s t  effectuée sans hydrolyse préalable des ac i -  

des nucléiques (Pl. 1, f i g .  4 ) .  De même, l e s  fonctions amines l i b r e s  détectées 

par l a  méthode de l 'acddophil ie  t o t a l e  sont  beaucoup plus nombreuses dans l e  cou- 

ronne intermédiaire que dans l e s  deux au t res  pa r t i e s  du nucléole (p l .  1, f i g .  5). 

Ces r é s u l t a t s  m&& que l e s  protéines basiques des zo- 

nes centra le  e t  co r t i c a l e  du nucléole s e  trouvent sous forme de complexes avec 

L'ARN, t and i s  que l a  couronne intermddiaire renfermerait des  proteiines basiques à 

l ' é t a t  l i b r e .  

Les protéines acides sont  d i s t r ibuées  d'une manière plus ---------------- 
uniforme comme l e  montre l a  colorat ion par l e  bleu de to lu id ine  à pH 9 selon l a  

méthode de SMETANA e t  BUSCH (pl .  1, f ig .  6 ) .  

Chacune des t r o i s  zones du nucléole présente une teneur 

d i f fé ren te  en p_r~$g_in_es- sg_l-'hyd_ri_l$gs. Celles-ci  sont  de moins en moins concen- 

t r é e s  de l a  zone cen t ra le  vers l a  zone périphérique (pl .  1, f i g .  7 ) .  Cette ré- 

pa r t i t i on  e s t  t r è s  n e t t e  chez l e s  ovocytes jeunes. A p a r t i r  d'un diamètre ovo- 

cytalke de 80 y, l a  zone intermédiaire acquier t  une colora t ion auss i  in tense  

que ce l l e  de l a  région centra le ,  mais l e  cortex donne toujours un r é s u l t a t  né- 

g a t i f  (PI. 1, fig.  8) .  

Les r é s u l t a t s  cytochimiques obtenus au cours de ce t t e  pé- 

r5ode de l ' évolut ion ovocytaire sont  récapi tu lés  dans l e  tableau 2 a. 

2 - Stade d 'élaboration des glucides (ovocytes de 150 à 180 11). 

A ce s tade  de l ' évolut ion ovocytaire, l a  r é p a r t i t i o n  de l a  

basophil ie  dans l e  nucléole permet de d i s t i n ~ e r  deux zones concentrtques : 

l ' une  e s t  homogkne, l ' a u t r e  d 'aspect  granuleux. Le composant homogène s e  pré- 

sente  sous l a  forme e-1; Z I =  f ig .  9 )  d'un anneau ou d'un disque centra l .  Il s e  

colore généralement d'une m n i è r e  plus in tense  que l e  composant granuleux (Pl. 

II, fig.  9) dont cer ta ines  pa r t i e s  deviennent complètement incolores à l a  f i n  

de ce s tade  ovocytaire (Pl.  II, f i g .  10).  

Le taux des protéines basiques (pl .  II, f ig. l x ) ,  acides 

(PI. II, f ig .  12) e t  sul fhydr i lées  (p l .  II, f i g .  13) e s t  sensiblement identique 

dans l e s  deux pa r t i e s  du nucléole. Toutefois, l a  teneur en proté ines  du compo- 

san t  c o r t i c a l  granuleux semble diminuer chez l e s  ovocytes proches de l a  maturité 

(pl .  II, f ig .  13). 

Les r é su l t a t s  concernant ce s tade  de l ' évo lu t ion  nucléola i re  

sont  consignés dans l e  tableau 2 b. 



3 - Stade de Maturité (ovocytes de 200 j~). 
/ 

Durant ce s t ade  ultime de l ' évo lu t ion  nucléolaire,  l a  t a i l l e  

de l ' o rgan i te ,  qui n '  ava i t  cessé de s ' acc ro t t re  jusqul a lors ,  diminue de manière 

t r è s  sensible .  Son diamètre, de 20 y à l a  f i n  du s tade  précédent, tombe à 15 
environ. 

Y 
Le nucléole e s t  composé de deux hémisphères (pl .  II, f i g .  14, 

15 e t  16) : l ' u n  possède de nombreuses vacuoles e t  présente généralement une 

forme i r r égu l i è r e  (pl.  II, f i g .  14 e t  16) ,  1 ' autre ,  généralement de plus grande 

t a i l l e ,  e s t  de s t ruc tu re  homogène. 

Après appl ica t ion du t e s t  de MANN-DOMINICI, s eu l  l 'hémisphère 

de contour i r r égu l i e r  révèle une basophilie, d ' a i l l e u r s  rédui te  (Pl.  II, f i g .  14). 

Le Fast  Green à pH a l c a l i n  colore l e s  deux hémisphères d'une manière s 

identique (pl .  II, f i g .  15). Les protéines acides son t  1Bgèrement plue 

au niveau de 1 'hémisphère homogène (pl .  II, f ig. 16). 

B - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE 

1 - Incorporation d 'ur id ine  trit i é e  

  incorporation d 'ur id ine  t r i t i é e  pendant des temps courts  s e  

t r a d u i t  par un marquage in tense  du nucléole qui r e s t e  l e  s eu l  s i t e  c e l l u l a i r e  

rad ioac t i f  jusqulà 6 heures après l ' i n j e c t i o n  (~1.111, f i g .  17). A p a r t i r  de ce 

moment, l e  marquage passe dans l e  cytoplasme mais demeure prépondérant au niveau 

du nucléole (pl. III, f ig .  18).  La quanti té  de substances radioactives présentes 

dans ce t  organite ne diminue de manière sensible  que 3 à 4 jours après l ' i n j e c -  

t ion .  

Cette c inét ique d ' incorporation e s t  valable auss i  bien pendant 

l a  période de vitel logenèse protéique que pendant l a  phase d 'é laborat ion des 

glucides. Les synthèses ribonucléiques ne diminuent qu' à 1' approche de l a  matu- 

r i t é ,  l e s  ovocytes ayant a t t e i n t  un diamètre de 170 à 180 f *  
2 - Incorporation d 'ac ides  aminés t r i t i é s  

Le nucléole incorpore l e s  acides aminés t r i t i é s  dès l e s  temps 

courts, il e s t  a l o r s  l e  s i t e  c e l l u l a i r e  où l e s  protéines radioact ives  s o n t s l u s  

concentrées (pl .  III, f i g .  19 e t  21). Le marquage nucléola i re  diminue à p a r t i r  

de 24 heures d ' incorporation (pl .  III, f i g .  20 e t  22) .  



Une rad ioac t iv i t é  nucléola i re  non négligeable pe r s i s t e  5 jours 

après une in jec t ion  de leucine ou de lys ine  (Pl .  III, f i g .  20). Par contre, il 

ne subs i s te  qu'un nombre ins ign i f i an t  de gra ins  d 'argent  au niveau du nucléole 

après une incorporation d 'arginine  (pl .  III, f ig .  22). 

II - ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 

1 - Début de l a  prévitel logenése (ovocytes de 10 fi) 
I 

A ce stade,  l e  nucléole e s t  une masse arrondie en contact avec 

l a  chromatine accolée à l 'enveloppe nucléai re  (pl .  IV, f i g .  23). La périphérie 

de l ' o rgan i te  e s t  parfois  en r e l a t i on  avec l a  chromatine du nucléoplasme. Celle- 

c i  se trouve sous forme de mottes de 2 1 environ qui s e  d ispersent  en éléments I 
de plus p e t i t e  t a i l l e .  

Le nucléole semble const2tué uniquement par un matériel  de na- 

t u r e  f i b r i l l a i r e .  La présence de pe t i t e s  vacuoles dans l e  p a r t i e  l a  plus centra le  

de l ' o rgan i t e  confère à c e t t e  zone une dens i t é  moins élevée que c e l l e  de l a  ré- 

gion périphérique (pl.  I V ,  f i g .  23). 

 examen de l 'enveloppe nucléai re  permet de déceler  un passage 

intense de matér ie l  nucléoplasmique au niveau des pores. De.nombreuses extrusinns 

d'une t a i l l e  de 1000 h e n v i r o ~  occupent, à proximité du noyau, une Bande cytoplas- 

mique de 0,3 A une dis tance  plus éloignée de l'enveloppe nucléai re ,  on observe )"* 
des  agrégats de même densi té  alectronique que l e s  extrusions mais de t a i l l e  beau- 

cou$%portante, pouvant a t t e indre  0,6 (pl .  I V ,  f i a .  23). r 
2 - Prévitellogenèse e t  vi tel logenèse protéique (ovocytes de 

Au cours de ces s tades  ae l'ovogenèse l a  chromatine a t t e i n t  son 

maximum de dispersion.  Il devient impossible de l a  d iscerner  r>armi l e s  formations 

nurléoplasmiques. Le nucléole s e  détache de l'enveloppe nucléai re  e t  migre au 

centre du noyau. Cette seconde phase de l ' évo lu t ion  nucléola i re  e s t  caractér isée  

pa r  l 'êlâbaration e t  l e  développement de l a  zone granulaire.  Celle-ci apparaît  à 

un pôle du nucléole sous forme d'une co i f f e  ( t tnucleolar  cap" des auteurs anglo- 

saxons) (pl .  I V ,  f i g .  24) puis s 'étend progressivement à l a  périphérie de l a  zo- 

ne f i b r i l l a i r e  en formant d'abord un croissant  (PI. V I ,  f i g .  31 e t  32) puis un 

anne au. 



a - Structure  des const i tuants  nucléola i res  ....................................... 
Zone f i b r i l l a i r e  : Comme au s tade  précédent, l e  consti tuant  ---------------- 

f i b r i l l a i r e  s e  d iv i s e  en deux zones concentriques) l a  région l a  plus externe 

ayant un aspect plus homogène que l a  zone centra le .  . 

Le composant f i b r i l l a i r e  l e  plus homogène s e  trouve l im i t é  

à s a  périphérie par l e  cortex granulaire e t  du côté in terne  par l a  zone f i b r i l l a i -  

r e  centra le  (Pl. Vis f i g .  32) .  A f o ~ t  grossissement, il appara"i t ons t i t ué  de f i -  

b r i l l e s  d'un diamètre moyen de pi0 ! (Pl. V I I ,  f ig .  33). En ce r ta ins  points, l e u r  

d isposi t ion en un feutrage t r è s  s e r r é  donne naissance à des m a s  denses de 500 à 

1000 1 (PI. IV, f i a .  25 e t  Pl .  V I I ,  f ig .  33). 

La seconde pa r t i e  du const i tuant  f i b r i l l a i r e  e s t  parcourue 

par un réseau de f i n e s  lwunea. Pour é v i t e r  t ou t e  confusion avec l a  zone f i b r i l l a i r e  

homogène, nous l u i  avons a t t r i bué  l e  terme de zone f i b r i l l a i r e  lacunaire.  Outre 

l a  présence de lacunes, l e  caractère  hétérogène de ce consti tuant  e s t  renforcé 

par l a  présence d'éléments granulaires de t a i l l e s  d iverses  (100 à 200 a) ,  Il e s t  

d i f f i c i l e  de p réc i se r  s 'il s ' a g i t  véritablement de granules ou de faisceaux de 

f i b r i l l e s  coupées transversalement (Pl. Vn; f ig .  34) . 
zone granulaire : Le cnmposant ~ r a n u l a i r e  const i tue  l e  cor- --------------- 

t ex  nucléolaire.  ~ ' o b s e r v a t i o n  à fort grossissanent montre q u ' i l  e s t  formé de 

granules de 150 1 enrobés dans une matrice relativement dense aux é lect rons .  Les 

granules sont  disposés en trabécules de 1000 1 d'épaisseur,  anastomosés en une 

s o r t e  de réseau (Pl. V, f i g ,  26). Les espaces compris en t re  l e s  mai l les  de ce ré- 

seau sont  d'une dens i t é  comparable à ce l l e  du nucléoplasme. 

Les trabécules l e s  plus externes s e  d issocient  en fragments 

de 1000 à 2 000 1. Cette  fragmentation de l a  zone cor t i ca le  du nucléole semble 

part iculièrement ac t ive  dans l e s  ovocytes d'un diamètre de 80 à 100 (pl. VII, 

f ig .  34 e t  35). 
i.' 

En plus de ces fragments de p e t i t e  t a i l l e ,  des masses sphé- 

r iques de 0 . 5 ~  en moyenne sont  parfois  l i bé r ée s  à p a r t i r  du cortex nucléola i re  

(Pl. V I I ,  f ig .  35). Ces formations, qui semblent essentiellement de nature f i -  

b r i l l a i r e ,  s e  retrouvent à proximité de l 'enveloppe nucléaire (Pl. VII, f i g .  36) .  

Formations nucléoplasmiques e t  extrusions nucléai res  ---------..------------------------------------------ 
. Corps eihériques ou ovoYdes : d'une t a i l l e  constante de 

1,5 r (Pl. V, f ig .  27 e t  Pl.  VI I I ,  f ig .  371, i l s  sont  au nombre de quelques uni-  

t é s  par noyau. Ils 1.ourraient correspondre aux "corps nucléairest '  d é c r i t s  dans 

l e s  c e l l u l e s  de plus ieurs  espèces (BOUTEILLE e t  a l . ,  1967 : KTSEISZENBAUM, 1969 ; 

ESPONDA e t  STOCKE@, 1971). Leur densi té  électronique e s t  moins élevée que c e l l e  



des granulations nucléoplasmiques e t  il ne semble pas e x i s t e r  de rapports  en t r e  

ces deux types de const i tuants  nucléaires.  

. Granulations nucléoplasmiques : e l l e s  proviennent vraisem- 

blablement des. fragments de 1000.2i.POQO A i s sus  de l a  zone g lanulaire du nucléole 

(p l .  V, f i g .  26 e t  Pl .  VII, f ig .  34) .  Ces granulations sont  consti tuées d'éléments 

de 100 A disposés dans une matrice t r è s  dense aux é lect rons  (Pl. V, f ig .  28 e t  Pl. 

V I I I ,  f ig .  38). E l l e s  s e  regroupent l e  long de l 'enveloppe nucléai re  e t  peuvent 

a l o r s  fusionner part iel lement (pl.  V, f i g .  28 ; Pl .  V I ,  f i g .  31 e t  Pl .  V I I ,  f i g .  

36).  

, Les extrusions nucléai res  sont  nombreuses au niveau des 

pores de l'enveloppe. Certaines images (pl .  V, f i a .  28) montrent une r e l a t i on  

en t re  l e s  granulat ions nucl~oplasmiques e t  l e  contenu des pores. Celui-ci s 'écou- 

l e  dans l e  cytoplasme en massifs de 500 à 1000 A (PI. V, f i s .  29) qui  s e  l oca l i -  

smt  à proximité du noyau (PI. V, f ig .  29). A une distance plus grande de ce der-  

n i e r ,  ces p e t i t s  massifs s ' a s soc ien t  en agrégats cytoplasmiques de t a i l l e  beau- 

coup plus importante ( 1  ), fréquemment entourés de mitochondries (p l .  V, f ig .  30) .  r 
b - Evolution s t r uc tu r a l e  des const i tuants  nucléola i res  à ..................................................... 

l a  f i n  du s tade  de vitel logenèse protéique .......................................... 
A p a r t i r  d'un diamètre ovocytaire de 100 p environ, l e  nu- 

c léole  sub i t  progressivement des modifications de s t ructure .  E l l e s  in téressent  

essentiellement l a  zone granulaire dont 1 ' organisat ion typique en trabécules d i s -  

para"i, pour f a i r e  place peu à peu à une zone d '  aspect plus homogène. En même temps, 

l e s  processus 6e dissocia t ion de ce cortex granulaire s e  ra ré f ien t  e t  l e  contour 

du nucléole devient  plus régul ier .  

La f igure  37 de l a  Planche VI11 i l l u s t r e  c e t t e  forme de t rans i t ion .  D e s  

t r&&ik&matér ie l  granulaire en cours de dissocia t ion scuit encore v i s i b l e s  à 

l a  périphérie. Par contre, l a  pa r t i e  l a  plus in terne  du ci>mposant granulaire e s t  

beaucoup plus compacte par s u i t e  du rétrécissement des espaces c l a i r s  corpr is  

en t re  l e s  trabscules.  La zone f i b r i l l a i r e  occupe toujours l e  centre du rucléole  

e t  conserve l e  même aspect. 

3 - Stade d 'élaboration des glucides (ovocytes de 140 à 180 LI) 

A p a r t i r  d'un diamétre ovocytaire de 140 p, l e  nucléole présente 
/ 

1 ' aspect ca rac té r i s t ique  de l a  période d '  &laboration des glucides. La zone granu- 

l a i r e  ne s e  l imi te  plus au cortex de l ' o rgan i t e  mais en occupe l a  plus grande par- 

t i e .  Le composant f i b r i l l a i r e  e s t  const i tué  de plages dispersées dans l e  matér ie l  

granulaire (pl .  IX, f i g ,  39). Des vacuoles n ' at te ignant  que rarement un dévelop- 



pement important, sont  parfois  v i s i b l e s  dans l a  région centra!e de cer ta ins  ovo- 

cytes (PI. IX, f i g .  39). Chez d ' au t res ,  l e s  plages f i b r i l l a i r e s  s e  regroupent 

pour former un anneau (p l .  IX, f ig .  40). 

a - Structure  des d i f fh ren t s  const i tuants  ..................................... 
Constituant f i b r i l l a i r e  : A f a i b l e  grossissement, il apparaft ....................... 

sous forme de zones d 'aspect  homogène e t  de fo r t e  densi té  a u  é lect rons  (pl.  IX, 

f i e .  39). Un grossissement plus élevé permet de discerner  un feutrage s e r r é  de 
O 

f i b r i l l e s  de 50 A de diamètre (p l .  I X ,  f i g .  41). Cette u l t r a s t r uc tu r e  rappel le  

c e l l e  de l a  zone f i b r i l l a i r e  homogène du s tade  précédent. Le contour des plages 

f i b r i l l a i r e s  e s t  t r b s  i r r é g u l i e r  e t  souvent d i f f i c i l e  à d é f i n i r  é t a n t  donné l e u r  

i n t r i c a t i on  é t r o i t e  avec l e  composant granula i re  (Pl. IX, f i g .  41). 

Constituant granulaire : Il sub i t  des modifications impor- ...................... 
tantes .  Les granules sont  dispersés parmi des f i b r i l l e s  d'un diamètre de 50 1 
(pl .  IX, f i g .  42), ce qui  confère à ce matér ie l  une s t ruc tu re  fibrille-granulaire, 

terme que nous u t i l i s e r o n t  dès cc s tade  pour q u a l i f i e r  ce composant nucléolaire.  

La périphérie de l a  zone f ib r i l lo -granu la i re  l i bè r e  des 

format ions d'une t a i l l e  moyenne de 1000 1. Celles-ci  semblent donner naissance, 

comme au s tade  précédent, aux granulat ions nucléoplasmiques qui s ' agglomèrent 

près de 1 'enveloppe nucléaire.  

b - Evolution s t r uc tu r a l e  des const i tuants  nucléola i res  à ..................................................... 
l a  f i n  de l a  p6riode d 'é laborat ion des glucides ............................................... 
A p a r t i r  d 'un diamètre de 170 y, l e  nucléolei présente une 

évolution complexe qui s e r a  exposée essentiel lement A 1 ' aide de 1 ' i l l u s t r a t i o n  

(Pl .  X, f ig .  43 e t  44). En section,  l e  matér ie l  f i b r i l l a i r e  apparaî't disposé en 

un anneau (PI. X, f i g .  43) puis en un disque (PI. X ,  f i g .  44). En ce qui concerne 

l e  compclisant f ib r i l lo -granu la i re ,  on a s s i s t e  à une chute du nombre de granules au 

fbr e t  à mesure que l 'ovocyte progresse vers l a  maturité. 

Les granulations nucléoplasmiques sont  toujours  présentes 

à proximité de 1' enveloppe nucléaire (p l .  X,  fig.45). Les vésicules in t ranucléai -  

r e s  (DHAINAUT, 1969 b) commencent à s e  const i tuer  à ce s tade  (pl .  X, f ig .  46). Les 

extrusions nucléai res  sont  ra res  dans l e  cytoplasme périnucléaire (PI. X, f ig .  46). 

4 - Stade de maturité (ovocytes de 180 à 200 p) 
r 

Durant l a  phase ultime de son évolution, l e s  const i tuants  nu- 

déo l a i r e s  s e  eégrègent en deux hémisphères de dens i t é  d i f fé ren te  aux électrons.  



Chacun s e  caractér ise ,  de plus, par un type par t icu l ie r  de vacuole (p l ,  X I ,  - 

f ig .  47). 

On a s s i s t e  en même temps à l a  désagrégation du nucléole (p l .  X I ,  

f i g .  48). Ce processus semble à l ' o r i g ine  des nombreux "micro-nucléoles" qui en- 

vahissent  l e  nucléoplasme. 

a - Hémisphère f i b r i l l a i r e  dense 
-------i-i------------------ 

Il s ' a g i t  de l a  pa r t i e  du nucléole ou l e s  phénomènes de 

dissocia t ion sont  l e s  plus avancés (pl .  X I ,  f ig .  47 e t  48). 

Cette zone e s t  composée d'un feutrage de f i b r i l l e s  tres 

derrées,  parsemé d ' espaces plus c l a i r s  où apparaissent d e s  granules de t a i l l e  

élevée (200-300 1) (PI. X I ,  f ig .  49). 

Les vacuoles, d 'un diamètre de plusieurs microns, présen- 

t e n t  un contour t r è s  ir,&gulier. La dispers ion du matér ie l  nucléola i re  bordant 
a donner à l eu r  onte u un aspect granuleux 

l e s  vacuoles contribue (pl .  X I ,  f ig. 48 e t  749). Les vacuoles l e s  plus périphé- 

riques s 'ouvrent  dans l e  nucléoplasme par rupture de l e u r  bord externe qui s e  

fragmente en formations de 0,5 environ (pl .  X I ,  f ig .  48). 

b - Hémisphère f i b r i l l a i r e  c l a i r  ............................ 
L- seconde pa r t i e  du nucléole e s t  consti tuée d'un matér ie l  

f i b r i l l a i r e  de plus f a i b l e  dens i t é  que ce lu i  de l ' a u t r e  hémisphère (pl .  X I I ,  f ig .  

50 e t  51). Ce matér ie l  semble r é su l t e r  de l a  dégranulation complète du composant 

fibrille-granulaire d é c r i t  au s tade  précédent. 

Les vacuoles sont  de p e t i t e  t a i l l e  ( 0 ~ 5  ) e t  possèdent 

un contenu d i f fu s  (PI. X I I ,  f i g .  51). 
r 

La périphérie de ce t  hémisphere ne sub i t  pas de dis locat ion 

e t  son contour e s t  donc nettement plus régu l ie r  que ce lu i  de l ' a u t r e  région du 

nucléole. 

c - Micronucléoles -------------- 
La dens i t é  du nucléoplasme augmente par rapport  aux stades 

précédents. On observe, d ' au t r e  part ,  l a  présence de nombreuses formations dont 

l a  s t ruc tu re  e s t  compsrable à ce l l e  du nucléole. Nous l eu r  avons donné l e  nom de 

"micronucléolesf9, I ls  s e  d iv i sen t  en deux catégories.  

. ~ ic ro r i uc l éo l e s  denses : f une t a i l l e  régu l iè re  de 0,S ..................... P. 
ils sont l e s  plus nombreux. Leur s t ruc tu re  f i b r i l l a i r e  (PL. X I I I ,  f ig.  52) rap- 

pe l l e  c e l l e  de l'hémisphère dense du nucléole. Ils résu l ten t  vraisemblablement 

de l a  fragmentation de c e t t e  zone (Pl. X I ,  f ig .  48).  



. Micronucléoles c l a i r s  : Beaucoup plus ra res  que l e s  pre- ..................... 
miers, ils ont une t a i l l e  qui va r i e  de 1 à 5 / i  Ils sont formés d'un matériel  

f i b r i l l a i r e  organisé en une trame t r è s  lâche (pl. X I I I ,  f i g .  52) .  Leur origine 

e s t  assez énigmatique. 

On observe fréquemment une r e l a t i on  en t r e  des micronucléo- 

l e s  e t  l e s  vésicules in t ranucléai res  qui a t te ignent  à ce s tade  l e u r  développement 

maximal (PI. X I I I ,  f i g .  53 e t  54). 



DISCUSSION 

1 - RELATIONS ENTRE LES RESULTATS CYTOCHIMIQUES ET LES 

0BSERVATIONS.AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 

1 - Stade de vitel logenèse pyotéique 

Pendant c e t t e  période, l e  nucléole de l 'ovocyte e s t  formé de 

&rois  zones concentriques mises en évidence à l a  f o i s  par l e s  techniques cyto- 

chimiques e t  par  l'examen u l t r a s t r uc tu r a l .  La zone cor t i ca le ,  r iche  en ARN e t  

en protéines (dont cer ta ines  présentent des caractères  basiques, d ' autres  des 

caractères ac ides)  apparaît  de nature granula i re  au microscope électronique.  La 

zone intermédiaire possède une s t r uc tu r e  f i b r i l l a i r e .   étude cytochimique montre 

qu ' e l l e  renferme essentiellement des protéines,  s a  teneur en ARN é t a n t  t r è s  f a i -  

ble. La zone centra le  est également de nature f i b r i l l a i r e  mais s e  d is t ingue de l a  

précédente, au microscope électronique,  par son aspect beaucoup moins homogène. 

La loca l i sa t ion  co r t i c a l e  de l a  basophil ie  dans l e s  nucléoles 

de di'rers types c e l l u l a i r e s ,  e t  notamment des ovocytes, e s t  un f a i t  classique.  

De t e l l e s  s t m c t u r e s  nucléola i res  ont é t é  décr i t e s ,  sous l e  nom dl"amphinucléoles'' 

au cours d'études r é a l i s ée s  au micro~cope photonique (RAVEN, 1961). Des travaux 

plus récents ont montré, comme dans l e  cas de notre matériel ,  que l a  basophil ie  

é t a i t  particulièrement élevée au niveau du composant granulaire (PASTEELS , 1965 ; 
HAY e t  GURDON, 1967 ; GIMENEZ-MARTIN e t  STOCKERT, 1970). Pour HAY e t  GURDON (1967), 

c e t t e  propriété s e r a i t  due à un rapport ~ R N / ~ r o t é i n e s  plus élevé dans l a  zone 

granulaire que dans l a  zone f i b r i l l a i r e .  

La disposi t ion du const i tuant  granulaire en t rabécules  (I-iucléo- 

lonèmed? à l a  périphérie d'un centre f i b r i l l a i r e  compact e s t  relativement fréquent. 

Ce type d 'organisat ion s e  rencontre dans l a  glande s a l i v a i r e  de d ip t è r e  (JACOB e t  

SIIUIN, 1964), l'embryon de r a t  (SZOWSI, c i t é  par BUSCH e t  SMETANA, 1970), l 'ovo- 

cyte d'Amphibien (MILLER, 1966), l e  spermatocyte d 'escargot  (ESPONDA e t  STOCKERT, 

1970), l a  microspore de maïs  (SWIFT e t  STEVENS, 1966). Cette séparat ion des cons- 

t i t u a n t s  u a n u l a i r e  e t  f i b r i l l a i r e  en deux régions d i s t i n c t e s  a é t é  qua l i f i ée  de 
e t  STOCKERT 

"ségrégation nature l le"  par ce r ta ins  auteurs (GIMENEZ-MARTIN 1970 . DAJCZENKO e t  
$1970 i 

a l .  , 1969 ; REDDY e t  SVgBODA, 1972 ) . GIMENEZ-MARTIN e t  STOCKER , qui rapprochent 

ce phénomène de l a  ségrégation nucléola i re  provoquée par l e s  inh ib i t eurs  de l a  

synthèse de ~ ' A R N ,  pensent q u ' i l  e s t  co r r é l a t i f  d 'un a r r ê t  des synthèses ribonu- 

cléiques. Ceci ne semble pas ê t r e  l e  cas de notre  matériel.  En e f f e t ,  on observe 



une t e l l e  r é p a r t i t i o n  des const i tuants  du nucléole pendant t ou t e  l a  durée de l a  

vi tel logenèse,  période pendant l aque l le  l ' é tude  autoradiographique montre que l e s  

synthèses nucléola i res  e t  l e  t r a n s f e r t  nucléocytoplasiiiique de 1 'ARN sont considé- 

rablement élevés. 

La présence dans l e  nucléole de l 'ovocyte de N. d ivers icolor  

de deux zones f i b r i l l a i r e s  constl tue,  par ai1leu1-s, un type de s t ruc tu re  assez 

rarement déc r i t .  Une t e l l e  dua l i t é  Cu consti tuant  f i b ~ i l - l a i r e  a sur tout  é t é  si- 

gnalée dans l e s  nucléoles en nucléolonèmes des c e l l u l e s  de Mammifères (RECHER 

e t  a l . ,  1969 ; YiILLIPS e t  PHILLIPS, 1971 ; CHOUINARD, 1971) . Dans 1 ' ovocyte de 
1 1  N. pelagica, DHAINAUIT (1972) d is t ingue l e  composant f i b r i l - l a i r e  dense des l a -  

mes" nucléola i res  e t  l e s  "blocs" f i b r i l l a i r e s  compo~tant des lacunes de f a i b l e  

densi té  aux é lect rons .  

Stade d 'é laborat ion des glucides 2 - Y.._-- -me-,-*- 

Au cours de l a  seconde phase de son évolution, l e  nucléole ne 

comporte plus que deux pa r t i e s  : une zone f i b r i l l a i r e  de dens i t é  électronique 

élevée e t  une zone de s t ruc tu re  fibrille-granulaire. Ces deux composants pré- 

sentent  des propr ié tés  cytochimiques assez semblables. 

Cette réorganisat ion du nucléole s ' accompagne de modifications 

s t r uc tu r a l e s  complexes dont ce r ta ines  modalités demeurent, pour 1 ' ins tan t ,  incon- 

nues. ~ ' o r i ~ i n e  du composant f i b r i l l a i r e  e s t ,  par  exemple, assez énigmatique. En 

e f f e t ,  s i  1 ' u l t r a s t r uc tu r e  Ce ce dern ie r  e s t  assez s e ~ b l a b l e  à c e l l e  de l a  zone 

f i b r i l l a i r e  homogène du stade précédent, l ' é tude  cytochimique rend d i f f i c i l e  une 

f i l i a t i o n  en t re  ces deux fomat lons .  

Par contre, l e s  modifications du composant granulaire,  qui perd 

s a  d i spos i t ion  en trabécules e t  devient d'? nature f ib r l l lo -granu la i re ,  paraissent  

moins complexes, Il semble quc c e t t e  évolution s ' e f f ec tue  par rétrécissement pro- 

gress i f  des espaces c l a i r s  compris en t re  l e s  trabécules ; l ' appa re i l  nucléola i re  

de l 'ovocyte de N. d ivers icolor  ne présentant pas l e s  processus complexes de --- 
dis locat ion e t  de rééd i f i ca t ion  obiervés chez N. pelagica (DHAINAUT, 1972). 

A 1 approche de l a  maturité, l a  diminution de l a  teneur en ARN 

e t  en protéines de l a  zone fibrille-granulaire coïncide avec s a  dégranulation. 

La basophil ie  rédui te  e t  l a  nature essentiellement f i b r i l l a i r e  du matériel  nu- 

c l é h l a i r e  son t  des t r a i t s  ca rac té r i s t iques  de l 'ovocyte âgé chez de nombreuses 

espèces (RAVEN, 1961 : PARSONS, 1954 ; MI?,LONIG e t  a l . ,  1968 ; CHOUINARD, 1971). 



II - R O M  DU NUCLEOLE DANS LEFSYNTHESES RIBONUC~PROTEIQUES 

1 - Rappel des connaissances ac tue l l es  s u r  l e s  synthèses n u c l é o l a i r e ~  

Grâce à des travaux biochimiques effectués  su r tou t  su r  l e s  

c e l l u l e s  de Mammifères (revue dans PKFRY, 1969) mais également s u r  l e s  ovocytes 

d 'Amphibiens (GALL, 1966) e t  l e s  glandes s a l i va i r e s  de Diptères (RINGBORG e t  

RYLANDER, 1971), on s a i t  que l e s  grandes molécules précurseurs d'AFIN ribosomal 

(45 S) sont  t r an sc r i t e s  au niveau des c i s t rons  codant ~ ' A R N ~  ( A D N ~ )  contenus 

dans ~ ' A D N  nucléolaire.  Le cl ivage de ce précurseur 45 S donne naissance aux 

ARN nucléola i res  32 e t  18 S. L'ARN 18 S qu i t t e  rapidement l e  nucléole t and i s  que 

~ ' A R N  32 S e s t  transformé en ARN 28 S avant son t r a n s f e r t  dans l e  cytoplasme. 

De plus, il a é t é  montrd que ces d i f fé ren tes  f rac t ions  ~ ' A R N  nucléola i re  sont  

l i é e s  à des protéines e t  que l e s  cl ivages success i fs  des molécules précurseurs 

s ' effectuent  sous forme de ribonucléoprotéines (PERRY, 1969) se lon l e  schéma 

suivant  proposé par SCKEW(ER (BUSCH e t  SMETANA, 1970) : 

RNP 55 S -- RNP: 50 S 

RNP 80 S RNP (70 S) ( m 3 2 s )  - (AIW $8 3) 

(ARN 45 S) ( ~ ~ ~ 4 1 , 3 6 5 )  \g - 
RNP 40 S , RNP 30 S 

(ARN 28 S) (ARN 18 S )  

La confrontation de ces travaux biochimiques e t  des r é s u l t a t s  

obtenus grâce aux techniques de l a  microscopie électronique (digest ions enzyma- 

t iques ,  auteradiegraphie à haute résa lu t ion)  a permis d ' i n t e rp r é t e r  l ' u l t r a s t r u c -  

t u r e  du nucléole en fonction du rô le  Joué par ce t  organite dans l a  synthèse des 

ribosomes. L ' ADN nucléolaire a é t é  morphologiquement démontré (GRANMULAN e t  

GRANBOULAN, 1964 ; üNUMA e t  a l . ,  1968). Le précurseur 45 S s e r a i% loca l i sé  au 

niveau de l a  zone f i b r i l l a i r e  (GRANBOULAN e t  GRANBOULAN, 1964 9 BEIi??HNUl e t  

GRANBûULAN, 1968). Le "core" f i b r i l l a i r e  du nucléole de l'ovocyte dlAmphibien 

e s t  formé d 'un long filament ~ ' A D N  auquel sont  at tachées des f i b r i l l e s  ribbnu- 

cléoprotéiques qui r e p r é s ~ n t e r a i e n t  ~ ' A R N  45 S en cours de synthèse (MILLGR, 1966 ; 
MILLER e t  BEATTY, 1969). Les f i b r i l l e s  se ra ien t  à l ' o r i g ine  des granules ribanu- 

cléaprotéiques (MARINOZZT e t  BERNHARD, 1963 ; G E V S K N  e t  BERNHARD, 1966). Ceux- 

c i  pourraient représenter  l e  support morphologiaue des sous-unités ribosomales 

de grande t a i l l e  (60 S) renfermant ~ ' A R N  28 S (B~RNHARD e t  GRANBWLAN, 1968 ; 

MILlXR e t  BEA!i!TY, 1969 ; NOEL e t  a l . ,  1971 ; K6SHïBA e t  a l , ,  1971) , 



2 - Problème- de ~'ADN nucléolaire dans 1' ovocyte de N. diversicolor 

Ces conceptions supposent la présence, dans le nucléole, ~'ADN 

à partir duquel s'effectue la synthèse de ~ ' A R N ~ .  Dans le noyau de l'ovocyte de 

N. diversicolor, la chromatine devient morphologiquement indécelable dès le début 

de la phase de prévitellogenèse, tant au niveau du nucléoplasme que du nucléole. 

De plus, on assiste,& partir de ce stade, à la disparition de la co'oration par 

la réaction de Feulgen et à la suppression de toute la basophilie eprès action de 

1 ' ~ ~ ~ a s e .  Ceci rend difficile la détection de ~'ADN dans l'ensemble du noyau et 

a fortiori dans le nucléole. 

En ce qui concerne ~'ADN intranucléolaire, on est amené à en- 

visager une intrication étroite avec les constituants du nucléole telle que les 

méthodes de digestion enzymatique ne permettent pas sa localisation au microscope 

photonique. Nous envi~ageacs d'employer ult6rieurement ces techniques à l'échel- 

le de la microscopie électronique. 

3 - Synthèse des ribonucléoprotéines nucléolaires dans 1' ovocyte 
de N. diversicolor 

 étude cinétique de 1' incorporation de 1 'uridine tritiée dans 

les ovocytes de N. diversicolor montre que le nucléole est le site de synthhse 

prépondérant de 1 ' ARN destiné au cytoplasme. Ces résultats s ' intègrent a m  con- 

naissances actuelles sur les synthèses ribonucléiques au cours de 1 ' ovogenèse. 
En effet, la majeure partie de ~'ARN synthétisé par les ovocytes serait de nature 

ribosomale (revue dans DAVIDSON, 1969), cet ARN ribosomal étant d'origine nucléo- 

laire dans les ovocytes (GAU, 1966 : MILLER et BEATTY, 1969), comme dans les 

autres types cellulaires. 

Notre étude autoradiographique après injection d ' acides aminés 
radioactifs permet de constater que des protéines migrent, comme ~'ARN, du nu- 

cléole vers le cytoplasme. Ces résultats sont en accord avec le fait que le cli- 

aage des ARN nucléolaires et le transfert nucléo-cytoplasmique de ~'ARN riboso- 

mal s 'effectuent sous la forme de ribonucléoprotéines (PERRY, 1969). 

Les rdsultats cy-tachimiques suggèrent que le nucléole de l1ovo- 

C Y ~  AP N, diversJcolor renferme des protéines basiques liées à I'ARN, comme 
et MOON 

chez les Amphibiens (MAC G'REGGOR, 1971) . En outre, 1 ' étude autoradiographique 
de notre matériel indique une similitude remarquable entre la migration nucléo- 

cytoplasmique de ~'ARN et celle des protéines riches en arginine. Pour certains 

auteurs, les protéines basiques du nucléole seraient les précurseurs de protéines 

ribosomales (MUNDEU, 1968) et formeraient des complexes avec ~ ' A R N ~  dès sa syn- 

thèse dans le nucléole (SUSKIND, 1965). 



Les protéines acides que nous avons mises en évidence corres- 
11 pondent vraisemblablement, pour une grande part, aux protéines résiduelles" 

isolées  par des méthodes biochimiques à par t i r  des nucléoles de divers types 

cel lulaires  (BIRNSTIEL e t  al . ,  1964 ; BUSCH, 1965). 

Les protéines sulfhydrilées sont particulièrement abondantes 

dans l e  nucléole ovocytaire de N. diversicolor. GABE e t  MARTOJA-PIEFlSON (1956) 

ont montré une similitude entre  l a  répart i t ion de ces oomposés e t  cel le  de ~ ' A R N  

chez différents  types de nucléoles. Nous avons rekrouvé une t e l l e  répart i t ion,  

dans notre matériel, au niveau du constituant f i b r i l l a i r e ,  P a r  contre, l e s  gra- 

nules ribonucléoprotéiques de l a  zone corticale ne semblent pas renfermer de 

fonctions sulf iydri les ,  

III - RELATIONS EXI"RE L'EVOWTION WCLiEOLAIRP ET LES 

VARIATIONS DE L ' ACI'IVITE CEEEE3AL;E 

Un des t r a i t s  l e s  plus marquants de l t6volution du nucléole au cours 

de 1 ' ovogenèse des Néréidiens porte s u r  l a  reconversion s t ructurale  de cet orga- 

n i t e  lorsque l'ovocyte passe de l a  phase de vitellogenése protéique à ce l le  d'd- 
laboration des glucides. On s a i t ,  d 'autre part, que l e  déroulement de l'ovogenèse 

e s t  soumis aux variations du taux d'hormone cérébrale   PORCHE!^?, 1970 ; DURCHON 

e t  PORCHCT, 1971). 

Nous envisagerons successivement l a  s ignif icat ion possible des trans- 

fbrmations nucléolaires lors  de l a  reconversion des synthèses cytoplasmiques e t  

leurs  relat ions avec l e s  variations du taux hormonal. 

Signification de l 'évolution s t ructurale  du nucléole 

Chez N. diversicolor, il es t  possible de caractdriser chacun 

des stades ovocytaires par une ul t rastructure nucléolaire spécifique. Chez NA 

pelagica, l e s  aycles d t ac t iv i t6  nucléolaire se  superposent également aux étapes 

de l 'évolution cytoplasmique (DHAINAUT, 1972). Ce remaniement u l t ras t ruc tura l  

du nucléole des ovocytes de Nérdidiens correspond vraisemblablement à une nou- 

ve l le  orientation des synthèses nucléolaires (DHAINAUT , 1972) . En e f fe t  , si  
r i )  

l ' a c t i v i t é  du nucléole uniquement centrée su r  l a  production d ' ~  ribo- 

somal, on conçoit mal pourquoi s a  structure subi- des transformations l o r s  

d'une reconversion des synthèses cytoplasmiques. Cette évolution nucléolaire ne 

peut donc s'expliquer qu'en fonction d'un rôle dans l a  transmission de l ' i n fo r -  

mat ion génique. 



Un certain nombre de travaux récents montrent en e f f e t  que l e  

nucléole peut contrôler l a  production e t  l e  t r ans fe r t  de 1 'MW messager. Chez 

l e s  érythrocytes, l e  nucléole intervient dans l e  t r a n s p r t  nucléocytoplasmique 

de son propre ARN mais également de 1 'ARN synthétisé dans l e s  autres régions 

du noyau ( ~ I S  e t  al., 1969 ; SIiXEQTTOM e t  HARRIS, 1969 ) . CHO1 e t  BUSCH 

(1969) signalent dans l e  nucléole de cel lules  de Mammifères, l a  présence d'un 

ARN de haut poids moléculaire, différent  de ~ ' A R N  ribosomal.   ensemble de ces ixa- 

vaux @ p l'LW nesszger m-m& sy-kh&sé doit s? lier à l'm x%xand di nuci&& avant 

son t ransfer t  dans l c  cytoplasrrc (BUSCH e t  SMETANA, 1970, pp. 10, 165 e t  265). 

Dans l e  cas de l'ovogenèse des Néréidiens, une t e l l e  fonction 

du nucléole dans l e  t r ans fe r t  nucléocytop3asmique des ARN m, permettrait d'ex- 

pliquer l a  reconversion s t ructurale  survenant lo r s  d'une nouvelle orientation 

des synthèses cytoplasmiques. Celles-ci é tant  régies par des ARN messagers 

spécifiques, on peut admettre que toute modification dans l a  nature des ARN m 

synthétisés s o i t  corrélative d'un remaniement s t ruc tura l  du nucléole. 

2 - Relations en t re  l a  s t ructure du nucléole e t  l e  taux hormonal 

   étude quantitative de l ' a c t i v i t é  cérkbrale réal isée par 

DURCHCN e t  PORCTEI? (1970) nous a permis de f a i r e  correspondre chaque étape de 

1 'évolution nucléolaire à un taux déterminé d 'hormone cérébrale (schéma 1 ) .  

En prenant comme t e s t  l e  déclenchement de l a  spermatogenèse de N. diversicolor, 

ces auteurs ont dosé l ' a c t i v i t é  cérébrale de femelles d'âges divers. La mesure 

de l ' a c t i v i t é  cérébrale donne une idée du taux d'hormone. Le diamètre ovocy- 

t a i r e  moyen étant  l e  c r i t è re  u t i l i s é  pour évaluer l 'âge des animaux, une cour- 

be de l ' a c t i v i t é  endocrine du cerveau a é t é  tracée en fonctinn du diamètre des 

ovocytes. 

Les différentes  phases de l 'évolution du nucléole ont é t é  

confrontées aux étapes de 1 ' ovogenèse e t  aux variations de 1 ' ac t iv i té  hormona- 

l e  correspondantes. 

- Ovocytes d'un diamètre infér ieur  à 50 (Prévitellogenèse r 
e t  début de l a  vitellogenèse) . Activité hormonale maximale (2). Apparttion e t  

extension de l a  zone granulaire en trabécules (schéma 1 a). 

- Ovocytes de 50 à 100 ( ~ i t e l l o ~ e n è s e ) .  Diminution rapide 

de l ' a c t i v i t é  hormonale (de 2 à 0,4). L'élaboration e t  l 'effri tement de l a  

zone granulaire%o((t t r è s  intense$(~chéma 1 b).  



Evolution du nucléole en fonction de l ' a c t i v i t é  endocrine cérébrale. 

Courbe de l ' a c t i v i t é  endocrine en fonction du diamètre ovocytaire 

d ' après DURCHON e t  PORCKGT (1970 ) . 
a - Elaboration de l a  zone granulaire (G) en trabécules au début de l a  

phase de vitel logenkse protéique, 

b - Structure  du nucléole au cours de l a  phase de vitel logenèse protéique : 

zone f i b r i l l a i r e  lacunaire (FL) , zone f i b r i l l a i r e  homogène (FH) , zone 

granulaire (G) . 
c - Structure  du nucléole au cours de l a  phase d 'é laborat ion des gluci-  

des : plages f i b r i l l a i r e s  (F) dispersées dans l e  composant f i b r i l l o -  

granulaire (FG) . 
d - Regroupement des plages f i b r i l l a i r e s  en un anneau (AF) à l a  f i n  du 

stade d 'é laborat ion des glucides. 

e - Ségrégation des const i tuants  nucléola i res  chez l e s  ovocytes matures, 

BFI) : hémisphère f i b r i l l a i r e  dense. HFC : hémisphère f i b r i l l a i r e  

c l a i r ,  
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- Ovocytes de 100 à l5Oy  i in de l a  vi tel logenèse,  début de 

l a  phase d 'é laborat ion des g lucides) ,  Diminution l en t e  de 1 ' a c t i v i t é  hormonale 

(de 0,4 à 0,2). On a s s i s t e  à l a  d i spa r i t i on  de l a  zone granula i re  typique e t  à 

son remplacement par une zone f ib r i l lo -granu la i re  (schéma 1 c )  . 
- Ovocytes de 150 à 180 (phase d 'é laborat ion des glucides) .  

Dernière diminution de 1 ' a c t i v i t é  hormonale qui devient nul le .  Dégranulation de 

l a  zone fibrille-granulaire e t  regroupement du const i tuant  f i b r i l l a i r e  (schéma 

1 d) .  

- Ovocytes d'un diamètre supérieur à 180 p ( ~ a t u r i t é ) .  Acti- 

v i t é  hormonale nul le .  Sdgrégation des consti tuants nucléolaires.  Vacuolisation 

e t  d i s loca t ion  du nucléole (schéma 1 e ) .  

L 'évolution nucléola i re  e s t  donc étroitement l i é e  au taux 

d'hormone cérébrale.  En pa r t i cu l i e r ,  l a  zone granulaire en trabécules,  spéci-  

fique de l a  phase de vitel logenèse,  semble cor ré la t ive  d'un taux hormonal élevé. 

E l l e  disparâPt après une diminution rapide de l a  quanti té  d'hormone produite 

par  l e  cerveau. Par contre, l ' o rgan i sa t ion  nucléola i re  %ypique de l a  période 

d 'é laborat ion des glucides ne s e  const i tue  qu'en dessous d'un s e u i l  s e  s i t uan t  

aux environs de 0,4. 



fi , .  CHAPITRE II 

EWOLUTION DU NUCLEOLE AU COURS DE L'OVOGENESE MPERIMENTALE 



RAPPELS DES TRAVAUX EXPERDENTAUX EFFEeTZTFS SUR L'OVOGENESE DE N. DIVERSICOMR 

L'effet de la suppression du facteur hormonal sur l'évolution ovocy- 

taire, a été étudiée,chez N. diversicolor, par deux méthodes : in vivo, après 

décérébration des animaux, et in vitro, par isolement des parapodes en culture 

organotypique. 

In vivo, une comparaison entre les ovocytes subissant l'inhibition 

cérébrale et les ovocytes évoluant en absence de cerveau a été réalisée du 

point de vue biométrique, cytochimique et autoradiographique (BERTOUT et 

DHAINAUT, 1971) . La suppression du facteur hormonal provoque une augmentation 
du volume ovocytaire après une période de latence de 5 jours. 

 étude cytochimique permet de constater que les ovocytes acquièrent 
une structure particulière qui n'est jamais observée au cours de l'ovogenèse 

naturelle. Anrès une évolution expérimentale de 3 à 4 semaines, ~'ARN cytoplas- 

mique se concentre en une zone basophile entourant le noyau tandis que les glo- 

bules lipidiques et les granules vitel1i.n~ sont repoussés à la périphérie de 

la cellule. Cette maturation expérimentale aboutit à une dégénérescence. 

Lss résultats autoradiographiques montrent que les syntheses ~ ' A R N  

sont tres intenses au cours de la phase précoce de l'ovogenèse expérimentale 

(jusqut à 10 à 15 jours après la décérébration) et qu'elles diminuent ensuite 

pour devenir insignifiantes après 20 jours d ' évolution en condition anhormonale. 
Les synthèses protéiques sont également très élevées, jusqu'au 15e jour de l'ex- 

périence, mais 1 ' incorporation d ' acides aminés radioactifs n' est plus suivie 
d'un marquage au niveau des granules vitellins. La suppression brutale de fa 

source hormonale se traduit donc par un arrêt précoce de la vitellogenèse pro- 

téique et une nouvelle orientation des synthèses ovocytaire (BERTOUT et DHAINAUT, 

1971). La phase tardive de l'évolution expérimentale voit les synthèses de pro- 

téines devenir pratiquement nulles. 

L ' évolution ovocytaire après expérimentation in vivo a été également 
etudiée au microscope électronique (DHAINAUT, 1970 a). Les modifications de 

1 ' appareil de Golgi sont particulièrement intéressantes. En effet, après avoir 
élaboré un nombre restreint d'organites corticaux, les dictyosomes entrent ra- 

pidement en dégénérescence. 

In vitro, une évolution ovocytaire comparable a été observée en ak- 

sence d'hormone. La culture organotypique a permis, en outre, par l'associa- 

tion de prostomiums à des parapodes en cours d'évolution en conditinn anhormonale, 

d'étudier l'effet d'un rétablissement de 1 ' inhibition cérébrale sur l'ovogenèse 



expérimentale. Les r é su l t a t s  obtenus montrent que l a  réassocia t  ion d 'un pros- 

tomium à un parapode i so l e  ,pendant une période in fé r ieure  à 6 jours, inhibe 

l e  processus de maturation expérimentale e t  de dégénérescence (DURCHON e t  al., 

1965) . 



Expérimentation i n  vivo 

Les animaux sont coupés en deux tronçons par une sec t ion  transver-  

s a l e  dans l a  région médiane du corps. Chacun des deux fragments e s t  i so l é  

dans un réc ip ien t  d'élevage e t  maintenu à une température va r ian t  de 10 à 1 5 O  C. 

Les ovocytes de l a  région postérieure s e  trouvent a i n s i  sous t r a i t s  à 

l ' a c t i o n  de l'hormone cérébrale t and i s  que l a  réglon antér ieure  continue à su- 

b i r  l ' i n f luence  endocrine du cerveau e t  s e r t  de témoin. 

Expérimentation i n  v i t r o  (cu l tu re  organotgpique) 

Les vers  sont  i so l é s  pendant 4 jours en eau de mer s t é r i l e  addition- 

née d 'ant ib iot iques .  Après d issect ion,  l e s  parapodes sont  cu l t ivés  à 20" C s u r  

milieu semi-solide selon l a  technique de WOLF. La composition du milieu de 

cul ture  gélosé e s t  c e l l e  mise au point par  DURCHON e t  SCXALIXR (1963) . 
Les ovocytes des parapodes i s o l é s  évoluent en absence d'hormone céré- 

brale.  Les ovocytes témoins sont  obtenus en associant un parapode à un prosto- 

mium d ' individu jeune. 

Lors de l ' é tude autoradiographique, une var iante  de c e t t e  méthode 

nous a permis d 'obtenir  un grand nombre d'ovocytes maintenus dans des condi- 

t i ons  standards t ou t  en év i tan t  l ' accé lé ra t ion  des procersus provoquée par l a  

température de cu l tu re  (20" c).  Dix parapodes sont associés entre-eux,-avec ou 

sans prostomium. Après 48 heures de cul ture  à 20" C su r  mil ieu gélosé, durée 

suf f i san te  pour permettre l a  soudure des d i f f é r en t s  organes entre-eux, l e s  

organismes a in s i  obtenus sont t r an s f é r é s , , à  10° C, en s a l i è r e s  contenant de 

l ' e au  de mer s t é r i l e ,  additionnée du précurseur t r i t i é .  



Cette étude a é t é  r é a l i s ée  su r  des ovocytes povenant s o i t  de pa r t i e s  

postérieures d '  animaux sectionnés en deux tronçons, s o i t  de cultures de parapo- 

des i so lés .  Les modifications observées au niveau du nucléole sont  identiques 

dans l e s  deux cas. La seule  d i f férence en t re  ces deux processus expérimentaux 

rés ide  dans l a  durée de l ' évolut ion nucléolaire.  Très var iable  i n  vivo, e l l e  

e s t  remarquablement constante e t  reproductible dans l e  cas des parayodes isolés .  

Les cul tures  organotypiques offrent, en e f f e t ,  l a  pos s ib i l i t é  d'expérimenter 

dans des conditions standards. Cette technique permet, en pa r t i cu l i e r ,  d'examiner 

1 ' évolution d ' ovocytes provenant d'une même l i m é e  ce l l u l a i r e .  En conséquence, 

l a  majeure pa r t i e  de nos r é s u l t a t s  a é t é  obtenue grâce à ce t t e  méthode d'expé- 

rimentat ion. 

ETUDE AU MICROSCOPE PHOTONIQUE 

A - EFFETS DE LA SUPPRESSION DU FACTEUR HORMONAL SUR 

L'EVOLUTION hVCLEOLAIRE 

1 - Etude cytochimique apr&s expérimentation i n  v i t r o  à 20 " C 

Les méthodes de mise en évidence de ~ ' K R N  e t  des protéines 

ont é t é  appliquées s u r  l e s  ovocytes de parapodes f i xé s  tous l e s  6 jours. 

D h  l e  6e jour de cul ture ,  l e  matér ie l  nucléolaire coloré par 

l e  bleu de to luidine  à pH 4,2 e s t  concentré à l a  périphérie de l ' o rgan i te .  En 

sect ion,  l e  nucléole s e  présente sous forme d 'un anneau basophile (pl. XIV, 

f i g .  55). La colorat ion des protéines basiques se lon ALFERT e t  GESdIND e s t  t r è s  

intense RU niveau de c e t  anneau. La région cen t ra le  du nucléole n ' e s t  que fa ib le -  

ment colorée par c e t t e  méthode (pl. X I V ,  f i g .  56). 

A p ~ r t i r  du 12e jour après l a  inise en culture,  l e  nucléole 

annulaire f a i t  place 5 un nucléole de s t r uc tu r e  hétérogkne qui rappelle c e lu i  de 

l a  phase de maturation na tu r e l l e  (chapitre 1). Le matériel  nucléolaire s e  ségrè- 

ge en deux hémisphères : l ' u n  e s t  finement vacuolisé e t  basophile, l ' a u t r e  e s t  

d 'aspect  homogene e t  de caractère acidophile. 



2 - Etude cytochimique apràs expérimentation i n  vivo 

L '  éxpdrimentat ion in  vivo permettant de disposer d 'une quanti- 

t é  de matériel  plus importante, nous avons pu r é a l i s e r  une étude plus complète 

des nucléoles ségrégds, chez des ovocytes f i xé s  apres 3 à 4 semaines d'évolu- 

t i o n   ableau au 3 ) .  

Tableau 3 - Caractères cytochi~iiques des d i f f é r en t e s  zones du nucléole ségrégé 

aprks suppression expérimentale du fac teur  hormonal. 

P 

! ! Protéines !Protiines!Acidophilie '  1 ( Zones ; Protéiles ; Protéines ) ' Nucïéolaires 
! AW ! basiques ! basiques! t o t a l e  * .  acides ; sulfhydribise ) 

( ! ! l i é e s  à ~ ' A R N !  l i b r e s  ! (NF$ libres)! ) 

( Zone 
! ! ! ! ! ! 

- - 1 
! + !  ++ ! ! + 0 - !  ! vacuolisée , t t . 4 1 t 

) 
\ 

! ! ? ! ! ! 
( Zone ! - !  + ! + ! ++ ! ++ ! + 

i 
homogène ) 

! ! ? ! ! ! 1 

- A R N : Seul  l'hémisphère v x ~ u o l i s é  s e  ~ o l o r e  par l e  bleu de ----- 
to lu id ine  à pH 4,2 ( p l .  X N ,  f i g .  57), comme nous l ' avions  dé jà  observé i n  v i t ro .  

La co lorab i l i t é  de c e t t e  zone basophile e s t  abolie après d iges t ion par l a  ribo- 

nucléase. 

- Protéines basiques : La réact ion ~ 'ALFERT e t  GESCHWlmD colore ------------------ 
plus intensément 1 'hémisphhre vacuolisé basophile que 1 'hémisphère homogène aci -  

dophile (pl. XIV, f i g ,  58 e t  59). S i  1' on omet l 'hydrolyse préalable des acides 
( ~ 1 . m  fig.60 

nucléiques par l e  TCA, 1 'hémisphère vacuolisé devient totalement incolore.  Ce 

r é s u l t a t  e s t  dû à l a  présence de I'ARN préalablement m i s  en évidence dans c e t t e  

pa r t i e  du nucléole. 

-Protéines acides e t  sul fhydr i lées  : Les protéines acides sont ................................. 
pratiquement absentes de l'hémisphère basophile. E l l e s  sont par contre t r è s  abon- 

dantes dans l ' a u t r e  p a r t i e  du nucléole (PI. XIV, f i g .  61). Les protéines sulfhy- 

d r i l é e s  ont une r épa r t i t i on  absolument identique à c e l l e  des protéines acides 

(Pi. XIV, f ig .  62). 

Des formations sphériques de p e t i t e  t a i l l e  (2 h 3 dont l a  

réfringence e s t  identique à c e l l e  du nucléole sont souvent v i s i b l e s  dans l e  nu- 

cléoplasme des ovocytes possedant un nucléole ségrégé. Ces formations ne f ixen t  

pas l e  bleu de to lu id ine  à pH 4,2 mais présentent  une réact ion posi t ive  aux 

techniques de mise en évidence des d ivers  types de protéines (pl .  XIV ,  f i g .  61). 



-Evolution expérimentale du nucléole en fonction de s tade  ovocytaire i n i t i a l  : 

 étude cgtochirnique a su r tou t  porté s u r  des ovocytes en phase de 

vitel logenèse protéique (diamètre i n f é r i eu r  à 100 y) l o r s  de l a  suppression ex- 

périmentale de l'hormone cérebrale.  Dans ce cas, l e  nucléole passe d ' w e  forme 

annulaire 5 une forme ségrégée, 

La levée expérimentale de l ' i n h i b i t i o n  hormonale chez des ovocytes en 

phase d 'é laborat ion des glucides (diamktre de 1 5 0 p  environ) ne provoque 

évolution nucléola i re  expérimentale incomplète. Le nucléole sub i t  l a  ségréga- 

t i o n  de s e s  consti tuants (Pl.  XTV, f i g .  59) sans passer par l a  forme annulaire. 

3 - Etude autoradiographique des synthèses ~ ' A R N  a p r h  

expérimentation i n  v i t r o  à 10" C 

Ce t r a v a i l  a é t é  r é a l i s é  su r  des organismes forrnés de parapo- 

des soudés en t re  eux e t  placés en eau de mer s t é r i l e  à 10" C, se lon l a  méthode 
1' déc r i t e  dans l e  paragraphe matér ie l  e t  techn~ques" .  

 expé péri men tût ion ne porte que s u r  des ovocytes in i t ia lement  

en période de vitel logenèse protéique, d'un diamètre de 8 0 ~  environ. 

- Parapodes placés pendant 48 h en présence d 'ur id ine  t r i t i é e ,  ........................................................... 
après 10 jours d '  évolution en absence d'hormone ............................................... 
A ce s tade ,  l e  nucléole présente une forme annulaire. Le 

marquage nucléolaire e s t  l im i t é  5 1 ' anneau périphérique ; aucun gra in  d ' argent  

n ' e s t  v i s i b l e  dans l a  région centra le  (pl .  XV, f i g .  63) .  La rad ioac t iv i t é  des 

ovocytes maintenus en milieu anhormonal e s t  plus élevé que c e l l e  des ovocytes 

témoins, notamment au niveau du cyto~lasme (PI. XV, f i g .  63 e t  64). 

- Parapodes placés pendant 48 h en présence d 'ur id ine  t r i t i g e ,  ........................................................... 
aprhs 22 Jours d 'évolution en absence d'hormone ............................................... 
Les synthoses ribonucléiques sont  pratiquement nulles par 

rapport à ce l l e s  des témoins. Le nucléole qui a subi  l a  ségrégation de ses  cons- 

t i t u a n t s ,  ne présente que quelques grains d 'argent  dispersés auss i  bien au niveau 

de 1 'hémisphkre basophile que de 1 'hémisphère acidophile (Pl .  XV, f ig. 65). 

- Parapodes placés pendant 48 h en présence d 'u r id ine  t r i t i é e ,  ........................................................... 
après 10 jours d 'évolution en absence d'hormone e t  f ixés  au ........................................................... 
22ème jour ---------- 
La rad ioac t iv i t é  des ovocytes e s t  t r è s  élevée. Les nucléoles 

sont de type ségrégé comme dans l e  cas de l a  s é r i e  expérimentale précédente mais 

l eu r  marquage e s t  t r è s  intense. Celui-ci n ' e s t  pas r é p a r t i  uniformément dans t ou t  

1 ' o rgani te  mais concentré dans 1 'hémisphere acidophile (p l .  XV, f i g .  66). 



B - EFFETS DU RETABLISSEMENT DU FACTEUR CEREBRAL SUR 

L ' EVOLUTION EXPERIMENTALE DU NUCLEOLE 

Cette étude a é t é  effectuée à p a r t i r  ds  s é r i e s  expérimentales 

réa l i sées  par DURCHON e t  a l .  (1965) qui avaient sur tout  examiné l ' évolut ion cy- 

toplasmique des ovocytes. La manipulation ava i t  consisté à associer  tous l e s  
/ 

3 jours, des prostomiums à des parapodes ini t ialement i so lés .  Ces associat ions 

parapode-prostomium avaient é t6  f ixées  après une durée t o t a l e  de cul ture  de 

24 jours. 

- Les ovocytes des parapodes associés à un pr08tomium après ......................................................... 
3 jours d 'évolut inn en absenoe d',hormone conservent une s t ruc tu re  analogue à ........................................ 
ce l l e  des-.ovocytes témoins. L'ARN cytoplasmique e s t  régulièrement r é p a r t i  en t re  

l e s  granules v i t e l l i n s .  La majorité des nucléoles ne subf t  pas de modifications, 

Seuls quelques-uns d'entre-eux présentent une forme annulaire (Pl .  XV, f ig .  67).  

- Les ovocytes remis en présence du facteur  hormonal l e  6ème .......................................................... 
jour e t  f ixés  après une évolution t o t a l e  de 24 jours montrentme concentration ---- 
de ~ ' A R N  cytoplasmique autour du noyau. La ségrégation nucléola i re  s ' e s t  pro- 

du i te  (p l .  XV, f i a .  68).  observation de parapodes f ixés  après 6 jours de 

culture en absence de cerveau permet de consta ter  que l e s  nucléoles s e  trouvaient  

sous une forme annulaire au moment de l a  réassociat ion (pl .  XV, f i g .  69). 

- Le rétablissement de l ' a c t i o n  hormonale aprhs 9 jours d'évo- ..................................................... 
lu t ion  en absence de cerveau n'empêche pas l a  dégénérescence ovocytaire. 

Ces r é s u l t a t s  montrent donc que l e  rétablissement de 1 ' inh ib i t ion  

hormonale chez des ovocytes préalablement sous t r a i t s  à l ' i n f luence  du oerveau 

e s t  capable d'anpêcher l e  proces sus de maturat ion expérimentale à condit ion 

d' opérer avant une période c r i t ique .  Cel le-c i  s e  s i t u e  du 3e  au 6e jour e t  cor- 

respond au moment ok l e  nucléole annulaire s e  développe. Passé ce stade de 1 '6-  

volution nucléola i re ,  1 ' associat ion d 'un cerveau ne provoque qu'un re ta rd  de l a  

dégénérescence ovocytaire. 

Les modifications expérimentales de l ' évolut ion nucléola i re  é tan t  plus 

importantes chez des ovocytes en cours de vitel logenèse protéique l o r s  de l a  l e -  

vée de l ' i n h i b i t i o n  hormonale (étude au microscope photonique), l e s  observations 

au microscope électronique ont sur tout  é t é  réa l i sées  s u r  ce type de matériel.  

Les transformations u l t r a s t r uc tu r a l e s  subies en absence d'hormone par l e s  nucléo- 

l e s  d'ovocgtes d 'âges d i f fé ren t s  ont é t é  récapi tu lées  dans l e  Schama 2. 



1 - Stade du nucléole annulaire 

a - Formation du nucléole annulaire ............................... 
AprBs 24 heures de cul ture  organotypique à 20' C en condi- 

t i o n  anhormonale, l a  s t ruc tu re  du nucléole ne change pas par rapport au moment 

du prélèvement de l ' explant .  On observe l e s  3 par t i es  du nucléole de l 'ovocyte 

en période de vitel logenèse :zone centra le  f i b r i l l a i r e  finement vacuolisée, zone 

intermédiafre f i b r i l l s i r e  homogène, zone cor t i ca le  granulaire (p l .  XVI,  f i g .  70).  

La dis-os i t ion en trabécules de ce t t e  derni&re e s t  t r ? s  ne t t e  (PI. XVI, f ig .  ~ 1 ) .  

Il semble que l e  composant granulaire s o i t  beeucoup plus développé que chez l e s  

ovocytes de même t a i l l e  évoluant dans l e s  conditlnns na tu r e l l e s  (PI. V I ,  f ig .  31 

e t  Pl.  XVI ,  f i g .  71).  Toutefois, l e  nombre de nucléoles examinés au microscope 

électronique e s t  t rop  r e s t r e i n t  pour permettre une conclusion valable.  

Au 2e jour de 1 ' expérience ce r ta ins  nuoléole$ présentent, 

en sect ion,  une forme annulaire par s u i t e  de développement, dans l a  pa r t i e  cen- 

t r a l e ,  d'une zone de tres f a i b l e  densi té  aux électrons (p l .  XVT, f i g .  7 2 ) .  Nous 

avons appliqué à ce t t e  dernière l e  terme de vacuole. 

b - Structure  du nucléole annulaire au 3e jour (schéma 2 b) .......................................... 
AprSs 3 jours de culture,  tous l e s  nucléoles examinés 

possèdent une vacuole centrale.  E l l e  a t t e i n t ,  en moyenne, un diamètre de 5p 

pour une t a i l l e  nucléola i re  de llp, chez des ovocytes de 6 0 p  au moment de l a  

mise en cu l tu re  (Pl .  X V I I ,  f  ig. 73). 

. Anneau nucléola i re  ------------------ 
Il e s t  const i tué  de plages f i b r i l l a i r e s  dispersées dans 

l e  composant granulaire (p l .  XVII, f ig .  74) .  La d i spos i t ion  en t~abécu l e sde  ce 

de rn ie r  tend à dispara f t re .  Cette u l t ras t ruc tu re  nucléola i re  rappel le  c e l l e  des 

ovocytes en période d 'é laborat ion des glucides dans l e s  conditions na tu re l l es  

(chapi t re  1, Pl .  IX, f i g .  39 e t  41) .  Le consti tuant  granula i re  semble donner 

naissance aux granulations nucléoplasrniques (PI. X ~ I I I ,  f ig .  75 e t  76) selon l e  

processus déc r i t  au cours de 1 ' ovogenèse nature l le .  

. Vacuole centra le  ---------------- 
La vacuole centra le  posskde une dens i t é  aux électrons 

légirement plus élevée que c e l l e  du nucléoplasme. Le contenu vacuolaire e s t  

consti tué de eyanules de 150 A d i ~ p e r s é s  parmi un matér ie l  amorphe lschement 

organisé (Pl .  XVIII, f ig .  75). Ces composants de l a  vacuole proviennent vraisem- 

blablement de l a  dispersion du const i tuant  granulaire de l'anneau. On observe 



Evolution du nucléole anrgs suppression expérimentale de 1 ' influence 

endocrine cérébrale.  

a e t  a '  - Structure  des nucléoles au moment de l a  décérébration (expé- 

rimentation in vivo) ou de l a  mise en cul ture  (expérimentation in 
vi t ro )  a : nucléole d'ovocyte en période de vi te l logenese  protéique, - 

a' : nucléole d ' ovocyte en période d ' élaboration des glucides ( ~ b r é v i a -  

$ions identiques à ce l l e s  du schéma 1). 

b - Nucléole annulaire (3 jours de cu l tu re ) .   anneau nucléola i re  e s t  

consti tué de plages f i b r i l l a i r e s  (F) dispersées dans l e  composant 

granulaire (G)  . V : vacuole centrale.  

c - Extension maximale de l a  vacuole (6 jours de cu l tu re ) .   a anneau nu- 

c léo la i re  e s t  const i tué  de plages f i b r i l l a i r e s  dispersées dans l e  

composant fibrille-granulaire (FG). 

d - Régression de l a  vacuole (7 Jours de cu l tu re ) .  

e - Formation de l a  co i f f e  nucléola i re  (10 jours de cul ture) .  Le corps 

nucléolaire (CNU) e s t  composé d'un réseau f i b r i l l a i r e  (F) e t  de 

plages fibrille-granulaires (FG). CFG : co i f fe  fibrille-granulaire. 

f - Nucléole ségrégé (20 jours de cu l tu re ) .  

Seuls l e s  nucléoles des ovocytes en période de vitel logenèse protéique 

(a )  pdsen t en t  l a  phase précoce de l ' évo lu t ion  (s tade  du nucléole annu- 

l a i r e ) .  Les nucléoles des  ovocytes plus âgés ( a ' )  subissent  l a  ségréga- 

t i o n  de l eu r s  const i tuants  sans jamais présenter  de vacuole centrale.  
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en effet une framentation du bord de la vacuole en formations de 1000 à 2000 a 
dont les constituants : granules et matrice amorphe, se dissocient à l'intérieur 

de la vacuole (PI. XVII, Pig. 74 it Pl. XVIII, fig. 75). Dans le cytoplasme, 
il ne se produit aucune modification dans la structure des organites. En parti- 

culier la morphologie de 1' appareil de Golgi n' a pcis variés et est toujours 

caractéristique de la période de vitellogenèse protéique (pl. XVIII, fig. 7 7 ) .  

c - Structure du nucléole aimulaire au 6e jour (schéma 2 c) ----..-----------.-------------------------- 

Au 6e jour de l'expérimentation in vitro, la vacuole 

atteint un volume considérable. Son diamhtre est en effet de l l p  tandis que 

la largeur de l'anneau nuclêo1,~lre ne dépasse par 0,8 (PI. XIX, fig. 78 et Y 
79). Un tel développement de la vacuole est également observé in vivo (pl. XIX, 
fig. 80), 15 à 20 jours après la décérébration. 

. Anneau n~lcléolaire ------------------ 
Le composant granulaire a fait place à un matériel de 

nature fibrille-granulaire. Celui-ci présente un aspect homogène à la suite de 

la disparition complète de l'organisation en trabécules (Pl. XIX, fig. 79 et 81). 

A ce stade de l'évolution expérimentzle, les constituants de l'anneeu nucléo- 

Laire possèdent une structure tout à fait identique n celle du nucléole de 
1 ' ovocyte en période d ' élaboration des glucides au cours d-e 1 'ovogengse natu- 
relle. 

Vacuole centrale ----------------- 
Le processus d'f5laboration C A  contenu de la v~cuole 

se poursuit (pl. XIX, fig. 79). Dqns cert2ins cas, les form3tions de 1000 à 
O 

2000 A issues de 11 frqgrnent~tlon du bord vncuoliire persistent un certain temps 

dans lz vscuol-e avant de se dissocier (pl. XIX, fig. 81). 

D ~ n s  B cytopl-sme, l'examen des dictyosomes permet de 

const?ter une diminution du nombre de vésicules golgiennes pnrticipant à l'sc- 

croissement des gr~nules vitellins. Cet indice de l? modification de l'activi- 

té de l'appareil de Golgi reste toutefois trPs discret (pl. XIX, fig. 82). 

Pour des durées de culture en absence d'hormone supérieures 

à 6 jours, on assiste h l?. régression de la vacuole centrale puie à la ségré- 

gation des constituants du nucléole. En même temps, des formations nucléoplas- 

miques apparaissent dans la zone sous-jacente à l'enveloppe nucléaire. 



R - Nucléole -------- 
. Régression de  l a  vacuole c e n t r a l e  (schéma 2 d )  ................................. 

Aprhs . ~ v o i r  n t t e i n t  une t a i l l e  maximale au 6e jour ,  l a  

vacuole nuc léo la i r e  d i s p a r a î t  rapidement. Corrélativement,  l e  volume du nucléole 

diminue. Son d ia l -d t re  passe de 13 z ' 8~ en 24 heures (PI .  XX, f i g .  8 Il ne 

s u b i r a  pratiquement plus de variat , ions jusqu'&. l a  f i n  de l ' é v o l u t i o n  expérimen- 

t a l e .  

L2 r s p i d i t é  du phénornke n ' a  pas permis d 'en  observer  

t o u s  l e s  s tades ,  b ien  que des f ix? t ions  journal ihres  a i e n t  6 t é  e f fec tuées .  Dès 

l e  7e  jour  de  l 'expérimentat ion,  l a  plupart  des ovocytes renferme un nucléole  

d ' a spec t  compact (p l .  XX, f i g .  83 ) .  La grande vacuole c e n t r a l e  a f a i t  p lace  à 

p lus ieu r s  p e t i t e s  vacuoles ne dépassant  pas 4 ).I de diamètre (PI. XX, f i g .  83 

e t  84) .  

Ces vacuoles de ~ e t i t e  t a i l l e  sont  souvent r e j e t é e s  i 

l a  pér iphér ie  de 1 ' o r g m i t e  (p l .  XX, f ig.  84). Seul  un f i n  cordon de 2000 à 
O 

3000 A sépare l e  contenu v ~ . c u o l a i r e  du nucléoplasme. ~ ' o r g a n i s ~ x t i o n  du ma té r i e l  

f i b r i l l o g r a n u l a i r e  cons t i tuan t  ce cordon é t a n t  extremement lâche (p l .  XX, f i g .  

85) ,  il e s t  poss ib le  que 1s rupture  de c e l u i - c i  s o i t  l e  pnocessus par  l eque l  

l e s  vacuoles l i b è r e n t  l e u r  contenu dans l e  nucléoplasme.  aspect t r è s  granu- 

leux de ce d e r n i e r  pendant ce s t ade  de l ' é v o l u t i o n  expérimentale p ~ r a l t  renfor-  

c e r  c e t t e  hypothèse ( p l .  XX, f i g .  84 e t  85) .  

. Formation de l a  c o i f f e  nuc léo la i r e  (schéma 2 e )  .................................. 
A y & s  10 jours  d 'évolu t ion  i n  v i t r o ,  l e  nucléole est 

cons t i tué  de deux p a r t i e s  de  t a i l l e s  inég?les (p l .  xXI, f i g .  86). Pour f a c i l i -  

t e r  1' exposé, nous enployerons l e  terme de "corps nuclSola i reu  pour q u a l i f i e r  

l a  p a r t i e  de plus grande dimension t a n d i s  que l e  terme de "co i f f e  nuc léo la i r e"  

s e r a  réservé  à l a  zone de p lus  p e t i t e  t a i l l e ,  

Le corps nuc léo la i r e  con t i en t  l e s  deux composants du 

nucléole  : f i b r i l l a i r e  e t  f i b r i l l o  -gmmulaire ( p l .  XXI ,  f i g .  86) .  Le constitue.nt 

f i b r i l l a i r e  forme un réseau dense aux é lec t rons .  Les mai l les  de ce réseau sont  

occupées par  l e  matér ie l  f i b r i l l o - g r m u l a i r e ,  de p lus  f a i b l e  dens i t é  (p l .  XXI,  

f fg .  86 e t  87) .  

La c o i f f e  nuc léo la i r e  s e  développe à l ' u n  des pôles  du 

corps nuc léo la i r e .  E l l e  e s t  uniquement de na ture  f i b r i l l o - g r a n u l a i r e  e t  présente  

de ce f a i t  un aspect  beaucoup p lus  homogbne ( p l .  XXI, f i g ,  86). 



La périphérie des deux pa r t i e s  du nucléole e s t  occupée 

par un 3e  composant disposé en trabécules. Il e s t  forné de granules de 200 à 

250 1 enrobés dans une matrice dense (pl.  XXI, f ig .  86 e t  87). Ce matériel  s e  

fragmente en formations de 500 à. 1000 A qui s e  dispersent  dans l e  nucléoplasme 

(pi. XXI, f ig .  87). 

. Structure  du nucléole ségrégé (schéma 2 f) . ............................. 
Pour des  durées d 'évolution i n  v i t r o  supérieures à 

10 jours, l a  ségrégation en t re  l e s  composants f i b r i l l a i r e  e t  f ib r i l lo -granula i re  

se poursuit par  l a  migration de ce dern ie r  depuis l e  corps nucléolaire vers l a  

co i f f e  nucléolaire,  

Au 20e jour, l a  coif fe  f ib r i l lo -granula i re  possède un 

diamètre près de deux f o i s  supérieur à celui  du corps nucléola i re  (Pl. XXII ,  

f i g .  88). Celui-ci  e s t  a l o r s  essentiellement de nature f i b r i l l a i r e  (pl .  X X I I ,  

f i g .  89 e t  90). Seules quelques plages c l a i r e s  de 0,5 à lp sont encore occu- 

pées par  l e  consti tuant fibrille-granulaire (pl .  XXII, f ig .  88). La couronne 

de matériel  granulaire e s t  souvent plus développée à l a  périphérie du corps 

nucléola i re  que de l a  co i f fe  fibrille-graulaire (pl .  XXII, f ig .  91). 

Une comparaison entre  l e s  f igures  89 e t  91 de l a  Plan- 

che X X I I  permet de constater  que l a  s t ruc ture  des nucléoles ségrégés e s t  constan- 

t e  quel que eckt l e  s tade ovocytaire au moment de l a  levée expdrimentale de 

1 ' inh ib i t ion  homonale (schéma 2) .  

La ségrégation des composants du nucléole que nous 

venons de déc r i r e  d i f f è r e  par ce r ta ins  aspects de la  ségrégation survenant 

pendant l a  phase de maturation na ture l l e  (chapitre 1, Pl. X I ,  f i g ,  47). ~ ' u n e  

par t ,  nous n'avons Jamais obsemé l a  vacuolisat ion n i  l n  fragmentation du nu- 

c l éo l e  au 's~ de l ' 6volut ion expérimentale. D ' au t re  par t ,  l a  ségrégation en- 

t r e  l e  consti tuant f i b r i l l a i r e  e t  l e  matériel  f ib r i l lo -granula i re  n ' e s t  pas 

précédée d'une dégranulation de ce dernier  comme dans l e  cas de l'ovogenèse 

naturel le .  

D - Formations nucléoplasrniques ........................... 
. Vésicules in t ranucléai res  

Chez l e s  ovocytes dont l e  nucléole e s t  en cours de se- 

grégation, l a  zone nucléoplasmique sous-jacente à l 'enveloppe nucléaire renfer-  

me des vésicules in t ranucléai res  (DIFIAINAUT, 1969 b) ,  



Trhs peu nombreuses avant l'amorce du processus de l a  

ségrégation nucléoiâire,  l e u r  nombre devient t r è s  élevé dès l e  début de l a  

formation d-e l a  co i f fe  f ib r i l lo -granu la i re  (p l .  X X I I I ,  f ig .  92) .  A ce stade,  

chaque vésicule possède en gdngral 3 ou 4 granules denses. Par l a  s u i t e ,  l e  

nombre de granules par vésicule augmente mais 1s densi té  du matér ie l  consti-  

tuant  ces granules diminue. Au 20e jour, l e  contenu des vés icules  e s t  d'une 

èens l t é  analogue à ce l l e  du nucléoplasme (p l .  X X I I I ,  f ig .  93).  

. Micronucléoles -------------- 
La zone nucléoplasrnique périphérique présente, en a l -  

ternance avec l e s  vésicules in t ranucléai res ,  des formations de 1 à 2 7  dont l a  

densi té  aux é lect rons  rappel le  c e l l e  du matériel  nucléolaire.  Nous l e u r  avons 

a t t r i bué  l e  t e rne  de micronucléole bien que l e u r  élaboration à p a r t i r  du nu- 

c léole  n ' a i t  pas é t é  observée, Les micronucléoles s e  répar t i s sen t  en deux caté- 

goFies selon l e u r  densi té  plus ou moins élevée (pl .  X X I I I ,  f i g .  94) .  

Les micronucléoles c l a i r s  sont  généralement de forme ......................... 
i r r égu l iè re  e t  fréquemment en re la t ion avec l e s  vésicules in t ranucléai res  . ~ ' e -  

xamen h f o r t  g ross i s s~ment  permet d'observer des granules de 150 A dispersés  

dans un matér ie l  f i b r i l l a i r e  (p l .  XXIII, f ig .  95) . La nature f ib r i l lo -granu la i re  

de ces formations semble identique à c e l l e  de l a  co i f f e  nncléolaire.  

Les micronucléoles denses ont une forme sphérique. Nous ......................... 
me.le3 avons jamais observés en contact avec l e s  vésicules in t ranucléai res .  Ils 

sont  consti tués de f i b r i l l e s  de 50 à 80 A disposées en un feutrage t r è s  dense. 

Ce matériel  e s t  organisé en t rabécules  anastomosés l imi tant  des lacunes de 

500 f i  de largeur.  Les trabécules l e s  plus externes s e  d issocient  dans l e  nu- 

cléoplasme (pl.  X X I I I ,  f ig .  96). 

Ces deux types de formations d i f fb r en t  profondément 

des micronucléoles d é c r i t s  au cours de l a  phase de maturité de l'ovogenèse na- 

t u r e l l e  (Chapitre 1, Pl. X I I I ,  f ig .  52). 



DISCUSSION 

1 - RELATIONS ENTRE LES RESULTATS CYTOCHIMIQUES FT LES OBSERVATIONS AU 

MICROSCOPE ELECTRONIWE 

1 - Nucléole, :wnulaire 

a - Anneau nucléola i re  ------------------ 
La suppression du fac teur  hormonal chez l e s  ovocytes en 

phase de vi te l logenèse  protéique indu i t  L a  formation d'une vacuole dans l a  ré -  

gion centra le  du nucléole. En section,  c e t t e  vacuole donne au nuoléole un as- 

pect annulaire. fo anneau nucléolnire s e  dist ingue de l a  vacuole centra le  par 

s a  teneur  beaucoup plus élevée en ARN e t  en protéines. 

La nature ribonucléoprotéique des const i tuants  de 1 ' an- 

neau nucléola i re  a é t é  démontrée chez d ' au t res  types c e l l u l a i r e s  : ce l l u l e s  

sanguines (SMETANA e t  a l . ,  1966 r BUSCH e t  SDZFTANA, 1970), gonocytes de Rept i l e  

(H~BERT, 1970 a), ovocytes dl~chinoderme (ESPER, 1965). 

Sur notre  matériel ,  l 'observat ion au microscope é l ec t ro -  

nique permet de consta ter  que ce t  anneau basophile e s t  consti tué des composants 
X C  lui 

f i b r i l l a i r e  e t  granulaire rencontrés, au cours de 1 ' ovogenèse na tu re l l e ,  8- 

l e s  nucléoles non vacuolisés. 

Dans l e s  c e l l u l e s  de méristèmes dtAllium (CHOUINARD, 1966) 

e t  l e s  gonocytes de Lacerta (HUBERT, 1970 b) l 'anneau nucléola i re  e s t  consti tué,  

comme dans Iss gvocytes de N. d ive rs ico lo r  en évolution expérimentale, par  des 

plages f i b r i l l a i r e s  dispersées dans l e  composant granulaire.  

b - Vacuole centra le  ---------------- 
Nous avons pu suivre  l e  processus d 'a laborat ion de l a  

vacuole nucléola i re  dans l 'ovocyte de ~ é r é i d i e n .   augmentation du volume de l a  

vacuole r é su l t e  d 'un étirement de l'ensemble du nucléole produisant un amincis- 

sement de 1 ' anneau nucléola i re  . Le contenu vacuolaire (matrice lâchement orga- 

n isée  e t  granules d ispersés)  semble provenir de l a  dispersion du matér ie l  gra- 

nu la i re  consti tuant  l e  brd interne  de l'anneau nucléolaire.  

La présence, dans l a  vacuole, de granules morphologique- 

ment identiques aux granules riboiiucléoprotéiques de l 'anneau a é t é  observée 

dans l e s  gonocytes de Lézard (HUBERT, 1970 b) e t  dans l e s  ce l lu les  de plus ieurs  

espèces végétales (HYDE, 1966 ; CHOUINARD, 1966 ; JOHNSON, 1969 ; ROSE e t  al., 

1972). Par a n t r e ,  l a  zone cen t ra le  c l a i r e  des nucléoles de lymphocytes matures 

(SMFTANA e t  al . ,  1968) e t  d'hépatocytes t r a i t é s  par l ' a f l a t ox ine  BI (TERAo e t  

al . ,  1971) renfermerait des f i b r i l l e s  de chromatine. 



2 - Nucléole ségrégé 

La résorp-tion de l a  vacuole e s t  su iv i e  de l a  ségrégation des 

const i tuants  nucléolaires.  Le nucléole ségrégé e s t  formé de deux par t i e s  qui  s e  

d i f fé renc ien t  par l eu r s  caract&res  cytochimiques e t  u l t ras t ructuraux.  

Le "corps nucléolaire" apparalt  consti tué,  au microscope élec- 

troniquc, d 'un matér2el f i b r i l l a i r e  dense aux électrons.  L'étude cytochimique 

montre q u ' i l  renferme essentiellement de ~ ' A R N  e t  des protéines basiques. 

La "coif fe  nucléolaire",  de s t ruc tu re  fibrille-granulaire, 

semble uniquement composée de protéines.  Parmi cel les-c i ,  1 'étude cytochimique 

a permis de mettre en évidence des f rac t ions  basiques, acides e t  sul fhydr i lées .  

Le nucléole sggrégé de l 'ovocyte de N. d ive rs ico lo r  présente 

l e s  caractères  cytochimiques des  amp phi nucléole^'^ d é c r i t s  chez l e s  ovocytes 

matures d ' inver tébrés  (FAHMY, 1949 ; RAVEN, 1961). Au microscope électronique, 

l a  red i s t r ibu t ion  des composants nucléola i res  observée s u r  no t re  matériel  montre 

des analogies avec l a  ségrégation nucléola i re  survenant dans l e s  ce l lu les  de 

vertébrés au terme de l eu r  d i f fé renc ia t ion  (ADAMSTONE e t  TAYLOR, 1972) ou après 

l ' a c t i o n  d'inhibiteurrmétaboliques (revue dans BERNHARD e t  GRANBOULAN, 1968 ; 
S I W ,  1970 1 , 1 ' i n f ec t  ion v i r a l e  (SIRTORI e t  BOSISIO-BESTETTI, 1967 ; WEISS 

e t  MEYER, 1972) ou l a  contamination par l e s  mycoplasmes (JEZEQUEL e t  a l . ,  1967). 

II - SYNTHESES D ' ARN NUCLEOLAIRE PENDANT L'EVOLUTION MPERIMENTALE 

Du point de vue des synthhses ribonucléiques, l'ovogen6se expérimen- 

t a l e  de N. d ive rs ico lo r  peut ê t r e  d ivisée  en 2 périodes (BERTOUT e t  DHAINAUT, 

1971) : une phzise précoce 2u cours de l aque l le  l e s  synthèses ~ ' A R N  sont t r b s  

intenses e t  une phase tardive  qui  se ca rac té r i se  par un a r r ê t  de l ' incorporat ion 

de l ' u r id ine .  La présente étude met en évidence l ' ex i s tence  d 'un type nucléolai- 

r e  p a r t i c u l i e r  à chacune de ces deux phases : annulaire pendant l a  phase préco- 

ce, ségrégé pendant l a  phase t a rd ive .  Nous envisagerons l a  r e l a t i on  entre  l a  

s t ruc tu re  de l ' o rgan i t e  e t  l e s  synthèses ribonucléiques au cours de ces deux 

Gr iodes  successives. 

1 - Nucléole annulaire 

L '  Tncorporation d 'ur id ine  t r i t i & e ,  à di f fé ren tes  périodes de 

l ' évolut ion ovocytaire en absence d'hormone, a permis de montrer que l e s  syntho- 

ses  ~ ' A R N  s 'e f fectuent  pendant l a  phase précoce de l'ovogenèse expérimentale, 

phase au cours de l aque l le  l e  nucléole présante une s t r uc tu r e  annulaire. De 



plus, l 'emploi  des techniques autoradiographiques e s t  suivie  d'un marquage in- 

brise de 1 ' anneau nucléolaire.  Lc d8veloppement d 'une vacuole nucléola i re  dans 

l 'ovocyte de N. d ivers icolor  coïncide par conséquent avec des synthèses r ibo- 

malé iques  importantes. 

Ce r é su l t a t  concorde avec ceux obtenus dam l e s  neurones de 

ganglions spinaux (PANNESE, 1963) e t  l e s  ce l lu les  de tabac (;~OHNSON, 1969). Par 

contre, dans de nombreux types ce l l u l a i r e s ,  l a  présence de nucléoles annulaires 

e s t  l ' i n d i c e  de synthèses ~ ' A R N  t r è s  rédui tes  ou nul les .  C 'es t  l e  cas des gono- 

cytes de Bepti le  (HUBERT e t  ANDRIVON, 1972), de ce l l u l e s  végétales (ROSE e t  a l . ,  

1972), de ce l l u l e s  sa.iguincs mztures ( S P ~ A I J A  c t  a l . ,  1966 ; POTMESIL e t  SMETANA, 

1969, d-e c e l l u l e s  ayant subi  1 ' action d '  inh ib i t eurs  métaboliques (SMETANA e t  

POTMESIL, 1968 ; POTMESIL e t  SMETANA, 1968 ; TEXAO e t  a l . ,  1971). Selon BUSCH 

e t  SP/LETANA ( 1 9 7 0 ) ~  l a  s t r uc tu r e  annulaire du nucléole e s t  en r e l a t i on  avec l a  

maturation e t  l a  d i f fé renc ia t ion  des c e l l u l e s  e t  pourra i t  r e f l é t e r  une inh ib i -  

t ion révers ib le  des synthèses d ' ARN. 
En présence de r é s u l t a t s  auss i  contradic toi res ,  il semble que 

l a  vacuolisat ion du nuclCole a i t  des s ign i f i ca t ions  diverses se lon l e s  types 

c e l l u l a i r e s .  

Chez N. d ivers icolor ,  l a  vacuole nucléola i re  sub i t  une augmen- 

t a t i o n  de t a i l l e  considérable. Inexis tante  au moment de l a  mise en cul ture  (sup- 

pression du fac teur  hormonal), e l l e  peut a t t e indre  un diamètre de Il? en 6 jours. 

Après avoir  a t t e i n t  une t a i l l e  m~xirnale, l a  vacuole disparaTt rapidement en 1 

ou 2 jours. 

Un t e l  processus de d i l a t a t i o n  puis de contraction des vacuo- 

l e s  nucléola i res  a é t é  s ignalé  chez l e s  ce l lu les  végétales (JOHNBON, 1969 ; 

ROSE e t  a l . ,  1972). Il e s t  vraisenblable que l e  matér ie l  vacuolaire ae trouve 

r e j e t é  à l ' . e x t é r i e u ~  du nucléole bien que nous ne connaissions pas l e s  modali- 

t é s  de ce processus. Selon ROSE e t  a l .  (1972 1, l a  vacuole jouerai t  un r ô l e  dans 

1 'accumulation e t  l e  t r a n s f e r t  hors du nucléole d'un type p a r t i c u l i e r  ~'ARN. 

2 - Nucléole ségrégé 

 étude autoradiographique montre que l a  ségrégation des 

composants nucléola i res  s'accompagne d'un a r r ê t  des synthèses ~ ' A R N .  De ce 

point de vue, l a  phase tardive  de l ' évo lu t ion  expérimentale e s t  comparable à l a  

période de maturation na tu r e l l e ,  En e f f e t ,  pendant ce l le-c i ,  l a  ségrégation nu- 

c lgo la i re  (Chapitre 1) marque l a  f i n  des synthèses ribonucléiques (3"-IAINAUT, 1964) 



Ces r é s u l t a t s  sont  en accord avec l e s  nombreux travaux r e l a -  

t i f s  à l a  ségrégation nucléolaire.  Il ressor t  de l'ensemble de ces études que 

c e t t e  modification de l ' o rgan i sa t ion  du nucléole e s t  l i é e  & une inh ib i t ion  de 

l a  synthèse de ~ ' A R N  (BUSCH e t  SMCTANA, 1970 ; SIMARD, 1970 ; GIMENEZ-MARTIN 

e t  STOCKERT, 1970). Toutefois,dans l e  cas de l a  ségrégation provoquée par des 

antimétaboli tes,  SIMARD e t  BEENHARD (1966) e t  GOLDBLATT e t  a l ,  (1969) ont pré- 

c i sé  que ce phénomène é t a i t  p lutôt  l e  r é su l t a t  d'une a l t é r a t i on  de ~ ' A D N ,  qu'une 

conséquence d i r ec t e  de 1 ' inh ib i t ion  des synthèses d ' A . N .  

III - EFFETS DE LA SUPPRESSION DE L'HORMONE CEREBRALE SUR L'EVOLUTION DU NüCLEOLE 

 a étude de l ' évo lu t ion  du nucléole après suppression expérimentale du 

f ac t eu r  hormonal nous a permis, d'une par t ,  de conf irrner l e s  observations effec- 

tuées  au cours de l'ovogenèse na tu r e l l e  (existence d'une r e l a t i on  é t r o i t e  e n t r e  

l a  s t r uc tu r e  du nucléole e t  l e  taux d'hormone cérébrale) ,  e t  d ' au t re  par t ,  d'ap- 

p o r t e r  des précisions s u r  l e  contrôle hormonal de 1 ' a c t i v i t é  nucléolaire.  

1 - Relations en t re  l ' évo lu t ion  du nucléole e t  l e s  va r ia t ions  

expérimentales du taux hormonal 

La chute b ru ta le  du taux d'hormone provoquée par l a  suppres- 

s i on  expérimentale de l a  source hormonale détermine rapidement des modifications 

de l a  s t r uc tu r e  du nucléole. En dehors dq développement de l a  vacuole cen t ra le  

(vo i r  paragra.phe suivant ), l e s  modifications subies  par c e t  organite sont  compa- 

rables  à ce l l e s  que nous avons observées au cours de l'ovogenèse na tu re l l e ,  l o r s  

du passage du s tade  de vitellogenCse protéique au s tade  d 'é laborat ion des glu- 

cides. 

Pendant l a  période tardive  de 1'ovogenGse expérimentale, on 

a s s i s t e  à l a  ségrégation des const i tuants  nucléolaires.  Un phénomène semblable 

s e  produit au cours de l a  phase de maturité, au terme de l'ovogenèse na tu re l l e .  

Il e s t  in téressant  d e m t e r  que, dans l e s  deux cas, l a  s égdga t i on  nucléola i re  

survient  lorsque l e  taux hormonal e s t  pratiquement nul. 

En conclusion, nous pouvons d i r e  que l e s  var ia t ions  du taux 

hormonal, qu' e l l e s  soient  na tu r e l l e s  ou provoquées expérimentalement, s ' accom- 

pagnent de modifications ca rac té r i s t iques  de l a  s t r uc tu r e  du nucléole, 



2 - Action de l a  suppression expérimentale de l'hormone 

s u r  l e  développement de l a  vacuole nucldolaire 

La modification l a  plus marquante de l a  s t m c t u r e  du nucléole 

après l a  suppression expérimentale de l ' i n h i b i t i o n  hormonale e s t  l a  présence 

d'une vacuole tres développée. Nous avons agalement observé des vacuoles nucléo- 

l a i r e s  dans l e s  ovocytes évoluant dans lfe conditions na tu re l l es  (Chapitre 1). 

Toutefois, ces vacuoles ne prennent jamais un développement impodant. 

Il e s t  possible que l a  suppression brutale du f ac t eu r  hormo- 

n a l  provoque 1 ' amplif icat ion de l a  vacuolisat ion du nucléole, phénomène qui  ne 

prend que des proportions modestes dans l e s  conditions nature l les .   extension 

considérable des vacuoles nucléolaires après l a  levée expérimentale de I ' i n h i b i -  

t i o n  hormonale e s t  vraisemblablement l i é e  à l ' a ccé l é r a t i on  de l'ovogenèse dé- 

montrée dans un t r a v a i l  précédent (BERTOUT e t  DHAINAüT, 1971). 

3 - Le nucléole, organite c i b l e  de l ' a c t i o n  hormonale ? 

L'observation simultanée du nucléole e t  de l ' a p p a r e i l  de 

Golgi, dont on connaTt l e  rô le  important dans l ' é l abora t ion  des réserves ovocy- 

t a i r e s  (DHA'INAUT, 1967, 1968, 1969), nous a permis de constater  que l e s  consé- 

quences de l a  levée expérimentale de l ' i n h i b i t i o n  cérébrale sont  ressen t ies  au 

niveau du nucléole bien w a n t  d ' ê t r e  décelables dans l e  cytoplasme. 

En e f f e t ,  aprgs 3 jours de cu l tu re  organotypique, l e  nucléole 

sub i t  des modifications profondes t e l l e s  que l a  d i spar i t ion  de l ' o rgan i sa t ion  

en trabécules du consti tuant  granulaire e t  l e  développement de l a  vacuole cen- 

t r a l e .  Par contre, ce stade,  l a  s t m c t u r e  des dictyosomes n ' a  pas changé par 

rapport  au moment de l a  mise en culture.  Ce n ' e s t  qu'au 6e jour, a l o r s  que l a  

vacuolisat ion du nucléole a t t e i n t  son apogée, qu ' apparaissent l e s  premiers in-  

d i c e s  d'une nouvelle o r ien ta t ion  de l ' a c t i v i t é  de l ' appa re i l  de Golgi. 

Le contrôle hormonal de l'ovogensse des Nés id i ens  pourra i t  

s ' e f f ec tue r  primitivement au niveau du nucléole. Ce r é s u l t a t  e s t  en accurd avec 

l e s  connaissances ac tue l l es  s u r  l a  régula t ion hormonale des synthèses c a l l u l a i -  

res .  En e f f e t ,  c e t t e  régulat ion s ' e f fec tue ,  dans l a  majorité des cas, au niveau 

de l a  t r ansc r ip t ion  de ~ ' A R N ,  l e s  c i s t rons  ribosomaux é tan t  plus sensibles  à 

1 ' influence hormonale que l e s  aut res  c i s t rons  (TATA, 1970). 

Bien que l e  r ô l e  du nucléole dans l a  synthèse de ~ 'ARN ribo- 

soma1 s o i t  bien é t a b l i ,  peu de travaux ont é t é  consacrés aux modifications su- 

b i e s  par ce t  organite après une st imulation hormonale. Les ra res  études ent re-  



pr ises  dans ce domaine ont é t é  rda l i sées  chez l e s  Vertébrés grâce à des métho- 

des autoradiographiques (LIAO e t  STUMPF, 1968 ; GIRARD e t  JOST, 1970) ou h i s to -  

biométriques (HEINIGER e t  a l . ,  1971). Selon GIRARD e t  JOST (1970), l a  stimula- 

t i o n  par l e  c o r t i s o l  de l a  synthèse du glycogène s ' e f f e c t u e r a i t  par l ' intermé- 

d i a i r e  d'une synthcse accrue ~ ' A R N  nucléolaire.  Cette sti-mulation entra lne  une 

modification de l a  s t ruc tu re  du nucléole des hépatocy-tes (GIRARD e t  a l . ,  1968). 



CHAPITRE III 

ACTION D'INKTBITEGBS MET4EDLIQQUES SUR L'E?TOLWION DU NUCLEOLE 



Chez les ~éréidiens, dss travaux antérieurs ont montré que les modali- 

tés de la régulation de 1 ovogenèse par l'hormone cérébrale sont complexes. En 

effet, l'hormone semble inhiber les synthèses ~'ARN (DURCHON et al., 1965); par 

contre, elle serait nécessaire aux synthèse8 protéiques corrélatives de la vitel- 

logenèse (~RTouT et DHAINAUT, 1971). Le nucléole apparaissant particulièrement 

sensible à l'action hormonale, il était intéressant d'étudier l'évolution de cet 

organite après 1 ' action d ' inhibiteurs de la synthèse de 1 ' ARN (~ctinomycine D) 
et des protéines (~uromycine) et d'établir une comparaison avec 1 ' influence de 
1 'hormone. 

Emploi des inhibiteurs "in vivo" 

L'actinomycine D ou la puromycine, en solution dans 1 'eau de 

mer, ont été injectées à des vers préalablement pesés, Nous avons utilisé des 

doser variant de 10 à 150 g par gramme de poids frais. Y 
Emploi des inhibiteurs "in vitro" 

Les inhibiteurs ont été ajoutés au milieu de culture mis au 

point par DURCHON et SCHALLER (1963) à raison de 10 g/mi dans le cas de l'ac- r 
tinomycine D et de 20 pg/ml dans le cas de la puromycine. Ces concentrations 

représentant les doses maximales qui permettent une survie des explants de 

quelques jours. 

Les cultures ont été effectuées soit sur milieu gélosé, soit 

en milieu liquide selon la technique de CHEN (1954) afin d'assurer une meilleure 

répartition de 1 ' inhibiteur. L' action de 1 'hormone sur les ovocytes est mainte- 
nue en associant des prostomiums aux parapodes. 

Pour l'étude au microscope électronique, des explants sont fi- 

xés apres 24 heures et 3 jours de culture en présence de l'un des inhibiteurs. 

Dans le cas de, l'étude autoradiographique, les associations 

parapode-prostomium@ sont d'abord cultivées pendant 20 heures en présence d'ac- 

tinomycine D ou de puromycine puis repiquées sur un milieu contenant à la fois 

1' inhibiteur et le précurseur tritié (uridine ou leucine) à la concentration de 

2 ~i/ml. Les explants sont fixés après 4 heures et 48 heures d'incorporation IL1 
et soumis aux techniques autoradiographiques. 

Au cours de chaque étude (microscopie électronique, autoradio- 

graphie), des témoins subissent tous les traitements décrits, à l'exclusion de 

1 'action des inhibiteurs. 



RESULTATS 

1 - Incorporation d 'u r id ine  t r i t i é e  en présence d'actinomycine D 

 estimation globale de l a  densi te  des grains d 'argent  chez 

l e s  ovocytes t r a i t é s  e t  chez l e s  témoins ne pe~met  pas de faire appam%?e , 

m e  var ia t ion  sensible  de l a  rad ioac t iv i t é  après 1' act ion de 1' actinomycine D. 

La cinétique de 1 ' incorporation de 1 'ur id ine  t r i t i é e  ne paraTt 

pas modifiée par l ' an t i b io t i que  ; e l l e  semble en t ou t  point semblable à c e l l e  

qui a é t é  déc r i t e  dans l e  chapl t re  1 ( Pl.  III, f i g .  17 e t  18). Aprxs un temps 

court d ' incorporation (4 heures) ,  l a  majori té  du marquage e s t  concentrée au n i -  

veau du nucléole. La rad ioac t iv i t é  augmenta dans l e  cytoplasme après 48 heures. 

Incorporation de leucine t r i t i é e  en présence de puromycine 

La puromycine ne provoque apparemment pas de diminution de 

1 ' incorporation de 1 ' acide aminé par rapport aux ovocytes non t r a i t é s  (chapi t re  

1, Pl. III, f i g .  19 e t  2 0 ) .  Comme chez l e s  témoins, l e  nucléole e s t  l e  s i t e  ce l -  

l u l a i r e  l e  plus radioact i f  après 4 heures d ' incorporation.  Après des temps plus 

longs (48 heures) ,  l e  marquage diminue dans l e  nucléole e t  augmente dans l e  cy- 

toplasme, notamment au niveau des granules v i t e l l i n s .  

ETüDE AU MICROSCOPE ELECTRONIWE 

1 - Action de 1' actinomycine D 

L '  observation au microscope électronique d ' ovocytes ayant su- 

b i  l ' a c t i o n  de l'actinomycine D, i n  vivo ou in  v i t ro ,  ne permet pas de déceler  de 

transformations importantes,aussi bien au niveau du nucléole que des autres 

s t ruc tu res  c e l l u l a i r e s .  

Chez l e s  ovocytes en phase de vi te l logenèse  protéique, l e  nu- 

c léole  e s t  composé, comme chez l e s  ovocytes témoins, d'une zone centra le  f i b r i l -  

l a i r e  e t  d'un cortex granulaire (pl .  XXIV,  f ig .  97). 

D e  même, 1' organisat ion du nucléole des ovocytes en période 

d 'é laborat ion des glucides n ' e s t  pas modifiée par l ' an t i b io t i que  (pl .  XXIV, 

f ig .  98). 



2 - Action de la puromycine 
Contrairement à 1 ' actinomycine, la puromycine provoque des 

modifications sensibles de l'organisation du nucléole alors que les autres si- 

tes cellulaires semblent indemnes de toute altération. 

Chez les ovocytes en période de vitellogenèse, cultivés Pen- 

dant 3 jours en présence de puromycine, les 3 zones nucléolaires, caractéristi- 
ques de ce stade, sont présentes : centre fibrillaire lacunaire, zone fibrillai- 

re homogene, cortex granulaire (pl. XXIV, fig. 99).  o observation plus détaillée 
des constituants nucléolaires permet de déceler les modifications dues à 1 ' ac- 
tion de la puromycine. La zone fibrillaire lacunaire comporte un nombre impor- 

tant de vacuoles dont certaines atteignent une taille de plusieurs microns 

(pl. X X N ,  fig. 99). Au niveau de la zone corticale, la pur9mycine semble en- 

tralner une fragmentation du composant granulaire (pl, XXTV, fig. 99). 



DISCUSSION 

ACTION DE L'ACTINOMYCINE D 

  action inhibitrice de l'actinomycine D sur la synthèse de ~'ARN a 
été étudiée chez de nombreux organismes (revue dans GOLDBERG, 1965). Dans les 

cellules HeLa, PERRY (1963) a montré que 1 ' ARN ribosornal d ' origine nucléolaire 
était le plus sensible à l'action de cet antibiotique. 

En ce qui concerne l'ovogenèse,des études autoradiographiques réali- 

sées chez les Echinodermes (FICQ, 1964 ; GEUSKENS, 1965) et les Amphibiens 

(FICQ, 1964) montrent que 1 ' act inomycine D inhibe 1 ' incorporation des nucléoti- 
des tritiés. Cette inhibition est plus rapide dans les nucléoles que dans les 

autres sites cellulaires (FICQ, 1964 ; GEUSKEN6 1965). 

Chez N. diversicolor, 1 ' incorporation d 'uridine tritiée par les ovo- 
cytes ayant subi l'action de 1' antibiotique varie peu par rapport aux témoins. 

Il semble que le métabolisme ovocytaire ne soit pas modifié par l'actinomycine 

D aux doses (10 g/ml) que nous avons utilisées dans nos expériences. Il ressort, Y 
des études effectuées chez diverses esneces, que les ovocytes constituent un 

type cellulaire dont l'inhibition des synthèses ribonucléiques requiert des do- 

ses relativement élevées d'actinomycine, de l'ordre de 20 à 50 chez les 

Ekhb&mes par exemple (ETC&, 1964 : GEUSKENS, 1965). Or, il n'est pas possible, 

chez N. diversicolor, d'augmenter la concentration de l'inhibiteur au-delà de 

10 rg/lnl, sans iovoquer une mort très rapide des explants. 

L' action de 1 ' actinomycine sur les syntheses nucléolaires s ' accompagne, 
dans les cellules devertéhrés, d'une redistribution des constituants du nucléo- 

le (SCHOEFL, 1964 ) . Cette modification de l'ultrastructure nucléolaire a été 
appelée "ségrégation nucléolaire" par BERNHARD et al. (1965). Chez les Inverté- 

brés, l'action de l'actinomycine sur la structure du nucléole est peu connue. 

Les rares observations effectuées diffèrent de celles qui ont été réalisées 

chez les Vertébrés. Dans les glandes salivaires de larves de Diptères, 1' inhi- 

biteur entraî'ne la dis~arition de la zone granulaire externe qui est remplacée 

par un nouveau constituant de nature fibrillaire (STEVENS, 1964). Dans les ovo- 

cytes dl~stérie, des doses élevées (20 &ml) provoquent une fragmentation du 

cortex granulaire (GEUS~S, 1965 j . P 
Aucune de ces altérations n'a été observée chez N. diversicolor. ~ ' 6 -  

tude au microscope électronique semble confirmer les résultats de l'autoradio- 

graphie, selon lesquels 1 ' activité du nucléole ne serait pas modifiée par 1 'ac- 
tinomycine D aux doses que nous avons utilisées. 



II - ACTION DE LA PUROMYCINE 
La puromycine inhibe la synthèse des.protéines au niveau des polysomes 

(revue dans GOLDBERG, 1965) . D a  nombreuses études consacrées à 1 ' action de cet 
antibiotique sur les synthèses cellulaires, nous ne signalerons que le travail de 

FICQ (1964) consacré à l'ovogen&se de Paracentrotus Uvidus. Chez cette espèce, 

une dose de 50 g/ml réduit de 80 % ll'incorporation le la phénylalanine tritiée 7 
dans les protéines de l'ovocyte. 

Au cours de l'ovogenèse de N. diversicolor, la ~uromycine à une concen- 

tration de 20 pdml ne produit pas de diminution sensible de l'incorporation de 

leucine tritiée. Des doses plus élevéss sont léthales pour les parapodes explan- 

tés. 

L'  observation au microscope électronique, a permis, par contre, d' ob- 

server des modifications de la structure du nucléole. La puromycine provoque une 

vac!lolisation de la zone centrale fibrillaire et une fragmentation du cortex 

granulaire. Les études de l'effet de la puromycine sur l'ultrastructure du nu- 

cléole sont pau nombreuses. DU PRAT (1970) signale une vacuolisation du nucléole 

dans des cellules embryonnaires d18mphibiens ; cette observation 8 cependant 
été effectuée uniquement au microscope photonique. 

Dans l'ovocyte de N. diversicolor, les altérations subies par le nu- 

cléole mis en présence de puromycine sont difficilaà interpréter. En effet, la 

persistance de 1' incorporation d'acides aminés par la cellule jette un doute 

sur la spécificité des effets de cet antibiotique dans le cas de notre matériel. 

En définitive, le mode d'action des inhibiteurs métaboliques sur la 

struct~re et le métabolisme des nucléoles d'ovocytes de Néréidien s'avère très 

délicat à interpréter par suite de la nécessité d'utiliser des doses relative- 

ment élevées qui provoquent une léthalité importante. Il semble que la poursuite 

de cette étude devra s'effectuer en utilisant d'autres antimétabolites (~fka- 

toxine, Bromure d ' éthidium) . 



DISCUSSION GENEFiALE ET CONCLUSION 

î* e * ,! 
~ ' o r ~ a n i s a t i o n  ga&mle-$b nucléole de l 'ovocyte de N. d ive rs ico lo r  

va r ie  au cours des d i f f é r en t s  s tades  de l'ovogenèse. L'étude u l t r a s t r uc tu r a l e  

a é t é  couplée à des invest igat ions  de nature cytochimique e t  autoradiographique 

de façon à é t a b l i r  une r e l a t i on  entre  1 'évolution morphologique e t  1 ' a c t i v i t é  

métabolique du nucléole. 

Pendant l a  période de vitel logenèse protéique, l e  nucléole se  compose 

d'une zone f i b r i l l a i r e  cen t ra le  e t  d'un cortex granula i re  disposé en t rabécules  

anastomosés. Au cours du s tade  suivant (élaboration des glucides) ,  une nouvelle 

organisat ion nucléolaire apparaît .  Le nucléole e s t  a l o r s  const i tué  de plages 

f i b r i l l a i r e s  dispersées parmi un composant de nature f ib r i l logranu la i re .  A l a  

f i n  de son évolution, chez l e s  ovocytes matures, l e  nucléole sub i t  une ségréga- 

t i o n  de ses  const i tuants ,  accompagnée d'un processus de fragmentation du maté- 

r i e l  nucléolaire.  

Ces transformations s t r uc tu r a l e s  du nucléole l o r s  de l a  modification 

des synthkses cytoplasmiques pourraient  ê t r e  l i é e s  au rô le  régulateur joué par  

ce t  organi te  dans l e  t r a n s f e r t  des ARN messagers ve rs  l e  cytoplasme a in s i  que 

l e  suggèrent l e s  travaux de 1 ' école de H m I S  (HARRIS e t  a l . ,  1969 ; S I D ~ O M  

e t  H A ~ I s ,  1969). 

 évolution du nucléole au cours de l'ovogenèse de N. d ivers icolor  e s t  

comparable à ce l l e  observée chez N. pelagica par DHAINAUT (1972). Ches l e s  Né-  

réidiens,  il semble donc ex i s t e r ,  de façon constante, un synchronisme en t re  l e s  

remaniements structuraux du nucléole e t  l ' o r i e n t a t i o n  des synthèses du cytoplas-  

me. Ce processus e s t  vraisemblablement l i é  aux var ia t ions  de l ' a c t i v i t é  endocri- 

ne du cerveau qui surviennent au cours de l'ovogenèse. Ces var ia t ions  ont é t é  

déteminées  avec précision par  DURCHON e t  PORCKET (1970) grâce à un dosage e f -  

fec tué  en cul ture  organotypique. Ces r é s u l t a t s  nous ont permis de f a i r e  corres-  

pondre chaque s tade  de l ' évo lu t ion  nucléolaire à un taux hormonal déterminé. On 

constate, en pa r t i cu l i e r ,  que l e s  remaniements profonds de l a  s t ruc tu re  du nu- 

c léole ,  survenant l o r s  du passage de l a  phase de vi te l logenèse  protéique à l a  

période d 'é laborat ion des glucides,  coïncident avec une baisse t r è s  rapide du 

taux d 'hormone cérébrale. 



Ces r é su l t a t s ,  obtenus au cours de l'ovogenèse na tu re l l e ,  nous ont 

conduit à envisager l ' évo lu t ion  du nucléole dans l e  cas d'une diminution bruta- 

l e  du taux d'hormone, diminution consécutive à l ' ab l a t i on  du cerveau. Dans des 

ovocytes en période de vitel logenèse protéique, dont l e  nucléole e s t  const i tué  

d'un centre f i b r i l l a i r e  e t  d 'un cortex granulaire,  l a  levée de l ' i n h i b i t i o n  

cérébrale entralne rapidement des  modifications de l a  s t ruc tu re  nucléolaire.  

Dès l e  2ème jour de l 'expérimentation, on constate une réorganisat ion 

des consti tuants du nucléole, semblable à c e l l e  qui caractér ise  l e  s tade  l ' é l a -  

boration des glucides (plages f i b r i l l a i r e s  dispersées dans l e  composant f i b r i l -  

b g r a n u l a i r e ) .  De plus,  une vacuole apparaît  au centre  de l ' o rgan i t e  t and i s  que 

l e  matér ie l  ribonucléoprotéique s e  concentre à l a  périphérie. La vacuole prend 

un développement considérable 9 au 6ème jour, e l l e  a t t e i n t  une t a i l l e  de 11 I 

pour un diamgtre nucléola i re  de 12 à l3 p. La s ign i f i c a t i on  du développement de 

vacuoles dans l e  nucléole e s t  actuellement t r è s  discutée.  Dans ce r ta ins  types 

c e l l u l a i r e s ,  l a  vacuolisat ion du nucléole coïncide avec des synthèses ribonu- 

cléiques intenses (JOHNSON, 1969). Dans d '  au t res  cas, l a  vacuolisat ion s e r a i t  

l 'expression d'une inh ib i t ion  des synt lèses  d'ARN (BUSCH e t  SmAPJA, 1970). ' 
Dans l 'ovocyte de N. d ivers icolor ,  l e  développement considérable de l a  vacuol 

3l,; a 
nucléola i re  s'accompagne d'une incorporation intense d 'ur id ine  t r i t i é e .  

 LI;,^ .! i" 
Après avoir  a t t e i n t  une t a i l l e  maximale, l a  vacuole centra le  s e  "l."d 

résorbe e t  l e  nucléole reprend un aspect compact. La phase ultime de l ' évolut ion 

expérimentale e s t  marquée par une ségrégation des const i tuants  f i b r i l l a i r e  e t  

fibriUc+granulaire en deux hémisphères. L'étude autoradiographique montre que 

ce s tade  e s t  ca rac té r i sé  par un a r r ê t  des synthèses ribonucléiques. Cette sé-  

grégation n ' e s t  pas su iv ie ,  contrairement au cas de 1 ' ovogenèse na tu re l l e ,  par 

une fragmentation du matériel  nucléolaire.  

L '  évolution du nucléole en conditinn anhormonale, présente, en plus 

des  remaniements survenant au cours de 1 ' ovogenèse na tu re l l e ,  des caractères  

pa r t i cu l i e r s  t e l s  que l e  développement de l a  vacuole centra le  e t  l 'absence de 

fragmentation f i na l e  du nucléole. Ces pa r t i cu l a r i t é s  peuvent ê t r e  ra t tachées  

à l ' accé lé ra t ion  de l a  rrrofasance ovocytaire, consécutive à l a  levée de l ' i n h i -  

b i t  ion cérébrale. Une étude de 1 ' action d ' inh ib i t eurs  métaboliques, suscept ib les  

de reproduire l e s  e f f e t s  de l'hormone, a é t é  en t repr i se  dans l e  but d 'essayer  

de r e l i e r  l e s  modifications s t ruc tu ra les  du nucléole à des var ia t ions  du méta- 

bolisme ovocytaire. 



En déf in i t ive ,  l ' é tude  du nucléole au cours de l'ovogenèse de N. d i -  

vers icolor  permet de conclure à une s e n s i b i l i t é  t r è s  élevée de ce t  organite 

aux condit ions hormonales. En e f f e t ,  au cours de 1 ' ovogenèse na tu re l l e ,  chaque 

étape de l ' évo lu t ion  n u ~ l é o l a ~ r e  survient  en présence d'un taux hormonal dé te r -  

miné. En outre, dans l e  cas de l'ovogenèse expérimentale, l e s  e f f e t s  de l a  l e -  

vée de 1 ' inh ib i t ion  hormonale sont  ressen t i s  précocement au niveau du nucléole, 

bien avant d ' ê t r e  décelables dans l e  cytoplasme. Ces r é s u l t a t s  s ' in tègren t  donc 

dans l e  cadre des connaissances ac tue l l es  concernant l e  mode d ' ac t ion  des hor- 

mones. En e f f e t ,  il e s t  admis que l a  régula t ion hormonale de 1' a c t i v i t é  ce l lu-  

l a i r e  puisse s ' ef fec tuer  par 1 ' intermédiaire d 'une rnodif i ca t ion  des synthèses 

ribonucléiques (TATA, 1970) . Dans ce processus, 1 ' ~  ribosomal d 'o r ig ine  nucléo 

l a i r e  représentera i t  l e  type dtARJ!J l e  plus sens ib le  à l ' a c t i o n  hormonale (TATA, 

1970 r BUSCH e t  SMETPSA , 1970, pp. 46 e t  499) . 
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PLANCHE 1 

Etude cytochimique du nucléole au cours du s tade  de vitel logenèse protéique. 

Figure 1 - Ovocyte de 60 Mise en évidence de  ARNA NA La zone co r t i c a l e  Y* 
en cro2ssant e s t  plus basophile que l a  région co r t i c a l e  du nu- 

clé3le.  CI3 : croissant  basophile  l leu de to lu id ine  pH 4,2). 

x 2 O00 

Figure 2 - Ovocyte de 80 Mise en évidence de ltARN. 3 zones concentri- r 
ques sont  v i s i b l e s  : anneau c o r t i c a l  (AC) t r è s  basophile, zone 

intermédiaire (ZI) peu colorée, zone centra le  (ZC) basophile. 

 l leu de to lu id ine  pH 4,2). x 2 000 

Figure 3 - Ovocyte de 50 Mise en évidence des protéines basiques après Y* 
hydrolyse des acides nucléiques. La zone intermédiaire (ZI) e s t  

moins colorée ( ~ a s t  green pH 8,l  se lon ALFERT e t  GEsCHWIND) . 
x 2 000 

Figure 4 - Ovocyte de 1 0 0 ~ .  Mise en évidence des protéines basiques sans 

hydrolyse préalable des acides nucléiques. Seule l a  zone i n t e r -  

médiaire (21) e s t  colorée. ( ~ a s t  green pH 8,1). x 2 000 

Figure 5 - Ovocyte de 90 . Mise en évidence de l ' ac idophi l i e  to ta le .  La r 
zone intermédiaire (21) e s t  colorée plus intensément que les  

zones cen t ra le  e t  co r t i c a l e  ( ~ a s t  green pH 2,2). x 900 

Figure 6 - Ovocyte de 9 . Mise en évidence des protéines acides. La to -  Y 
t a l i t é  du nucléole e s t  color& co leu de to lu id ine  pH 9 se lan  

SMETANA e t  BUSCH). x 2 000 

Figure 7 - Ovocyte de 5 0 ~ .  Mise en évidence des protéines sulfhydri lées.  

La zone cen t ra le  (ZC)  e s t  t r è s  colorée 9 l a  colorat ion de l a  

zane intermédiaire (ZI) e s t  moins intense ; c e l l e  du croissant  

périphérique (CP) e s t  t r k s  f a ib le .  ( ~ é a c t i o n  au D.D.D. de 

 BARN^-SELIGMM). x 2 000 

Figure 8 - Ovocyte de 8 0 ~ .  Mise en évidence des protéines sul fhydr i lées ,  

Les zones centra le  e t  intermédiaire sont t r è s  colorées. La cala- 

r a t i on  du croissant  pémhérique (CP) e s t  pratiquement nul le .  

( ~ é a c t i o n  au D.D.D. de BARNMT-SELIGMAN. x 2 000 





PLANCHE II 

Ftude cytochimique du nucléole au cours du s tade  d 'é laborat ion des glucides 

e t  du stade de maturité. 

Figure 9 - Ovocyte de 160~. Mise en évidence de ~ ' A R N .  La colorat ion e s t  

plus intense dans l a  zone centra le  que dans l a  zone périphéri-  

que. Remarquer 1 ' aspect granuleux de l a  zone périphérique. 

 l leu de to lu id ine  pH 4,2). x 2 000 

Figure  10 - Ovocyte de 180 . Mise en évidence de ~ ' A R N .  La zone périphé- P 
r ique  présente des régions absolument incolores. (BI-eu de to -  

lu id ine  pH 4,2). x 2 000 

Figure 11 - Ovocyte de 130 . Mise en évidence des protéines basiques. Y 
L ' i n t ens i t é  de l a  colorat ion e s t  sensiblement identique dans 

l e s  deux zones. ZC i zone centrale.  ZP : zone périphérique. 

( ~ a s t  green pH 8,l selon AFLERT e t  GEsCHWIND). x 2 O00 

Figure 12 - Ovocyte de 140 y. Mise en évidence des protéines acides. La 

réact ion e s t  identique dans l e s  deux zones du nucléole.  l leu 
de to luidine  pH 9 se lon SMFTANA e t  BUSCH). x 2 000 

Figure 13 - Ovocyte de 180 . Mise en évidence des protéines aulfhydri lées.  P 
La colorat ion e s t  légèrement plus f a i b l e  dans l a  zone périphé- 

r ique.  (%action au D.D.D. de BAINEET-SELIGMANN) . x 2 000 

Figure 14 - Ovocyte mature (200 ) . Mise en évidence de l a  basophilie. Le r 
nucléole e s t  composé de deux pa r t i e s  : un hémisphère vacuolisé 

légèrement basophile (HVB) , un hémisphkre homog&ne acidophile 

(HHA).  e est de MANN-DOMINICI). x 900 

Figure 15 - Ovocyte mature (200 ). Mise en évidence des protéines baeiques. r 
La colora t ion e s t  sensiblement identique dans l e s  deux zones. 

HV : hémisphère vacuolisé. HH : hémisphère homogène. ( ~ a s t  green 

pH 8,1 selon ALFERT e t  GEsCHWSITD'). x 2 000 

Figure 16 - Ovocyte mature (200 y).  Mise en évidence des protéines acides. 

La colorat ion e s t  légèrement plus in tense  dans l'hémisphère 

homogène (HH) que dans 1 'hémisphGre vacuolisé (~lr'),   leu de %o.lui- 

d ine  pH 9 se lon  SMETATA e t  BUSCH). x 2 000 
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PLANCHE III 

Etude autoradiographique des synthèses d '  ARN e t  de protéines. 

F i ~ u r e  17 - Ovocyte de 120 p. Incorporation d 'u r id ine  t r i t i é e  pendant 6 
heures. Le marquage e s t  concentré au niveau du nucléole. Seuls 

quelques gra ins  d 'argent  sont  v i s i b l e s  dans l e  nucléoplasme e t  

dans l e  cytoplasme. x 9 00 

Figure 18 - Ovocyte de 120 . Incorporation d 'u r id ine  t r i t i é e  pendant 48 Y e t  
heures. Le marquage du cytoplasme du nucléoplasme a considéra- 

blement augmenté mais ce lu i  du nucléole r e s t e  prépondérant. 

x 900 

Figure 19 - Ovocyte de 90 . Incorporation de leucine t r i t i é e  pendant 6 r 
heures. La rad ioac t iv i t é  e s t  plus élevée dans l e  nucléole que 

dans tous l e s  aut res  s i t e s  c e l l u l a i r e s .  x 2 000 

Figure 20 - Ovocyte de 100 y. Incorporation de leucine t r i t i é e  pendant 24 

heures. Le marquage nucléola i re  a diminué par rapport aux &emps 

cour ts  d ' incorporation.  Le cytoplasme e s t  t r è s  radioact i f ,  no- 

tamment au nkveau de ce r ta ins  granules v i t e l l i n s  ( f lèches) .  

x 2 O00 

Figure 21 - Ovocyte de 100 . Incorporation d 'arginine  t r i t i é e  pendant 3 Y 
heures. Le marquage e s t  nettement plus élevé dans l e  nucléole 

que dans l e  cytoplasme. x 2 000 

Figure 22 - Ovocyte de 100 . Incorporation d 'arginine  t r i t i é e  pendant 5 r 
jours. 1.1 ne subs i s te  que quelques gra ins  d 'argent  au niveau 

du nucléole. Par contre, l e  marquage du cytoplasme a augmenté, 

en p a r t i c u l i e r  au niveau des granules v i t e l l i n s  (flèches). 

x 2 O00 





PLANCHE IV 

Stade de Prévitellogenhse. Début du s tade  de vitel logenbse protéique. 

Figure 23 - Au début du s tade  de prévitel logenèse (ovocyte de 10 ), l e  r 
ntlcléole e s t  une formation de nature  f i b r i l l a i r e  en contact  

avec l a  chromatine marginale (ch) accolée à l 'enveloppe nu- 

c l da i r e  (EN). Des mottes de chromatine sont en r e l a t i on  avec 

l a  périphérie de l ' o ~ g a n i t e  (points  de contact indiqués par 

des t r i ang l e s ) .  Le matériel  nucléola i re  e s t  composé d'une zo- 

ne f i b r i l l a i r e  dense (FD) en posi t ion p é r i ~ h é r i q u e  e t  d'une 

p a r t i e  cen t ra le  plus c l a i r e  (FC), contenant de pe t i t e s  vacuo- 

l e s .  Les extrusions nucléaires sont  nombreuses (f lèche) e t  

semblent confluer en agrégats cytoplasmiques (~g). x 18 500 

Figure 24 - Vue d'erisemble du nucléole au début cb s tade  de vi te l logenèse  

protéique (ovocyte de 30 ) . Zone f i b r i l l a i r e  (ZF) e t  zone Y 
granula i re  en trabécules,  disposée en "coiffe" (ZG) . x 16 000 

Flgure 25 .- Déta i l  de l a  zone f i b r i l b .  i r e  du nucléole de l a  f igure  24. En 

ce r ta ins  points ,  l e  feutrage de f i b r i l l e s  e s t  plus s e r r é  e t  

donne des "amas denses" ( f lèches) .  Y : vacuole. x 66 000 





PLANCHE v 

Début du stade de vitellogenèse protéique. 

Figure 26 - Détail de la zone granulaire du-nucléole de la Fiwre 24. Les 
granules de 150 1 sont enrobés dans une matrice dense et dis- 
posés en trabécules anastomosés, de 1000 1 de largeur. Prdsen- 
ce de granulations nucléoplasmiques (GN) dans le voisinage 

immédiat du nucléole. X 66 000 

Figure 27 - Corps nucléaire ovoïde (CN) dans le nucléoplasme d'un ovocyte 

de 50 r* Nu : nucléole. X 24 000 

Figure 28 - Granulations nucléoplasmiques (GN) regroupées près de 1 ' enve- 
loppe nucléaire (ovocyte de 30 ). Elles sont formées d'&lé- 

granulaiCres f 
ments de 100 A noyés dans une matrice très dense aux électrons. 

Certaines de ces formations sont en rapport (flèche) avec le 

contenu des pores nucléaires (P). Np : nucléoplasme. x 68 000 

Figure 29 - Extrusions nucléaires (EX) au niveau des pores (P) de l'enve- 
loppe nucléaire (ovocyte de 30 ) . Np : nucléoplasme. 
x 68 000 

Y 

Figure 30 - Agrégat cytoplasmique ( A ~ )  entouré de mitochondries (M) dans 
un ovocyte de 30 . x 40 000 r 





PLANCHE VI 

Stade de vitel logenèse protéique. 

Figure 31 - Vue d'ensemble du noyau d'un ovocyte de 70 . Le nucléole e s t  P 
consti tué d'une zone f i b r i l l a i r e  cen t ra le  (ZF) e t  d'une zone 

granulaire en croissant  (ZG) . Le nucléoplasme contient  de 

nombreuses granulat ions (GN) qui s e  regroupent près de l ' en -  

veloppe nucléaire.  x 11 000 

Figure 32 - Vue de d é t a i l  de l a  pa r t i e  encadrée de l a  Figure 31. On obser- 

ve l e s  3 zones nucléola i res  concentriques, ca rac té r i s t iques  

du s tade  de vitel logenèse protéique. A l a  périphérie,  l e  

cortex granula i re  (G) e s t  organisé en trabécules anastomosés. 

En posit ion intermédiaire,  l a  zone f i b r i l l a i r e  homogène (F'H) 

e s t  consti tuée d'un feutrage de f i b r i l l e s .  Au centre,  l a  zone 

f i b r i l l a i r e  lacunalre (a) posshde, en plus des f i b r i l l e s ,  

des granules de t a i l l e s  diverses,  e t  présente de f i ne s  lacu- 

nes. x 20 000 





PLANCHE VI1 

Stade de vitel logenèse protéique. 

Figure 33 - Grossissement élevé de l a  zone f i b r i l l a i r e  homogène (ovocyte 

de 90 ). Les f i b r i l l e s  de 50 1 de diamètre sont nettement P 
vis ib les .  Les f lèches  indiquent des f i b r i l l e s  en sect ion lon- 

gitudinale.  Noter l a  présence d '  "amas densest' consti tués de 

f i b r i l l e s  plus serrées .  x 96 000 

Figure 34 - Grossissement élevé du cortex granulaire (ovocyte de 90 ) f 
montrant des granules de 150 1 ( G r ) .  La dissocia t ion des t r a -  

bécules en fragments de 1000 à 2ûOO 1 ( f lèches)  e s t  t r è s  ln- 

tense. GN : granulations nucléoplasmiques. x 86 000 

Figure 35 - Zone cor t i ca le  d'un ovocyte de 90 p. Remarquer l a  fragmentation 

des trabécules granulaires (G) e t  l a  présence d'une masse 

sphérique ( é to i l e )  qui semble essentiellement de nature f i b r i l -  

l a i r e .  x 42 000 

Figure 36 - Granulations nucléoplasmiques (GN) e t  "masse sphériqueu ( é to i l e )  

à proximité de l'enveloppe nucléaire,  dans un ovocyte de 80 . 
x 37 O00 

r 





PLANCHE VI11 

Fin du stade de vitellogen5se protéique. 

Figure 37 - Nucléole et nucléoplasme d'un ovocyte de 120 , Y 
Composant fibrillaire (F) en position centrale et cortex gra- 

nulaire (G) dont la partie la plus périphérique est encore or- 

ganisée en trabécules en cours de dissociation (flèches), tan- 

dis que la partie la plus interne présente un aspect plus homo- 

gène. 

Un corps nucléaire (CN) est visible dans le nucléoplasme. EN : 

enveloppe nucléaire. x 26 000 

Figure 38 - Granulations nueléoplasmiques près de l'enveloppe nueloaire 
dans un ovocyte de 120 . Dans certaines granulations de gran- Y 
de taille (GN), il est possible de reconnaTtre les éléments 

d'aspect granulaire, d'une taille de 100 1 environ, dejà ob- 
servés dans les ovocytes plus jeunes (PX. V, fia. 28). P : 

pore nucléaire. x 68 000 





PLANCHE I X  

Stade d 'élaboration des elucides 

Figure 39 - Nucléole d'un ovocyte de 140 p. Le composant f i b r i l l a i r e  (F) 

s e  trouve sous forme de plages dispersées (délimitées par des 

f l eches ) .  Le const i tuant  fibrille-granulaire (FG) occupe l a  

p lus  grande pa r t i e  du nucléole. V : vacuole. x 6 000. 

Figure 40 - Nucléole d'un ovocyte de 150 . Les plages f i b r i l l a i r e s  sont I^ 
plus  ou moins regroupées en un anneau (F) . FG : consti tuant  

f ib r i l lo -granu la i re  . x 8 000 

Figure 41 - Déta i l  des deux const i tuants  du nucléole dans un ovocyte de 

140 y. Plage f i b r i l l a i r e  (F) , formée d'un feutrage dense de 

f i b r i l l e s  e t  dont l e  contour s e  perd dans l e  const i tuant  f i -  

b r i l lo -granu la i re  (FG). x 40 000 

Figure 42 - Déta i l  du composant Eibri l lo-granulaire,  const i tué  de granu- 

l e s  de 150 A e t  de f i b r i l l e s  de 50 A.  x 64 000 





PLANCHE X 

Fin du stade d'élaboration des ducides. 

Figure 43 - Nucléole d'un ovocyte de 170 1. Il est formé d'un anneau fibril- 

laire (AF) de forte densité aux électrons, limité intérieurement 

et extérieurement par le constituant fibrille-granulaire (FG). 

 anneau résulte vraisemblablement de la fusion des plages fi- 
brillaires observées au début du b ta de. Ce processus de coales- 

cence se réalise en emprisonnant du matériel fibrillo-granu- 

laire qui forme des zones plus claires (flèche blanche) dans 

1 ' anneau fibrillaire. De petites vacuoles apparaissent au sein 
de ces zones claires (flèche noire). x 15 000 

Figure 44 - Nucléole d'un ovocyte de 180 . Le constituant fibrillaire (F) i^ 
p~6sente la forme d'un disque, en position excentrée, d'ans la 

masse du composant fibrille-granulaire (FG). x 4 500 

Figure 45 - Nucléoplasme d'un ovocyte de 170 y. ON : granulations nucléo- 
plasmiques. On observe une vésicule intranucléatre (VI) prhs 

de 1 'enveloppe nucléaire. x 35 900 

Figure 46 - Région de l'enveloppe nucléaire (EN) d'un ovocyte de 170 . P 
Les vésicules intranucléaires (VI) sont encore peu développées 

P : pore nucléaire. Ex : extrusion nucléaire. x 102 000 





PLANCHE X I  

Stade de maturi té .  

Figure 47 - Le nucléole de l 'ovocyte mature (200 ) e s t  const i tué  de deux Y 
hémisphères de nature f i b r i l l a i r e ,  de densi té  d i f f é r en t e  aux 

é lect rons .  L 'hémisphkre f i b r i l l a i r e  dense (HFD) cont ient  des 

vacuoles (TT1) à contour i r r égu l i e r ,  en communication avec l e  

nucléoplasme. Les vacuoles (v2) de l'hémisphère f i b r i l l a i r e  

c l a i r  (HFC) ne semblent pas en r e l a t i on  avec l e  nucléoplasme. 

x 4 O00 

Figure 48 - Déta i l  de llhémisph&re f ib r iYa i re  dense montrant une vacuole 

(vl) en communication avec l e  nucléoplasme (NP). Le matériel  

f i b r i l l a i r e  consti tuant  c e t  hémisphère s e  fragmente en forma- 

t i o n s  de 0,5 environ ( é t o i l e s ) .  x 22 500 r 
f i b r i l l a  e 

Figure 49 - Structure  du matériel  de l'hémisphère dense. % e s t  consti tué 

d 'un feutrage de f i b r i l l e s  t r è s  se r rées  e t  de granules de 200 

à 300 1 entourés d'un espace c l a i r  ( f lèches) .  Le contenu gra- 

nuleux de 1~ .  vacuole (TT1) semble r é s u l t e r  de l a  dispersion du 

matér ie l  nucléolaire.  x 45 000 





PLANCHE X I I  

Stade de maturi té .  

Figure 50 - Vue de d é t a i l  montrant l a  d i f férence de densi té  en t re  l e  maté- 

r i e l  de l'hémisphère f i b r i l l a i r e  dense (FD) e t  c e lu i  de l 'hé-  

misphère f i b r i l l a i r e  c l a i r  (FC) . V1 : vacuole de l'hémisphère 

f i b r i l l a i r e  dense, à contenu g r anu l e~x .  Np : nucléoplasme. 

x 60 000 

Figure 51 - Vue de d é t a i l  de l 'hémisphère f i b r i l l a i r e  c l a i r .  FC : matér ie l  

f i b r i l l a i e c l a i r  qui pourra i t  r é s u l t e r  de l a  dégranulation du 

consti tuant  f ib r i l lo -granu la i re  ( vo i r  Planche IX) .  V2 : vacuole 

à contenu d i f f u s .  Np : nucléoplasme. x 60 000 





PLANCHE XII1 

Stade maturité. Micronucléoles. 

Figure 52 - Micronucléoles dans le nucléoplasme d'un ovocyte mature. D : 
micronucléoles denses. C : micronulcéole clair. x 45 000 

Figure 53 - Nucléoplasme sous-jacent à l'enveloppe nucléaire dans un ovo- 

cyte mature. On observe de nombreux micronuiv~éoles denses 

(au) dont certains sont accolés (flèches) à des vésicules 

intranucléaires (VI). P : pores nucléaires sectionnés tan- 

gentiellement. x 18 000 

Figure 54 - Région nucléoplasmique voisine de celle de la micrographie 
précédente. Micronucléole clair (m~u) en rela%ion (flèches) 

avec des vésiaules intranucléaires (VI). x 40 000 





PLANCHE XTV 

Etude cytochimique du nucléole au cours de 1 ' ovogen5se expérimentale. 

Figure 55 - Ovocyte d'un diamètre i n f t i a l  de 90 1 après 6 jours de cul ture  
j 

organotypique en absence de cerveau. Mise en évidence de l'm. 
Le nucléole présente une s t r uc tu r e  annulaire. Le matér ie l  baso- 

phi1.e e s t  répart , i  à l a  pér iphér ie  de l ' o rgan i t e  t and i s  qu'une 

vacuole non colorée occupe l a  par t i e  centrale.   l leu de t o l u i -  

d ine  pH 4,2). x 900 

Figure 56 - Ovocyte d'un diamètre i n i t i a l  de 90 après 6 jours de culture.  r 
Mise en évidence des protéines basiques. La vacuole e s t  net te-  

ment moins colorée que 1 'anneau nucléolaire. ( ~ a s t  green pH 8 , l  

se lon ALFERT e t  GESGH~~JIND). x 2 000 

Figures 57 à 62 - Etude rytochimique du nucléole ségrégé. ( o v o c ~ ~ t e s  f ixés  4 
semaines a p r h  l a  décérébration i n  vivo).  

Figure 57 - Ovocyte d'un diam4tre i n i t i a l  de 100 p. Mise en évidence de 
/ 

~ ' A R N .  Ségrégation entre  un hémisphbre vacuolisé basophile (HVB) 

e t  un hémisphhre hornoghe acidophile (HHA'~,    leu de to luidine  

Figures 58 e t  59 - Ovocytes d'un diametre î n t t i a l  de 90 ( f i g .  58) ou de Y 
140 r ( f ig .  59).  Mise en évidence des protéines basiques après 

hydrolyse des acides nucléiques. La colorat ion e s t  plus intense 

au niveau de l'hémisphkre vacuolisé (HV) que de l thémisph&re ho- 

mogène (HH) . ( ~ a s t  green pH 8,1 selon ALFERT e t  GESCHWIND) . x 2000 

Figure 60 - Ovocyte d'un diamf'tre i n i t i a l  de 90 . Mise en évidence des pro- Y 
t é i ne s  basiques sans hydrolyse préalable des acides nucléiques. 

Seul  lthémisph5re homoghe (HH) e s t  coloré. HV : hémisphhre 

vacuolisé. (comparer avec l a  f igure  58). ( ~ a s t  green pH 8, l) .  

x 2 O00 

Figure 61 - Ovocyte d'un diamètre i n i t i a l  de 80y. Mise en évidence des pro- 

t é i ne s  acides. Coloration tr's f a ib l e  au niveau de l'hémisphère 

vacuolisé (HV),  tres in tense  au niveau de l 'hénisphère  homogène 

(HH). Dans l e  nucléoplasme, des formatioris sphériques sont éga- 

lement colorées ( f l èches ) .   l leu de to lu id ine  pH 9 se lon SME!I'ANA 

A e t  BU$CH), x 2 000 

Figure 62 - Ovocyte d'un diametre i n i t i a l  de 70 . Mise en évidence des pro- P 
t é i ne s  sulfhydri lées.  Coloration f a ib l e  au niveau de l'hémisphère 

vacuolisé (HV) tr&s élevée au niveau de l'hémisph&re homogXne (HH). 





Figures 63 à 66 - Etude autoradiographique des synthkses ~ ' A R N  au cours de 

1 ' ovogenkse ex~ér imenta le .  (~ncorpora t ion  d ' u r id ine  t r i t i é e  

pendant 48 heures apr&s des durées var iables  d 'évolution en 

absence de cerveau. Ovocytes d'un diamètre i n i t i a l  de 90. ). Y 
Les ovocytes représentés su r  ces 4 f igures  proviennent d'une 

même s é r i e  expérimerit a le .  

Figure 63 - Incorporation après 10 jours d 'évolution.  Le nucléole possède 

une s t ruc tu re  annulaire.  nu anneau nucléola i re  présente un mar- 

quage intense.  Aucun gra in  d '  argerit n ' e s t  v i s i b l e  au niveau de 

l a  vacuole centrale.  Remarquer l e  marquage élevé du cytoplasme. 

x 900 

Figure 64 - Ovocyte témoin. Radioact iv i té  élevée du nucl6ole. Le marquage 

du cytoplasme e s t  moins important qu ' après 10 jours d ' évolution 

en condition anhormonale (comparer avec l a  f i g .  63). x 900 

Figure 65 - Incorporation après 22 jours d 'évolution. Les deux' hémisphkres, 

basophile (HB) e t  acidophile (HA)> du nucléole ségrégé présentent 

quelques grains d 'argent .  Le marquage des au t res  s i t e s  ce l lu-  

l a i r e s  e s t  pratiquement nul. x 2 000 

Figure 66 - Incorporation aprSs 10 jours d'évolution, f i xa t i on  au 22e jour 

d ' évolution. Marquage t r h s  intense de tous l e s  s i t e s  c e l l u l a i -  

r e s .  La rad ioac t iv i t é  nucléolaire e s t  concentrée au niveau de 

1 'hémisphere acidophile (HA) . Hi3 : hémisphère basophile. x 900 

Figures 67 à 69 - Effe t s  du rétablissement du fac teur  cérébral  au cours de 

1 ' ovogen$se expérimentale (ovocytes d'lin diamxtre i n i t i a l  de 

90 en cu l tu re  organotyplque h 20' C.  Coloration par l e  Bleu 

de to luidine  pH 4,2). Les ovocytes représentés s u r  ces 3 f igu-  

r e s  proviennent d'une même s é r i e  expérimentale. 

Figure 67 - Ovocytes cu l t ivés  pendant 24 jours dont l e s  3 premiers en condi- 

t i o n  anhormonale. Remarquer l a  s t r uc tu r e  annulaire des nucléo- 

l e s .  x 300 

, ,# Bigure 68 - Ovocytes cu l t ivés  pendant 24 jours dont l e s  6 premiers en condi- 
Y 

\-- .., t i o n  anhormonale. Le nucléole a subi  l a  ségrégation de s e s  consti-  

tuants.  x 1 2 0 0  

Figure 69 - Ovocytes cu l t ivés  pendant 6 jours en condition anhominnale. 

Les nucléoles présentent une s t ruc tu re  annulaire,  x 600 





PLANCHE XVI 

Formation du nucléole annulaire. 

Figure 70 - Nucléole d'un ovocyte de 70 apr8s 24 heures de cul ture  or- r 
ganotypique en absence de cerveau. La s t ruc ture  du nucléole 

n ' e s t  pas modifiée. On observe l e s  3 zones concentriques, ca- 

ractér is t iquesdu nucléole de l 'ovocyte en phase de v i t e l l o -  

genèse protéique (vo i r  planche VI) : zone f i b r i l l a i r e  lacunaire 

(FL) , zone f i b r i l l a i r e  homogène (FH) , zone granulaire (G) . 
GN : granulations nucléoplasmiques. EN : enveloppe nucléaire. 

x 12 O00 

Figure 71 - Déta i l  de l a  région co r t i c a l e  du nucléole de l a  f igure  70. 

Remarquer 1' organisation du composant granulaire ( G )  en t r a -  

bécules anastomosés. F'H : zone f i b r i l l a i r e  homogène. X 30 000 

Figure 72 - Nucléole d'un ovocyte de 70 $I après 48 heures de culture.  

Une vacuole (v), d'un diamètre moyen de 2,5 s ' e s t  dévelop- Y' 
pée au centre de l 'organi te .  Les consti tuants f i b r i l l a i r e  e t  

granulaire sont s i t u é s  eu niveau de 1 ' anneau nucléola i re  (ANU) . 
X 20 O00 





PLANCHE XVII 

Stade du nucléole annulaire. 

Figure 73 - Nucléole aprhs 3 jours de culture (ovocyte d'un diametre i n i -  

t i a l  de 60 ). Vacuole (v) de 5 délimitée par l 'anneau nu- r 
c l éo l a i r e  (ANU).  x 6 500 

P 
Figure 74 - Vue de d é t a i l  de l a  pa r t i e  encadrée de l a  f igure  73.  a anneau 

nucléola i re  e s t  const i tué  de plages f i b r i l l a i r e s  (F) d isper-  

sées  dans l e  composant granulaire ( G ) .  La f l èche  indique une 

formation de 1 000 a i ssue  de l a  fragmentation du composant 

granulaire s i t u é  à l a  périphérie de l a  vacuole (v). Np : nu- 

cléoplasme. x 45 000 





PLANCHE XVIII 

Stade du nucléole annulaire. 

Figure 75 - Déta i l  de l a  s t r uc tu r e  du nucl6ole après 3 jours de cu l tu re  

(ovocyte d'un diamètre i n i t i a l  de 80 ).  Le composant granulaire Y 
(G)  s i t u é  à l a  périphérie de l a  vacuole s e  fragmente en forma- 

t i ons  de 1000 à 2000 A (f lkches) . Le contenu vacuolaire (granu- 

l e s  de 150 1 ( ~ r )  e t  matériel  amorphe lâchement organisé) 

semble r é su l t e r  de l a  d issocia t ion de ces formations. F : plage 

f i b r i l l a i r e .  GN : granulat ions nucléoplasrniques provenant v r a i -  

semblablement, comme au cours de 1 ' ovogenhse na tu re l l e ,  de 

l ' évolut ion du matér ie l  granulaire de l a  région cor t i ca le  du 

nucléole. x 58 000 

Figure 76 - Relations nucléocgtoplasmiques dans un ovocyte (diamètre i n i -  

t i a l  de 60 ) aprks 3 jours de culture.  GN : granulations nu- Y 
cléoplasmiques. P : pore de l'enveloppe nucléaire.  Ex : extru- 

s ion nucléaire.  M mitochondrie. X 42 000 

Figure 77 - Appareil de Golgi aprks 3 jours de cu l tu re  (ovocyte d'un dia-  

mètre i n i t i a l  de 60 7 ) .  La s t ruc tu re  du dictyosome e s t  carac- 

t é r i s t i q u e  du s tade  de vitel logenèse protéique. Les véciules 

golgiennes (VG) , par t i c ipen t  à 1 ' accroissement des granules 

v i t e l l i n s ,  sont nombreuses, SG : saccules golgiens. M : mito- 

chondrie. x 49 000 





PLANCHE XIX 

Fin du stade du nucléole annulaire. 

Figure 78 - Nucléole après 6 jours de culture (ovocyte d'un diamètre ini- 
tial de 60 ). Coupe semi-fine colorée par le bleu azur. Le r 
diamhtre de la vacuole (v) atteint 11 p. La largeur de 1 ' an- 
neau nucléolaire (ANU) ne dépasse pas 0,8 ). x 1 800 r 

Figure 79 - Détail de la structure du nucléole de la figure 78 montrant 
le constituant fibrillo-granulaire (FG) au niveau de l'anneau 

nucléolaire. Le contenu de la vacuole (v) continue à être éla- 

boré à partir du matériel de l'anneau nucléolaire (flèches) 

selon le processus déjà observé aprèe 3 jours d'expérimenta- 

tion (PI. XVIII, fig. 75). N? : nucléoplasme. x 42 000 

Figure 80 - Nucléole annulaire dans un ovocyte d'un diamètre initial de 

r , ayant subi une évolution de 18 jours après décérébration 
in vivo. L'organisation du nucléole est semblable à celle qui 

est observée in vitro, V o vacuole. ANu : anneau nucléolaire. 

x 5 O00 

Figure 81 - Vue de détail du nucléole d-e la figure 80,  a anneau nucléolai- 
re est constitué de plages fibrillaires (F) dispersées dans le 

constituant fibrille-granulaire (FG). La vacuole (v) contient 
de nombreuses formations issues de la fragmentation du consti- 

tuant fibrille-granulaire. x 7 500 

Figure 82 - Structure des dictyosomes de l'ovocyte dont provient le nu- 
cléole des figures 80 et 81 (18 jours d'évolution in vivo). 

Les vésicules golgiennes (VG) sont peu nombreuses. SG : saccu- 

les golgiens. M : mitohcondrie. x 27 000 





PLANCHE XX 

Régression de l a  vacuole. 

Figure 83 - Nucléole après 7 jours de cul ture  (ovocyte d'un diamètre i n i -  

t i a l  de 80 ) . Coupe semi-fine colorée par l e  bleu azur. Le r 
nucléole a diminue de t a i l l e  (8 ) e t  a retrouvé un aspect Y 
compact à l a  s u i t e  de l a  d i spar i t ion  de l a  vacuole centrale.  

Seules de pe t i t e s  vacuoles,dlun diamètre moyen de 1 sont  

v i s i b l e s  ( f l h h e s ) .  x 2 500 
Y J  

Figure 84 - Nucléole après 7 jours de cul ture  (ovocyte d'un diamètre i n i -  

t i a l  de 80 ) .  Une vacuole (v) de 4 s e  trouve à l a  périphé- Y f 
r i e  de l ' o rgan i te .  F : consti tuant f i b r i l l a i r e .  FG : consti-  

tuan t  f ibr i l lo-granulai re .  Remarquer 1 ' aspect tris granuaeux 

du nucléoplasme (NP). x 6 000 

Figure 85 - Vue de d é t a i l  de l a  vacuole du nucléole de l a  f igure  84. Le 

contenu de l a  vacuole (v) n ' e s t  séparé du nucléoplasme (NP) 

que par un fin cordon de 2 000 à 3 000 8. Certaines régions de 

ce cordon sont constituées d'un matériel  extrêmement l6che 

(f lèches ) . Le nucléoplasme contient  de nombreuses granulations 

de densi té  variable.  x 28 000 





PLANCHE XXI 

Formation de l a  coi f fe  nucléola i re .  

Figure 86 - Nucléole apr5s 10 jours de cul ture  (ovocyte d'undiamètre i n i -  

t i a l  de 90 ).  Le corps nucléolaire ((3%) comprend un réseau r 
dense aux é lect rons  consti tué de matér ie l  f i b r i l l a i r e , e t  des 

plages plus c l a i r e s  occupées par l e  composant f ibr i l lo-granu-  

l a i r e .  La co i f f e  nucléola i re  (CR) e s t  uniquement de nature  

fibrille-granulaire. Des trabécules de matér ie l  granulaire (TG) 

sont local isées  à l a  périphérie de l ' o rgan i te .  x 16 500 

Figure 87 - Vue de d é t a i l  du nucléole de l a  f igure  86, montrant l a  s t r uc -  

t u r e  des d i f f é r en t s  composants nucléola i res  : composants f i -  

b r i l l a i r e  (F) e t  fibrille-granulaire (FG) du corps nucléolaire,  

co i f fe  fibrille-granulaire (CR) ,  t rabécules  granulaires (TG) 

qui s e  fragmentent en formations de 1000 1 ( f lèche) .  x 42 O00 





PLANCKF: XXII 

Stade du nucléole ségrégé. 

Figure 88 - Nucléole après 20 jours de cul ture  (ovocyte d'un diamètre i n i -  

t i a l  de 90 ) .  Le corps nucléola i re  ( m u )  a diminué de t a i l l e  r 
au p r o f i t  de l a  co i f fe  fibrille-granulaire (CE). Le corps nu- 

c léo la i re  e s t  essentiellement de nature f i b r i l l a i r e .  Quelques 

plages de matér ie l  f ib r i l lo -granu la i re  subsis tent  encore sous 

forme de zones plus c l a i r e s ,  finement vacuolisées. TG : t r abé-  

cules granulaires.  V I  : vésicules in t ranucléai res .  x 13 000 

Figure 89 - Vue de d é t a i l  du nucléole de l a  f igure  89, montrant l e  compo- 

san t  f i b r i l l a i r e  du corps nucléola i re  (CNU), l e  composant f i -  

hr i l lo-granula i re  d@''ln co i f f e  nucléola i re  (CFG" e t  l e s  t r abé-  

cules granulaires (TG) en posit ion périphérique. x 60 000 

Figure 90 - Vue de d é t a i l  du corps nucléolaire montrant l e  consti tuant  

f i b r i l l a i r e  (F) e t  une plage fibrille-granulaire (FG). 

x 34 O00 

Figure 91  - Nucléole ségrégé dans un ovocyte d'un diamétre i n i t i a l  de 140 r9 
On retrouve l e s  d i f f é r en t s  const i tuants  observés chez l e s  ovo- 

cytes plus jeunes RU moment de l a  mise en culture o coif fe  

fibrille-granulaire (CFG), corps nucléola i re  (CNU), trabécules 

granulaires (TG) plus développés à l a  périphérie du corps nu- 

c l éo l a i r e  que de l a  coi f fe  fibrille-granulaire. x 10 000 





PLANCHE XXIII 

Stade du nucléole ségrégé. Micronucléoles et vésicules intranucléaires. 

Figure 92 - Nucléoplasme sous-jacent à l'enveloppe nucléaire après 10 jours 

de culture (ovocyte d'un diamètre initial de 90 ). Les.vési- i" 
cules intranucléaires (VI) sont trés nombreuses, chacune d 'elles 

contient 3 à 4 granules denses. x 6 000 

Figure 93 - Nucléoplasrne sous-jacent à l'enveloppe nucléaire après 20 

jours de culture (ovocyte d'un diamètre initial de 90 ). Le r 
contenu des vésicules est d'une densité analogue à celle du 

nucléoplasrne. x 14 000 

Figure 94 - Micronucléoles dans le nucléoplasme sous-jacent à 1 ' envelop~e 
nucléaire, après 20 jours de oulture (ovocyte d'un diametre 

initial de 90 ). D : micronucléole dense. C : micronucléole Y 
clair. VI : vésicule. intranucléaire. x 35 000 

Figure 95 - Micronucléole clair (mu) en contact avec des vésicules intra- 
nucléaires (VI). La nature fibrille-granulaire de ce type de 

micronucléole est très nette. x 60 000 

Figure 96 - Micronucléole dense frn~u) , constitué d'un matériel fibrillaire 
organisé en trabécules anastomosés, dont les plus externes se 

dissocient dans le nucléoplasme (étoile). VI : vésicule intra- 

nucléaire, x 60 000 





PLANCHE XXIV 

Qo+,ion d ' inhibi teurs  métaboliques s u r  l a  s t ruc ture  du nucléole. 

fT@% ,-i . - 

1-- '  Figure 97 - Structure  du nucléole d'un ovocyte de 80 (stade de v i t e l l o -  
'k~, - ,,Y,.. , . - Y 

. <: genèse protéique) 24 heures après une in jec t ion  d ' act  inomycine 

D i n  vivo (150 &). ~ ' o r ~ a n i s a t i o n  nucléola i re  n ' a  pas évo- Y 
lu6 par rapport à c e l l e  des témoins (vo i r  Pl .  VI, f i g .  31). 

ZF : zone f i b r i l l a i r e .  ZG : zone granulaire.  x 13 000 

Figure 98 - Structure  du nucléole d'un ovocyte de 1 5 0 ~  (stade d'élabora- 

t i o n  des glucides) 24 heures après une in jec t ion  d '  a< 6inomy- 

cine D i n  vivo (150 d g ) .  La s t ruc ture  du nucléole n ' e s t  pas Y 
modifiée par rapport à ce l l e  des témoins (vo i r  P l ,  M, f ig .  40). 

F : consti tuant f i b r i l l a i r e .  FG : consti tuant f ibri l lo-granu- 

l a i r e .  x 18 000 

.gure 99 - Structure  du nucléole d'un ovocyte de 80 maintenu en présen- r 
ce de puromycine (20 d m l )  pendant 3 jours en cul ture  organo- Y 
typique. On retrouve l e s  3 zones caractérist iques du stade de 

vitel logenèse pl otéique : f i b r i l l a i r e  lacunaire (FL) , f i b r i l -  

l a i r e  homogene (FH), granulaire (O). La zone f i b r i l l a i r e  lacu- 

na i re  comporte des vacuoles dont cer ta ines  sont t r è s  dévelop- 

pées (v). Remarquer l a  d i l a t a t i on  des espaces c l a i r s  compris 

entre  l e s  trabécules de l a  zone granulaire qui semble sub i r  

une fragmentation t r è s  intense. x 15 000 






