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HISTORIQUE

Les premi®res expériences sur la différenciation sexuelle chez les
Mollusques(;astéropodes Limacidés et Arionidés cnt été inspirées par 1'action
gonadotrope de stéroides de synthése chez les Vertébrés,

ROSE et HAMON (1939), & la suite d'injection d'une solution huileuse
de benzoate d'oestradiol ou de propionate de testostérone au Limacidé Milax
gagates Draparnaud, avaient conclu a 1'inefficacité des hormones sexuelles de
synthése. BRIDGEFORD et PELLUET (1952) constataient que la synapoidine (mélan-
ge des gonadostimulines antéhypophysaires : IH et FSH) provoquait chez Deroce-

ras reticulatum Muller un accroissement notable du nombre d'ovocytes dans cha-

que acinus et une rapide maturation des cellules germinales males, le tout
accompagné d'une désorganisation de 1'ovotestis et d'anomalies cellulaires. C
Chez Arion rufus Linné, les pastilles d'hormones sexuelles cristallisées (pro-
gestérone, testostérone et osstradiol), insérdes dans la cavité générale par
LAVIOLETTE (1954 b) n'influaient pas sur la gonade.

Si 1'on excepte ces travaux, le probléme du déterminisme endocrine
de 1la différenciation sexuelle chez les limaces a €té abordé tout d'abord par

PELLUET et LANE (1961) et PELLUBT (1964) chez les Arionidés Arion subfuscus

Draparnaud, Arion ater Linné, Milax sp. Apres une expérimentation in vivo,
ils remargEient que 1'ablation des tentacules oculaires provoquait, trois a
huit semaines aprds opération, un accroissement du nombre d'ovoeytes dans la
gonade des Jeunes animaux opérés,

L'injection, & des opérés détentaculds, d'extraits tentaculaires ou
celle d'extrait mixte (Tentacules oculaires - Cerveau) entrafnait un maintien
du nombre normal d'ovocytes et méme une légire augmentation numérique dans le
second cas, en fonction des proportions de cerveau et de tentacules figurant
dans la solution administrée., De plus, des animaux normaux traités par des
broyats de cerveaux présentaient une gonade assez semblable & celle d'indivi-
dus privés de tentacules.

Ces auteurs concluaient & 1'influence d'un systéme neuro-endocrinien
sur le développement de la gonade et donnaient 1'interprétation suivante de
leurs résultats : il existerait deux hormones distinctes intervenant dans la
différenciation sexuelle

- une hormone cérébrale contrdélant la production d'ovocytes,



- une hermone tentaculaire gqui serait inhibitrice de 1'ovogenése,
tout au moins Jjusqu'i la maturité, et stimulatrice de la spermatogendse, ou
régulerait la décharge de 1'hormone cérébrale,

Selon eux, les deux substances seraient produites chez le Jeune mais
ces animaux étant protandres, 1'hormone tentaculaire prédominerait 1'hormone
cérébrale féminisante et empB8cherait la différenciation des ovocytes. Avec la
poussée de maturité sexuelle, 1'hormone cérébrale augmenterait ses potentiali-
tés permettent ainsi le développement des oeufs qui atteignent leur grande
taille caractéristique. Chez 1'adulte, un équilibre s'établirait entre les deux
hormones.

BADINO (1967) reprend chez Arion rufus Draparnaud, par la méthode des
cultures organotypiques, ces expériences réalisées in vivo, Cependant, il n'in-
dique pas & quel stade les explants sont prélevés et de ce fait, ses résultats
sont difficilement interprétables bien qu'il pense confirmer ceux de PELLUET
et LARE.

Plus récemment, GOTTFRIED et DORFMAN (1970) ont effectué des tenta-

culectomies sur des lots d'Ariolimax californicus immatures (stade ou la gonade

ne renferme que des spermatogonies). Ils obtiennent, au bout de sept Jjours, un
développement accéléré des spermatides et 1'apparition de quelques spermatozol-
des. Vingt et un joursaprbs opération, la spermatogendse est achevée, ce qui
normalement ne se produit que chez des animaux trois fois plus 8gés que les
opérés,

Tls en déduisent que le tentacule oculaire est impliqué dans le contrd-
le de la phase mAle de 1l'ovotestis car 1'injection d'homogénats tentaculaires
4 des animaux immatures, chez lesquels une précocité mile avait été induite sept
jours aprds la détentaculation, provogue une inhibition de la spermatogenese.

Ces résultats sont en opposition avec ceux de PELLUET et LANE mais
GOTTFRIED et DORFMAN attribuent ce fait & une différence d'espéce et, & la suite
d'administration de divers stéroides, concluent & propos des "principes tenta-
culaires" : "should they be regarded as gonad stimulators or inhibitors ?".
Pour eux, le tentacule oculaire serait un régulateur du développement de la
gonade.,

L'étude des cellules tentaculaires spéciales présumées neurosécrétri-
ces qui, chez les Gastéropodes, n'existent que chez les Stylommatophores, a
été entreprise par LANB (1962 & 1964) chez divers Pulmonés dont Agriolimax,

Arion et Milax., Elle distingue trois types cellulaires : des cellules en collier




(collar cells) entourant le ganglion digité central et 1'oeil, et deux sortes
de cellules latérales (lateral oval et lateral processed cells), BIERBAUER et
TOROK (1968) retrouvent ces différentes catégories chez plusieurs Stylommato-

phores dont Limax maximus Linné. Selon PELIUET et LANE (1961) et LANE (1962),

les "collar cells" seraient responsables de la fonection endocrine du tentacule.

BIFRBAUER et VIGH-TEICHMANN (1970) tentent d'en réaliser une ¢tude cytochimique.

En microscopie électronique, LANE (1964 b) déerit, chez Helix aspersa

Muller, des corpuscules o et /3 dans le cytoplasme des "collar cells" mais ne
distingue pas les deux types de cellules latérales., ROHLICH ct BIERBAUER (1966)

chez Helicella obvia semblent confirmer la nature neurosécrétrice des cellules

en collier mais les consid®rent comme des cellules neuroscerétrices non typiques
en raison de la taille des granules qu'elles renferment. Quant aux cellules
latérales (nommées ici A et B), ce seraient des cellules glandulaires & sécré-
tion exocrine.

HERLANT-MEEWIS et VAN MOL (1959) décrivent des cellules neurosécré-
trices & activité variable au cours du développement de la gonade dans les

ganglions buccaux d'A. rufus et d'A. subfuscus. PELLUET et LANE (1961) chez

L. maximus, QUATTRINI (1963) chez Milax gagates observent de la neurosécrétion

cérébrale mais seuls VAN MOL (1967) chez A. rufus et SMITH (1967) chez A. ater

signalent une relation entre neurosécrétion et cycle génital,

Selon VAN MOL, les cellules neurosécrétrices, présentes dans les gan-
glions cérébroides des jeunes animaux, ne manifestent une activité intense qu'a
la puberté,

Pour SMITH, la neurosécrétion serait maximum au stade spermatozoide
dans les différents ganglions constituant le cerveau.

L'influence de la photopériode a été étudiée chez D. reticulatum par

HENDERSON et PELLUET (1960) : si 1'exposition & une lumidre d'intensité varia-

ble dix heures par jour provoque une accélération de la maturation des cellules
germinales males, une lumi2re apoliquée dix-huit ou vingt-quatre heures par jour
entrafne la production de spermatides rultinucléées tandis qu'une obscurité
continue aboutit & une augmentation du nombre de cellules nourriciéres,

SMITH (1966), reprenant 1'expérimentation chez A. ater, constate que
sous différentes conditions de température et de luminosité, les animaux pré-
sentent des variations relatives au degré de maturation.

Ces résultats feront 1'objet d'une discussion dans le chapttre consa-

cré 4 ce domaine.



L'ensemble des résultats obtenus par les différents auteurs semble
Hen aboutir & la eondusion que la différencietion sexuelle des Arionidés
est soumise & un déterminisme endocrine ; les tentacules oculaires et le cer-
veau seraient les organes responsables de la production de principes actifs.
Mais, les hypothases retenues sont contradictoires. Elles sont les suivantes

- Le tentacule oculaire émet-il une substance inhibitrice ou stimu-
latrice de la gamétogendse ; agit-il comme un simple régulateur 2

- Le cerveau intervient-il dans la différenciation sexuelle et,

dans 1l'affirmative, est-il actif durant toute la vie de 1l'animal ?

Dans ces conditions nous avons entrepris une ¢tude expérimentale de

la différenciation sexuelle d'Arion subfuscus. Pour tenter de déterminer le

rS8le du tentacule oculaire nous avons pratiqué des résections répétées de cet
organe soit chez le jeune & 1'éclosion, soit chez des animaux plus Agés. De
plus, la possibilité de régénération germinale nous a permis de réaliser une
série expérimentale, comprenant des animaux castrés et des individus détenta-
culéds puis castrés, et d'étudier chez ces opérés 1'état de la gonade nouvel-
lement constituéde,

Orace a4 laméthode des cultures organotypiaques, nous avons cultivé

des gonades d'A., subfuscus et tenté de discerner les rdles respectifs du ten-

tacule oculaire et du cerveau.

ao



MATERTEL ET METHODES

I - MATERIEL

1 - Origine du natériel

Notre expérimentation a porté sur le Mollusque Gastéropode Pul-
moné terrestre appartenant & 1'Ordre des Stylommatophores et au Sous-Ordre des

Sigmurethra, 1'Arionidé A, subfuscus dont Monsieur SAUSSEY, Maltre de Confé-

rence de Biologie Animale & la Faculté des Sciences de Caen, s eu, & plusieurs
reprises, 1'amabilité de nous faire parvenir des lots. La détermination des
espices est réalisdée & 1'aide de la "Faune de France des Mollusques terrestres
et fluviatiles" de L. GERMAIN (1930).

Le cycle reproducteur est annuel : A, subfuscus, espéce & cycle sai-

sonnier, atteint le stade reproductif & une saison précise de 1l'année. Aprdés
1'accouplement, qui est réciproque, chaque partenaire jouant un role mile et

un rble femelle, la ponte a lieu en automme mais A. subfuscus, plus résistant

au froid, est susceptible de donner des pontes plus tardives. Généralement, les
géniteurs meurent apres avoir pondu. De ce fait, en hiver et au printemps, les
populations ne comprennent que des individus infantiles ou juvéniles. Les Jjeu-
nes passent la mauvalse saison enfouis sous les feuilles et achévent leur crois-
sancg dans la nature, au printemps suivant. Les phénoménes d'accouplement et de
ponte ont fait 1l'objet d'une publication de QUATTRINI (1970), relative & M. ga-
gates (Limacidé).

2 - Soins d'élevage - Obtention des pontes

La technique d'élevage employdée est celle de LAVIOLETTE (1954),
LUSTS (1961) et SMITH (1966) & gquelques variantes pres.

Dés 1'éclosion, les jeunes sont transportés dans des bottes de Pétri
garnies de papler filtre humide renocuvelé tous les deux Jjours. Les animaux pré-
férent a la lumigre une demi-obscurité. Quinze jours aprés 1'éclosion ils sont
irtallés dans des bocaux d'un demi-litre.

Dés l'ﬁge de six mois, les individus sont placés par groupes de dix
au maximum dans des aquariums de dix litres. Dans ces conditions, et a une tem-
pérature d'élevage d'environ guinze degrés centigrades, ces animaux poursuivent

leur croissance d'une fagon régulidre si 1'on veille & ce qu'ils soient de moins



en moins nombreux dans chaque récipient au fur et & mesure que leur taille aug-
mente, Il est bien entendu nécessaire que ces derniers soient maintenus dans

un état de propreté constante, ce qui nécessite de fréquents nettoyages (deux
4 trois fois par semaine)., La nourriture (salade, carottes) doit toujours &tre
en quantité suffisante, renouvelde fréguemment et 1'humidité constante chez
opérés et témoins. En effet, ROSENWALD (1927) montre qu'un élevage d'Agriolimax
laevis Linné en milieu humide donne des animaux dont la glande hermaphrodite
est petite et dont les parties femelles se développent les premidres ; par
contre en milieu sec les organes mAles se développent plus vite., De plus,

LUSIS (1966) constate qu'une baisse d'humidité trouble la ratio des gamdtes

miles et femelles d'Arion ater rufus Linné et favorise le développement des

ovocytes. D'autre part, RICHTER (1935) chez Agriolimax agrestis Linné pense

que le régime alimentaire a une influence sur le développement de 1'ovotestis,
la sous-alimentation entrafnant la réduction du nombre d'ovocytes (des indivi-
dus de deux mois ne présentent pas encore d'ovocytes tandis que les témoins
alimentés peuvent déja nondre & cing moig.

L'influence du jefine ou de la sous-alimentation sur la croissance
pondérale des limaces est importante (ABELOOS, 1942 : CHEVALLIFR, 1969 ;
REYGROBELLET, 1970) et ce phénoméne est retrouvé par JOOSSE, BOER et CORNELISSE

(1968) sur le Pulmond Basommatophore Lymnaea stagnalis Linné chez qui la gamé-

togendse se poursuit & une vitesse plus lente et ol le volume de 1'ovotestis

se trouve réduit.

En recueillant des adultes & la fin de 1'été, on peut obtenir des
pontes, Le délal normal entre accouplement et ponte est de quelques semaines,
Le nombre d'oeufs émis varie de trente & cent, un méme animal étant capable de
fournir plusieurs pontes échelonndes.

Les oeufs wecueillis sont disposés dans des boites de Pétri garnies
de papier filtre humide. Leur durée d'incubation dépend surtout des conditions
de température. Ainsi, dans la nature, si les pontes ont été tardives, les
oeufs demeurent en terre duent 1'hiver et éclosent dés le premier adoucissement
de la température. Maintenus en étuve & vingt degrés centigrades, ils éclosent
trente jours environ apres le dépot de la ponte. Dans certains cas, le taux
d'éclosion est réduit ou méme nul, les oeufs amorg¢ant une segmentation qui
s'interrompt au bout de trois & guatre jours. I1 faut parfois laver les oeufs
au cours de 1'ncubation pour les débammsser des moisissures. De plus, des Néma-

todes peuvent détruire des pontes entiéres.



LAVIOLETTE (1954), chez A. rufus, en confrontant le déeeloppement
d'animaux d'élevage et celui d'individus recueillis dans la nature aux diver-
ses dpoques de 1'annéde, a pu noter entre les deux séries des différences rela-
tives & la croissance,

Dans la nature, les Jjeunes A. rufus subissent, au cours de 1'hiver,
une interruption de leur croissance dont n'ont pas a souffrir les animaux d'é-
levage. Ils comblent cependant ce retard au printemps et atteignent la maturi-
té sexuelle (Spermiogendse active dans la gonade) un ou deux mois avant les
animaux d'élevage.

Ce phénom2ne semble se retrouver chez A. subfuscus qul dans nos éle-

vages atteint la maturité en novembre, c'est-d-dire plus tardivement que dans
la nature. I1 v a done 1l& une incidence possible de la captivité sur le déclen-

chement de 1la maturitdé sexuelle.

IT - TECHNIQUES

1 - Anesthésie

Pour provoguer l'extension des animaux, nous immergeons 1'animal

dans une solution diluée d'acide nitrique et de formol (HpO : 1000, NOz H : 2,
HCHO 40 % : 3) selon la technique préconisée par LAVIOLEITE (1954),

Une bonne anesthésie est difficile & réaliser chez les Arionidés
dtant donné 1'irritsbilité des muscles de la paroi du corps.

De nombreux anesthésiques ont été employés chez les Invertébrés
(KAPLAN, 1969). Une liste relative & ceux utilisés chez les Gastéropodes a été
établie par RUNHAM, ISARANKURA et SMITH (1965).

L'emploi du phenoxetol de propyléne, testé par ces derniers auteurs
chez A. ater a montré, aprds des opérationsvarides, un taux de survie de 8 a
50 %. Aprds anesthésie par le chlorure de magnésium et sans opérations, chez

A. ater, H. aspersa et Achatina fulica Ferrussac la récupération est trés va-

riable (23 & 92 %). Cependant, le chlorure de magnésium permet difficilement
une extension complite des tentacules, ce gqui est incompatible avec le prélive-
ment de ces derniers,

Prur notre part, nous avons tout d'abord utilisé une technique déri-
vée de celles employdes par JOOSSE et LEVER (1959 b) puis LEVER, JAGER et WES-

TERVELD (1964) chez L, stagnalis : immersion dans une solution agueuse & 0,2 %

de Nembuthal (Abbo®t) pendant vingt minutes & une heure, puis transfert dans

une solution aqueuse de MS 222 (8andoz) & 0,2 % pendant une durde dquivalente.



Cette méthode présentant 1'inconvénient d'8tre tris longue, nous 1'avons aban-
donnée et remplacée par l'utilisation d'anhydride carbonique pendant cing &
quinze minutes, selon la taille des animaux, procédé préconisé par HENDERSON
(1969) et mis au voint par BAILEY (1969). Dans ce cas, les animaux récuperent
assez vite et on cobtient 100 % de survie., Cette technique se révdle donc &tre
la plus pratique aussi bien pour les opérations que pour les préléavements d'or-
genes ; cependant, elle ne permet pas les interventions sur la région cdéphali-
que des limaces. En effet, le contact des pinces provoque assez rapidement une
rétraction de 1la téte.

Prur d'éventuelles opérations ultérieures relatives & cette région,
i1 conviendra de trouver un anesthésique adéquat. En effet, si 1'urdéthane agit
utilement chez Australorbis (MICHELSON 58) il est inefficace chez les lima-
ces et chez L. stagnalis RUNHAM, TSARANKURA et SMITH, 1965). De plus, 1'injec-
tion de Ringer saturé d'éther, réalisée par RIPPLINGER et JOLY (1968), efficace

pour des interventions sur la région céphalo-pédieuse d'Helix pomatia Linné,

ne 1l'est pas chez H. aspersa (RUNHAM, ISARANKURA et SMITH, 1965) ol elle provo-

que une rétraction accompagndée d'un important rejet de mucus. Donc, seul le
phenoxetol de propyl®ne permet une bonne extension de la t8te mais, comme nous
1'avons vu, le taux de survie aprds opération est faible.

Le préldvement des organes s'effectue sur 1'animal immergé dans une
solution physiologique pour Pulmonés : la solution de CHIARANDINI (1964) ou de
ROACH (1963).

2 - Histologie
L'examen, en microscopie photonique, a porté sur la gonade, la
glande de l'albuminey le cerveau et les tentacules oculaires d'animaux d'ﬁges
variés.

Les trds jeunes animaux, les gonades et les glandes de 1'albumine
sont fixés au Bouin Hollande avec ancide acétique, avec un temps de fixation
trés court pour les glandes de 1'albumine adultes qui présentent une forte
tendance au durcissement ; les complexes tentacules-cerveau au Bouin-Hollande
sans acide acétique pour faciliter la coloration selon le procédé de CLARK
(1965) .

Apr®s inclusion dans la paraffine & 56° C, les coupes réalisées sont
sérides et d'une ¢paisseur de 6 u.

Les colorations topographiques les plus couramment employées sont

les suivantes



- Triple coloration de Prenant (Trioxyhématéine ferrique-éamine-
Vert lumidre)

~ Hémalun-dosine

- Azan

Pour la neurosécrétion, la méthode de Clark (1955) est utilisée,

La détection du galactogdne est réalisée selon les critéres histo-

chimiques définis par GRAINGER (1952).

3 - Comptages
Les comptages relatifs aux différents types cellulaires sont
effectuds pour les calculs de densité selon la méthode préconisée par KUHLMANN
et NOLTE (1967) chez H. pomatia et reprise par GUYARD (1971) chez H. aspersa.

L'expression de la densité varie en fonction de la catégorie cellu-
laire.

Ta densité des cellules miles Dm est définie par le rapport entre le
nombre de cellules N contenues dans un acinus et la surface S de ce dernier
exprimée en cm? au grossissement 25 et calculée a 1l'aide d'un planimdtre
(NOURTTER, 1971)

Dm =

=z

La densité des ovocytes représente le nombre N de cellules rapporté
a4 la longueur basale I exprimée en centimdtres (périmdtre de chaque section
acinaire assimilée & un cercle) multipliée par le nombre de coupes x passant
par chaque ovocyte

N
= T ( = ——e e
Do T (avec L = )
La densité totale Dt pour chaque catégorie cellulaire est exprimée
par la moyenne arithmétique de 100 comptages (100 acini par gonade)

=ZD
100

Le nombre total N d'ovoeytes contenus dans la glande hermaphrodite

est obtenu gréce & la formule de LUSIS (1961, 1966) utilisée sur A. ater rufus L.

Dt =

N=nYx t/f

On compte le nombre total Y d'ovocytes contenus dans chaque section
toutes les n coupes, mais ce nombre ne sera pas le nombre véritable étant donné
gue certains ovocytes seront comptés plusieurs fois, il v a donc lieu d'effec-
tuer une correction faisant intervenir 1'épaisseur des coupes en u (t) et le

diamétre ovocytaire moyen &
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Nos comptages ont utilisé n = 10 et t = 6 pour les gonades jeunes olu
par conséquent N = 10 Y x 6/4.
Le diamdtre ovocytaire moyen @ est calculé & partir de la formule de

LUSIS (1961, 1966) ob S donne la surface moyenne de section d'un ovocyte
""2\/ 27
Le diamétre moyen est obtenu en prenant dix ovocytes ou plus par

glande, ceci au hasard, en tracant leurs surfaces, et en les mesurant a 1'aide

d'un planimdtre, le tout étant réalisé au grossissement 25.
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PREMIERE PARTTE

LA GONADE
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CHAPITRE T

DEVELOPPEMENT DE LA GONADE

1 - Origine

Chez les Pulmonés, deux théories s'opposent quant & la formation
de 1'appareil reproducteur, la théorie dualiste et celle de 1'ébauche unique.

Des études entreprises par HEYDER (1909) et PABST (1914) sur Arion
empiricorum Ferrussac plaident en faveur de la premi2re hypothése alors que
celles de LAVIOLETTE (1954) chez A. rufus L. sont pour la seconde.

La théorie dualiste implique que la gonade soit d'origine mésodermi-
que et les voies génitales ectodermiques tandis que celle de 1'ébauche unique
admet que la gonade elle-méme soit ectodermique.

Comme le signale MARTOJA (1964), "il faudrait connaitre tres exacte-
ment les lignées cellulaires issues du microm2re 4d pour infirmer ou confirmer

1'origine mésodermique de la gonade et de 14, opter entre les deux théories."

2 - Situation et aspect

0o1Tmm

(4

-

Fig. 1 - Aspects de la gonade & 10 jours (a) et & 2 mois (b)-
G : gonade

AG : artire génitale



A 1'éclosion et tout au long du premier mois, la gonade est formée
de plusieurs groupes de cellules toujours + disposés le long de la paroi
de 1'artére génitale ( Fig. 1 - P1l., I, fig, a).

Vers 1'Age de un mois en moyenne, ces amas cellulaires apparaissent
comme des gonflements rinuscules et transparents sur la paroi externe de 1'ar-
tére génitale. Ces ébauches, séparées, s'accroissent et & 1'dge de trois mois,
la glande hermaphrodite poss®de la forme bilobée caractéristique de 1'adulte.

A maturité sexuelle, la gonade, située au contact du cul de sac sto-
macal, recouverte par les lobes du foie et traversée par 1'artdre génitale,
peut atteindre un centimétre.

L'ovotestis se subdivise en acini que réunit une enveloppe conjonc-
tive externe.

Au moment de 1'émission des produits sexuels, spermatozoides et ovu-

les empruntent tour & tour le canal hermaphrodite.

3 - Croissance
On retrouve chez A. subfuscus les observations faites par
ABELOOS (1944) et LUSIS sur A, ater (1961).

La glande hermaphrodite, généralement impondérable pendant la phase

infantile, s'accroit pendant la phase juvénile, atteint son développement maxi-

mum vers dix & onze mois puis décroit quand les spermatozoides sont déchargés.



CHAPITRE IIT

ETUDE DU CYCLE GENITAL D'A. SUBFUSCUS :

RESULTATS PERSONNELS RELATIFS A LA GAMETOGENESE

T - INTRODUCTION

La gonade d'A, subfuscus se présente sous la forme d'une glande en

grappe dont *ous les acini sont hermaphrodites, ce qui est général chez les
Pulmonés,

Outre une enveloppe conjonctive externe, elle comporte un épithélium
germinatif pariétal dont dérivent les cellules germinales.

Les éléments de la lignée mAle sont libérés dans la lumidre de 1'aci-
nus. Les jeunes ovocytes évoluent sur place et leur apparition est toujours

plus tardive que celle des spermatogonies,

1T - DIFBERENTS STADES HISTOLOGIQUES

Le cycle génital d'A, subfuscus peut se subdiviser en six stades

proches de ceux décrits par LUSIS (1961) et SMITH (1966) chez A, ater.

1 - Stade 1 = Stade Immature

D'une durée moyenne d'un mois, ce stade, & la suite d'observations
en microscopie optique, est qualifié de mdle par SMITH et IUSIS. En effet, les
acini, petits et nombreux sont remplis de cellules de type apparemment sembla-
ble et assimilées chez les Arionidés A& des spermatogonies (Pl. I, fig. a).

Une étude ultrastructurale en cours tentera de démontrer s'il

existe & ce stade des cellules indifférencides ou méme des cvogonies.

Depuis les travaux d'ANCEL (190%), de nombreux auteurs ont étudié
1'évolution des noyaux de 1'épithélium germinatif en noyaux de cellules germi-
nales. Les transformations sont, avant tout, caractérisées par une augmentation

de taille corrélative d'une régularisation de la forme.

L'épithélium germinatif d'A, subfuscus se compose de cellules & noyaux
d'environ 6 u. Les spermatogonies présentent au contraire des noyaux bien ronds,
dont le diamdtre atteint en moyenne 8 n (Pl, I, fig. a). Cette évolution de la
forme s'accompagne d'une transformation trds sensible de la chromatine. Abon-

dante et uniformément répartie en grains grossiers dans les noyaux épithéliaux,
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elle semble se raréfier au cours de 1'évolution spermatogoniale. Les amas chro-
matiniens deviennent, en définitive, périphériques, Le centre du noyau, prati-
quement libre de chromatine, montre alors le plus souvent un et parfois deux

nucléoles trds nets. Ce méme noyau est entouré d'une fine couche cytoplasmique.

Ce stade correspond & ce que ABELOOS (1944) appelle phase infantile,

2 - Stade 2 = Stade d'apparition des ovocytes ou Phase Jjuvénile

a) La lignée femelle

L'apparition de la lignée femelle, encore indistincte pendant
le stade infantile, marque 1'avénement de cette phase nommée juvénile par
ABELOOS (1944), A partir de ce stade, il y a hermaphrodisme vrai avec présence
d'acini mixtes. De jeunes ovocytes, au début de leur phase de croissance (15
a4 50 1 de diamdtre), sont reconnaissables parmi les autres gonocytes grice a
leur vésicule germinative (Pl, I, fig. b).

Vers 1'8ge de cing mois, on peut observer d'assez nombreux

" stades de préméiose ovocytaire, premire étape de la différenciation de la
lignée femelle.

Selon AUBRY (1962), chez L. stagnalis et Helix, les éléments

femelles auraient, en microscopie optique, deés le début, une valeur d'ovocyte
car ils ne se divisent Jamais et entrent directement en accrolssement.

D'aprés nos observations, en microscopie photonique, ces ovo-
cytes semblent provenir de 1'évolution de cellules & noyaux présentant un dia-
metre plus grand (10 p) qui sont en nombre trds réduit dans la totalité de la
glande (Pl. I, fig. c).

Depuis BRACHET (193%), le comportement de 1'ARN au cours de
la gamétogendse a été étudié chez de nombreuses esp2ces animales, On peut consi-
dérer que la teneur en ARN décroft au fur et & mesure gque se poursult la ga-

métogendse. A. subfuscus ne fait pas exception & la régle., Dans la gonade Jeune,

les ovocytes au début de leur croissance manifestent une basophilie importante,
révélatrice d'une teneur élevée en ARN. Cette observation est retrouvée par

COWDEN (1962) & 1la suite d'études cytochimiques chez D. reticulatum et Arion.

T1 faut signaler que de nombreux ovocytes de ce stade n'attei-
gnent jamais la maturité mais, au contraire, dégénsrent, ce qui se traduit par
des changements dans leur aspect cytologique, a savoir une réaction plus sombre
4 la coloration, un cytoplasme vacuolisé (Pl. I, fig. d) et, finalement un

noyau pycnotique.
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b) La lignée mile

A 1l'inverse de ce qui se passe pour lalignée femelle ol la
multiplication goniale est absente ou tres réduite, la lignée spermatogénéti-
que débute par une intense multiplication des spermatogonies.

Cette phase se prolonge plusieurs mois durant, tandis que la
glande croft et se subdivise en acini, Jjusqu'au moment ol les éléments miles

entrent a leur tour en maturation.

2> - Stade % = Stade Spermatocytes - Spermatides

a) La lignée femelle

Quelgues ovocytes dégénérescents sont entourés par des cellu-
les germinales males en développement. Cependant, tous lesovocytes ne dégéné-
rent pas, de trés nombreux survivent et continuent leur croissance qui s'ach®-
vera au stade femelle, ce qui se traduit par une augmentation de leur diamdtre

(60 p maximum 2 ce stade).

b) La lignée mAle

On observe les événements nucléaires de la préméiose des sper-
matocytes, rapidement suivie par les deux divisions de maturation.

Les spermatocytes I sont fréguemment déerits en groupes régu-
liers assemblés radialement autour d'une cellule nourricire et présentent un
gros noyau (Pl. II, fig.a ).

Selon WATTS (1952), le passage du spermatocyte I au spermato-
gte IT est trés rapide et ne peut &tre décrit,

Le spermatocyte IT, qui résulte de la premi2re division de
maturation, diffzre du spermatocyte I par son noyau plus petit,

En fin de stade 3, on reldve de petits groupes de spermatocy-
tes donnant naissance aux spermatides par méiose,

La jeune spermatide est ovale, & noyau sphérique situé & 1'ex-
trémité qui deviendra la région antérieure du ampermatozoide.

Binalement, les spermatides se trouvent disposées en bouquet

autour d'une cellule nourrici®re ou sur les parois de 1'acinus (Pl. II, fig.a).
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4 - Stade 4 = Stade Mature

a) La lignée femelle

Les ovocytes sont assez gros (25 & 100 u) et faiblement colo-
rables (Pl., TI, fig. ¢). D'assez nombreux sont en fin de croissance puisque

1'ovoeyte mature présente un diamétre moyen de 110 .

b) La lignée mile

Cette phase, marquée par la présence de spermatozoides (P1, IT,
figbe,f) est dquivalente de la phase de maturité (ABELOOS, 1944).

En début de stade, quelques spermatocytes sont encore présents,
les spermatides prédominent mais on trouve quelques faisceaux de spermatozoides
attachés & des cellules nourricidres (Pl. II, fig., b). Les gamdtes mdles peu-
vent parfois €tre disposés autour d'un ovocyte dégénérescent (PL. II, fig, d),
observation retrouvée par LUSTS chez A, ater (1961).

En fin de stade, quelques groupes de spermatides subsistent
mals les spermatozoides sont en majorité et vont commencer & 8tre libérés dans

le canal hermaphrodite.

5 -~ Stade 5 = Stade femelle aprés décharge des spermatozoides

Ce stade se termine généralement par la mort de 1'animal et dure

environ un mois.

a) La lignée femelle

Les ovoceytes ont achevé leur croissance et sont a présent ma-
tures, présentant un diamétre d'environ 110 np. Leur cytoplasme est rempli de
vitellus et une membrane primaire ou vitelline les entoure (Pl. IIT, figz. a,b,c).
Tls sont alors préts & quitter la glande hermaphrodite,

L'évolution de 1'oeuf dans le canal hermaphrodite n'a pas été
suivie, & ce niveau a lieu la méiose et 1'émission des globules polaires
(RAVEN et Coll, 1958) ; nous nous sommes intéressés uniquement aux transforma-

tions que subit 1'ovocyte dans 1'ovotestis.

b) La lignde mile

Dans un premier temps, quelques rares spermatozoides, non éva-
cués, sont encore présents (Pl, III, fig. 2). AUBRY a fait la méme observation
chez L. stagnalis (1954 ¢). En fin de stade, la lignée mile n'est plus repré-’

sentée (P1, III, fig. b et c).
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¢) Les cellules nourricidres

Tandis que ce stade se termine, les cellules nourricigres,
dont le cytoplasme devient granuleux, s'étendent comme des languettes dans la
lumitre de 1l'acinus et parfois le remplissent compldtement (P1l, ITI, fig. c) ;
on a alors une atrophie partielle de la gonade qui précddera 1'atrophie complite,
Ces cellules nourricizres hypertrophiées ont perdu leur fonc-

tion normale : support et nutrition des gambtes mAles (LUSIS, 1961).

6 - Stade 6 = Stade Atrophie compléte de la gonade

Aprds libération des ovocytes (ponte), toutes les cellules nour-
ricidres s'hypertrophient et les lumitres des acini sont ainsi oblitérées, Au-
cun gamdte n'est présent (Pl, ITII, fig. d).

Cette atrophic de la gonade est définitive, il n'y aura pas

restauration de 1'épithélium germinatif.

IIT - NOTION D'HERMAPHRODISME

1 - Définition de 1'hermaphrodisme chez les Mollusques Gastéropodes

L'hermaphrodisme est une caractéristique générale des Gastéropo-
des Pulmonés.

PELSENEER (1894) considére comme hermaphrodites les Mollusques
qui présentent en méme temps les gamdtes males et femelles.,

A la suite des travaux de COE (1945), on peut admettre comme her-
maphrodite tout individu présentant des cellules germinales de chacun des deux
sexes mlrissant dans une méme période ou dans des périodes successives de son
cycle vital,

BACCTI (1951 b), afin de regrouper tous les cas d'hermaphrodisme
inclus dans cette définition, propose la classification suivante ou il distin-
gue deux types d'hermaphrodites

- Les hermaphrodites simultands, caractérisés par la maturation syn-
chrone de leuredeux sortes de gametes,
- Les hermaphrodites successifs, pouvant présenter deux cas

% les cas de maturation asynchrone ol les gonocytes males et fe-

pelles coexistent mais ne miirissent pas simultanément,

% les cas de maturation distincte ol phase mile et phase femelle

sont bien séparées dans le temps,
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2 - Caractéristiques de 1'hermaphrodisme chez A, subfuscus

La croissance des ovocytes se poursuivant durant toute la sper-
matogendse, la gonade présente, selon la classification de COE (1945), un
hermaphrodisme fonctionnel (puisque gamdtes mBles et femelles mlrissent au
cours de la méme période) avec toutefois protandrie.

Cependant, il faut bien souligner que s'il y a bien chez A, sub-
fuscus hermaphrodisme protandrique cela ne veut pas dire que la spermatogenase
s'effectue avant 1'ovogendse mais que les spermatozoides sont miirs avant les
ovocytes.

A, subfuscus se range donc parmi les hermaphrodites successifs

4 maturation asynchrone selon BACCI (1951 b).
A ce sujet, il faut noter que la protandrie n'est pas une régle
générale chez les Pulmonés. ZANNINI (1960) constate que les ovogonies apparais-

sent avant les spermatogonies dans la gonade d'Helix cincta Muller,

L'existence de deux catégories de gonocytes dans la gonade pose
alors deux problémes :

1°/ La cellule indifférericide donne-t-elle naissance aux deux
types cellulaires mile et femelle ou alors spermatogonies et ovogonies sont-
elles issues de deux catégories cellulaires d'aspect différent 2

Pour résoudre ce probldime, unc fixation en microscopie électro-
nique s'impose pour constater si, durant les stades allant de 1'éclosion & la
fin de la phase infantile, on décdle la présence d'un ou de plusieurs types
cellulaires susceptibles d'évoluer dans le sens mAle ou femelle.

2°/ Quels sont les facteurs contrblant la différenciation sexuel-

1 2 . s . . o o 74 s
le ? L expérimentation in vivo et in vitro, relative aua complexe céphalique

tentera d'amener des éléments de réponse.



DISCUSSICON

Le probléme de 1'origine des deux lignées mile et femelle n'est pas
résolu, ANCEL (1903%) chez H., pomatia pense qu'elle est la méme pour les gono-
cytes mAles et femclles, Dans la glande génitale de 1l'escargot, la cellule
sexuelle serait, pendant un certain temps, indifférencide et se trouverait,

& ce moment, susceptible d'évoluer dans le sens mAle ou dans le sens femelle,
La présence d'éléments nourriciers dans son voisinage 1l'orientant dans le sens
femelle,

Pour GUYARD (1971), 1l'étude ultrastructurale chez H. aspersa ne dis-
tingue qu'une seule catégorie cellulaire dans l'épithékium germinatif, "les fu-
turs gamétes procident donc des mfmes cellules morphologiquement indifférencides)

GALANGAU (1969), en microsocopie électronique, constate chez M. gagates
que la gonie de premidre génération est située contre 1la paroi de 1'acinus.
C'est une cellule de 15 p % gros noyau contenant des amas de chromatine épars.
Cependant, dans la morphologie des gonies primitives, cet auteur n'a pu obser-
ver aucune différence ultrastructurale permettant de dire gque les unes donne-
ront naissance & la lignée mi3le, les autres & la lignée femelle.

Seule une étude ultrastructurale, en cours, permettra d'élucider ce
probleme chez les Arionidés,

D'avr®ts les observations en microscopie thotonique, de nombreux au-
teurs pensent que ,chez les Pulmonés, dds qu'une cellule femelle est reconnais-
sable elle est déja e accroissement et que par conséquent en ne peut mettre
histologiquement en évidence une cellule femelle qui ne soit déja un ovocyte.
I1 n'y 2 pas de multiplication ovogoniale,

PLATNER (1885) admettait que ,chez Helix, les spermatogonies et les
ovogonies sont intimement mélangées dans le cul de sac glandulaire et que
rien ne permet de les différencier. Plus tard, les ovogonies émigreraient a
la périphérie puis augmenteralent de volumc et se transformeraient en ovocytes,

Selon ANCEL (1903), les spermatogonies au repos chez Limax paraissent
absolument semblables aux trés jeunes cellules femelles ; seules les mitoses
plus nombreuses qu'elles présentent nourraient permettre de les reconnaltre.

QUATTRINT et LANZA (1965), également, ont remarqué chez Vaginulus borellianus

Colosi (Veronicellidae) que les spermatogonies de premidre génération, contrai-
D <

rement aux ovogonies, avant de se transformer en spermatocytes subissent cing

a4 six divisions multiplicatives.
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Donc, si le stade ovogonie parait difficilement décelable, il semble-
rait cependant, 4'aprds nos observations, que les cellules & 1l'origine de la
lignée femelle chez A. subfuscus, et que 1'on pourrait qualifier de 1'appella-
tion d'ovogonies soient des éléments de taille supérieure & celle des Spematogrics
(10 12 contre 6 p) et & chromatine nettement moins marquée (Pl, I, fig. c¢). De
plus, la microscovie optigue ne révéle ces éléments que vers 1'Age de deux
mois chez des animaux d'élevage.

Cependant, saule la microscopie électronique pegmetire de les dis-

tinguer nettement.

Te phénoméne de dégénérescence ovocytaire, surtout remarquable au
cours de la seconde moitié de la phase juvénile, est retrouvé chez quelques
Pulmonés, notamment A. ater rufus (LUSIS, 1961) et Agriolimax reticulatus

(RUNHAM et LARYAEA, 1968). De méme, JOOSSE, BOER et CORNELISSE (1968) consta-

tent que des ovocytes dégénérescents peuvent 8tre observés dans 1'ovotestis

de L. stagnalis de tout Age, notamment durant toute la période de vie adulte.

CONCLUSION

Les Arionidés A. subfuscus, qui a fait 1'objet de nos études, et

A, ater expérimenté par LUSTS (1961) et SMITH (1966) sont des animaux & cycle

annuel, Tls possedent une seule période de ponte dans leur vie, contrairement

aux Limacidés M. gagates (QALANGAU, 1964) et A, reticulatus, ce dernier en

présentant trois.
La maturité male suTvient peu avant la maturité femelle, bien que
l'ovogenése soit contemporaine de la spermatogenése ; excepté durant le premler

mois et la phase femelle on a toujours des acini mixtes,



DEUXTEME PARTIE

ETUDE DU DETERMINISME ENDOCRINE DE LA

DIFFERENCTIATION SEXUELLE CHEZ A. SUBFUSCUS
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INTRODUCTTION

Peu de travaux ont été entrepris in vivo chez les Gastéropodes autres
gue les Arionidés.

HEKSTRA et LEVER (1960) constatent que 1'ablation des ganglions cé-
rébroides de L. stagnalis supprime la ponte. JOOSSE (1964) en procédant, chez

le méme animal, & la destruction élective des corps dorsaux empéche 1'oviposi-
tion, ceci étant dll non pas & une baisse dans la production des ovogonies mais
4 un arrét de la vitellogen®se (JOOSSE et GERAERTS 1969).

VICENTE (1963) chez Aplysia rosea Rathke empéche la ponte par abla-

tion des ganglions cérébroides et montre (1969) que le rhinophore exerce une
action inhibitrice sur les phénomeénes reproducteurs.

KUPFERMANN (1970) obtient chez Aplysia une stimulation de la ponte
en injectant des homogénats de ganglions pariéto-viscéraux, ou se situent des
cellules neurosécrétrices nommées "bag cells".

CHOQUET (1969) admet chez Patella vulgata Linné, & la suite d'abla-

tions de tentacules et de cerveaux, que le systime nerveux central intervient
dans le maintien d'une gamétogendse normale et que le tentacule est inactif
chez les animaux Juvéniles et en période de reproduction,

LUBET, STREIFF, SIIBERZAHN, LEBRETON (1969) démontrent, par ablation,

que les ganglions cérébroides de Crepidula fornicata Philippi assurent les di-

visions goniales et la détermination male de la gonade, Par contre, les gan-
glions pleuraux n'ont aucua effet ni sur la gamétogendse ni sur le changement
de sexe.

En revanche, la méthode des cultures organotypiques a permis grice
aux associations d'organes d'obtenir des résultats plus nets. STREIFF (1967)

prouve chez le Prosobranche Calyptraca sinensis Linné que le cycle de la gona-

de est régl par une hormone cérébrale masculinisante inhibitrice de 1'autodif-
férenciation ovarienne et une hormane cérébrale de déclenchement de la prévi-
tellogencse.

Par la méme technique, CHOQUET (1969) conclut que le tentacule se
comporte comme un centre inhibiteur de la lignée mAle chez P, vulgata et qu'un
facteur hormonal diffusant & partir des ganglions cérébroides stimule, au con-
traire, les mitoses de la lignée mile.

GOMOT et GUYARD (1967), GUYARD (1967, 1969, 1971) démontrent in vitro
que deux facteurs interviennent dans la réalisation de la gamétogenese d'ﬂL_gg-

persa : un facteur d'origine tentaculaire dont 1'effet principal est d'inhiber
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la tendance spontanée des gmocytes & 1'autodifférenciation ovocytaire ; un
facteur issu des ganglions cérébroides favorisant 1'accroissement des ovocytes
et la différenciation des spermatogonies.

GRIFFORD (1969) observe en culture 1'apparition de grosses cellules

4 aspect ovocytaire dans les testicules isolés de Viviparus viviparus Linné.

Dans des associations testicules-ganglions cérébroides dmm "femelles", le
nombre de ces grosses cellules est encore plus important.

LUBET, STREIFF, SILBERZAHN et LEBRETON (1969) confirment in vitro
les résultats obtenus in vivo quant & 1'influence des ganglions cérébroides

chez C, fornicata. Pour LUBET et STREIFF (1969), un phénom®ne d'autodifféren-

ciation ovarienne semble exister chez Crepidula.
VIANEY-LIAUD (1970), % la suite d'associations gonade-collier ner-

veux émet 1'hypothdse que ce dernier produirait, chez Australorbis glabratus

Say., un facteur "permettant aux spermatogonies d'effectuer la réplication
d'ADN de la méiose et les divisions méiotiques."

Ces résultats semblent en faveur de 1l'existence d'un déterminisme
endocrine de la sexualité chez ces Gastéropodes.

Nous avons entrepris 1'étude du déterminisme de la différenciation

sexuelle, chez A. subfuscus, in vivo par ablations de tentacules oculaires et

in vitro par la méthode des cultures organotypigues.

Dans un premier temps, nous examinerons les résultats d'une étude
histologique du complexe céphalique essenticllement consacrde au tentacule
oculaire,

Les second et troisi®me chapitres seront consacrés & 1'expérimenta-

tion in vivo et le quatriime aux cultures d'organes.
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CHAPITRE I

ORGANES PRESUMES ENDOCRINES CHEZ LES ARIONIDES

Avant d'entamer 1'étude du déterminisme de la différenciation sexuel-
le, il convient de décrire les organes susceptibles d'8tre impliqués dans ce

phénoméne.

I - LA GONADE

LAVIOLETTE (1954), & la suite d'opérations réalisées chez les Ario-

nidés A. rufus L., A. subfuscus, Kobeltia hortensis FTerrussac et les Limacidés

L. maximus, Limax flavus Linné, A. agrestis constate qu'une corrélation existe

entre 1'état de différenciation de la gonade et le développement morphologique
des différentes parties du tractus génital.

Dans le cas des greffes réalisées, 1'absence de lien anatomique entre
le tissu germinal actif et 1'organe effecteur permet de rejeter 1'hypothése
d'une médiation nerveuse.

Selon cet auteur, on peut admettre, "avec le maximum de vraisemblance,
1'existence d'un mécanisme humoral authentique."

Cependant un probleéme reste enitier : quel est, parmi les types cellu-
laires présents dans la gonade, celui auquel on peut attribuer la sécrétion de
la substance active ?

Pour LAVIOLETTE, on ne peut a priori écarter 1'hypothése d'une élabo-
ration de la substance par les éléments germinaux aux-mémes, ce qui se rappro-
cherait des observations de DURCHON (1952) qui a démontré, chez les Néréidiens,
1'existence d'un mécanisme inducteur de 1'épitoquie conséecutive a 1'injection
de produits génitaux. Mais, s'il n'exclut pas la possibilité d'un rSle des cel-
lules nourricigres, il ne semble pas prendre en considération le conjonctif

périlobulaire qui est treés peu abondant,

IT - L'ORGANE DE SEMPER

Situé entre le bulbe buccal et le tentacule inférieur, il comporte
des cellules & activité sécrétoire cyclique,dont le cytoplasme contiendrait des
granulations, interprétées comme étant des produits & affinité semblable a cel-
le de granules de neurosécrétion par LANE (1964 e), qui considére cet organe

comme une glande endocrine spécifique des Stylommatophores.



- 06 -

Par contre, pour RUNHAM et HUNTER (1970), ce serait un assemblage
de glandes muqueuses et de ganglions nerveux sensoriels qui n'aurait aucune
fonction endocrine. De méme, les observations de VAN MOL (1967) chez A. rufus
L. rejétaient 1'hypoth®se de LANE ; il s'agit d'une glande exocrine, Son rdle

est inconnu et sa position en rend difficile 1'accés expérimental.

IIT - LA GLANDE CEPHALIQUE

C'est VAN MOL (1960) qui le premier a déerit, chez A, rufus L.,
cette glande.

Dérivé embryologique d'une invagination ectodermique se mettant en
rapport avec le procérébron, elle se présente sous la forme d'une vésicule
creuse remplie d'amas de séerétion.

VAN MOL considére cet organe comme une glande endoerine dont le
taux d'activité pourrailt &tre en rapport avec la croissance. En effet, la

séerétion apparatt dds le jeune age, s'accumule au cours de la croissance, et

g
13
a

persiste & un état maximum jusqu'd un stade proche de la puberté., Elle commen-
ce alors & se résorber en méme temps que la glande régresse et, 3 1'issue de
la période de reproduction, la glande réduite & un cordon cellulaire n'en ren-
ferme plus.

Cependant, NOLTE et KUHIMANN (1964) puis ROHNISCH (1964), dont les

études portent essentiellement sur H, pomatia et H. aspersa, dénient toute

fonction endocrine a cette glande.

IV - LE COMPLEXE CEPHALIQUE TENTACULES OCULATRES - CERVEAU

Si les trois organes précédents semblent avoir une fonction endocrine,
parfois discutée, la gonade a un role dans la différenciation du tractus génital,
la glande céphalique semble agir sur la croissance et 1'organe de Semper, de
foniction inconnue, a un aceds expérimental difficile en rapport avec sa loca-
lisation,

Le but de nos recherches ayant trait a la différenciation sexuelle,
notre étude a essentiellement porté sur le tentacule oculaire et sur le cer-
veau qui, depuis les travaux de PELLUET et LANE (1961) puis PELLUET (1964)

semblaient avoir la part importante dans cette différenciation,
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1 - Le tentacule oculaire : observations personnelles

Si de nombreuses études ont été entreprises chez Helix, ol notam-
ment TUZET, SANCHEZ et PAVANS de CECCATTY (1957), SANCHEZ et BORD (1958) et
SANCHEZ (1963) ont montré que les différents types cellulaires Gomori positifs
du tentacule oculaire ont une fonction neuroendocrine, peu l'ont été chez les
Arionidée ol seuls LANE (1962), BIERBAUFR et TORCK (1968), BIERBAUER et VIGH-

TEICHMANN (1970) font allusion & Arion circumscriptus bien qu'ils ne donnent

ue des images relatives & d'autres St lommatophores.
Lo § o

a) Structure

GCD

NT
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200” /"’"r\ X

Figure 3 - Le tentacule oculaire des Pulmonds (d’apfig.LANE)

CC : cellules en collier NG : neurones ganglionnaires

CDM : couche "dermo-musculaire" NO : nerf optique

CL : cellules latérales NT : nerf tentaculaire

D : digitations MR : muscle rétracteur du tentacule

GCD : ganglion central digité 0 : oeil
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Les Arionidés, Stylommatophores, possddent deux paires de tentacules,
les yeux étant pdédonculés.

Le tentacule oculaire d'A. subfuscus, rétractile, possdde une struc-

ture assez semblable & celle des autres Stylommatophores déja étudids (Pig. 3).
L'oeil est localisé le long du ganglion central digité, & 1'extrémité distale
du tentacule oculaire en extension (Pl. IV, fig. b).

Entre la couche "dermo-musculaire" et le gangl ion, on distingue des
faisceaux musculaires constituant les muscles rétracteurs du tentacule.

L'épithélium externe est recouvert d'une cuticule.

Le ganglion central et 1l'oeil sont respectivement situés aux extré-
mités du gros nerf tentaculaire et du petit nerf optique. Le ganglion tenta-
culaire est digité et envoie des prolongements en forme de doigt de gant,
composés de fibres nerveuses, vers 1'extrémité tentaculaire,

Des neurones périphériques au ganglion digité envolent des axones
dans la masse fibreuse centrale (Pl, IV, fig. a).

Entourant ce ganglion et 1l'oeil, on peut distinguer mn collier de

"eollar

cellules formant un anneau incomplet (P1l. IV, fig. b), d'ol le nom de
cells" domné par LANE (1962).

Les cellules en collier sont de taille supérieure aux neurones
ganglionnaires classiques et leurs extrémités possédent des prolongements se
dirigeant vers le ganglion central. De plus, leur cvtoplasme renferme de nom-
breux granules sphéroides (Pl, IV, fig. d). Des cellules similaires mais si-
tuées latéralement, les cellules latérales, présentent également des granules
de sécrétion dans leur cytoplasme (Pl. IV, fig., c). Leur position €loignée

du ganglion digité fait qu'aucune comnexion avec celui-ci n'est visible.’

b) Nature endocrine du tentacule

~ Les cellules en collier
Ovales ou pyvriformes, elles sont disposées en groupe au-
tour du ganglion central digité, leurs extrémités s'étirent en prolongements
assez souvent situés cbte & cdte. Rarement, on peut voir ces derniers entrer
dans le ganglion central ou dans sa couche externe de neurones.
Leur cytoplasme est bourré de granules sphéroides réfringents appa-
raissant 8tre des produits de séerétion (P1l. IV, fig. d). Ces granules ne sont
pas situés uniquement dans le corps cellulaire mais également dans les prolon-

gements,
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Ces cellules de 20 p a 70 u présentent un noyau sphérique, parfois
é1liptique et d'une taille de 15 mu en moyenne. Aprés coloration par la méthode
de Clark, les granules se révilent &tre Orangé G positifs et d'une taille moyen-
ne de 1 u.

x Les cellules latérales
De forme similaire aux cellules en collier, elles sont
généralement de taille inférieure & celles-ci (10 & 30 p de long) mais contien-
nent également des granules (Pl. IV, fig. c).

LANE distingue, chez H, aspersa, deux sortes de cellules latérales
ovales et & prolongements. Bien que toutes deux soient & prolongements, ceux
des ovales serailent moins colorables.

Selon BIERBAUER et TOROK (1968), il sxisterait des collules A et B
chez H., pomatia, les A correspondant aux cellules ovales.

Le type A présente une réaction négative au mucicarmin et a la réac-
tion du PAS, ce qui le différencie du type B, les observations réalisées chez

A, subfuscus semblant confirmer celles de BIERBAUER et VICH-TEICHMANN (1970)

chez divers Stylommatophores.

% Les granules de séerétion
Chez lesjeunes animaux, 1'activité sécrétoire apparait

intense, les cellules en collier étant bourrées de granules (Pl. IV, fig., e).
Cette activité se poursuit jusqu'a 1'état adulte, des fixations régulidres de
tentacules oculaires d'Ages différents montrant que les granules sont toujours
en nombre a peu pres constant. Cependant, ceux~ci sont moins nombreux et plus
difficilement colorables par 1'orangé G chez les animaux en phase femelle
(Pl. 1V, fig. ).

Ceci semblerait indiquer qu'en phase terminale du cycle génital, la
séerétion serait moins abondante que lorsque 1'animal est en phase de croissan-
ce, contrairement aux observations de SMITH chez A. ater (1967).

L'activité des cellules latérales ne semble, par contre, pas varier

au cours de la vie.

¢) Discussion

Le tentacule oculaire possade deux sortes de cellules parti-
culieéres appelées latérales et en collier. Par lecurs morphologie et taille,
elles différent trdés nettement des autres typss cellulaires rencontrés dans

cet organe, LANE (19648, ROHLICH et BIERBAUER (1966), apr3s une étude ultra-
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structurale chez des Stylommatophores non Arionidés, concluent que les cellu-
les latérales nrésenteraient des caractéres de cellules muqueuses.

Les résultats récents de BIERBAUER et VIGH-TEICHMANN (1970) prouvent,
en s'appuyant sur des examens cytochimiques réalisés an microscopie photonique,

que ces cellules sont exocrines, notamment chez A. circugpscriptus.

""hormone" de

Ce seraient les cellules en collier qui séeréteraient 1
eytodifférenciation de la gonade,

Le probl2me seposant alors est le suivant : peut-on qualifier ces
cellules de neurosécrétrices ?

Certaines préparations montrent des prolongements cellulaires en
connexion avec la masse digitée centrale., Il semble donc qu'il s'agisse de cel-
lules nerveuses bien qu'elles soient de taille supérieure aux neurones normaux,
leur nature séerétoire se traduisant par la présence de granules sphériques.

D'aprés LANE (1962), ces cellules pourraient &tre considérées comme
des neurones sensoriels modifiés. Cependant, le seul fait acquis est que ces
"collar cells" sont séerétoires.

Une étude ultrastructurale chez les Arionidés est envisagée pour éven-
tuellement €tablir un cycle de séerétion non apparent en microscopie photonigue.

Si aucun organe neurchémal n'a été déerit chez les Arionidés, des
vaisseaux sanguins s'étendent dans les tentacules oculaires. Selon LANE (1962>,
le produit de sécrétion pourrait 8tre ddéversé direcctement dans le sang & par-

tir goit des cellules en collier soit de la masse ganglionnaire tentaculaire,

2 - Le cerveau

a) Historigue : Les cellules neurosécrétrices des centres nerveux

Les neurcnes des Gastéropodes sont connus depuls longtemps
pour renfermer un grand nombre d'indusions cytoplasmiques de nature complexe :
lipides associés & une protdéine (SIMPSONs BERN et NISHIOKA, 1963) ; ces substan-
ces, & l'heure actuelle, sont considérées comme des produits de déchet, La pré-
sence presque constante de ces inclusions retrouvées dans la plupart des neuro-
nes du collier oesophagien (KRAUSE, 1960 ; QUATTRINT, 196% : KUHIMANN, 1963 ;
BOER, 1963 ; LANE, 1964) et leur colorabilité par les techniques de mise en

évidence de la neuroséerétion expliquent 1'utilisation parfois abusive du terme

de cellule neurosécrétrice utilisée chez les Gastéropodes,
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BERN (1963) a précisé la définition de la cellule neurosécrétrice :
une telle cellule doit non seulement renfermer des inclusions figurées dans
le péricaryon et le long de son axone, mals encore ces axones doivent-ils pré-
senter un étroit contact avec un vaisseau sanguin, contact au niveau duquel la
séerétion est déversée dans le systime circulatoire, & la manidre d'une hormone.

En d'autres termes, il doit exister un syst2me neurohémal,

Chez les Arionidés, il existe des cellules neurosécrétrices locali-
sées dans les ganglions cérébroides. VAN MOL (1960) chez A. rufus L. en décrit)
toujours groupées dans les couches les plus périphériques de la partie dorsale
et commissurale du mesocerebrum, ceci se retrouvant chez les Hélicidés (KUHLMANN
1963) .

SMITH (1967), chez A. ater, observe de la neurosécrétion dans tous
les ganglions constituant le cerveau et dans les ganglions buccaux. Si la sé-
crétion de la plupart de ces cellules neurosécrétrices ne semble pas en rapport
avec le degré de maturation de 1'animal, quelques cellules et plus particulia-
rement certaines, petites, situées dans la masse pleuro-pariéto-viscérale sé-

cretent plus activement durant le stade spermatozoide.

NOLTE (196Q) signale chez L. stagnalis deux types d'aires neurohéma-
les : latérale et dorsale.

PENTREATH et COTTRELL (1970) ne font qu'émettre 1'hypothése de 1'exis
tence de telles zones chez H. pomatia.

Chez les Arioniddés, seul VAN MOL (1960) décrit tout le long du nerf
de 1'artdére cérébrale des traces importantes de neurosécrétion, & la suite de
quoi, il pense avoir trouvé chez A. rufus L. une voie de cheminement de la
neurosécrétion vers 1'appareil circulatoire "semblable & celle qui existe en-
tre la pars intercerebralis et les corpora cardiaca des Inscctes qui se déve-

loppent dans la paroi de 1l'aorte".

b) Observations personnelles

- Structure

Trés concentré, le cerveau d'A, subfuscus forme un collier

périoesophagien assez semblable & celui d'A. ater décrit par SMITH (1966). Il
est formé de la fusion des neuf ganglions primitifs des Pulmonés en une struc-
ture complexe, Cependant, on peut subdiviser ce systdéme nerveux central en trois
masses ganglionnaires : supraoesophagienne, pleuro-pariéto-viscérale et pédieuse

(Fig. 4).
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Figure 4 - Le cerveau
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¥ La masse ganglionnaire supraoesophagiennc
Elle comprend deux ganglions cérébroides réunis par une
commissure cérébrale supracesophagienne, chagque ganglion se subdivisant en
trois lobes : Procérébron, mésocérébron et métacérébron.

Le prozérébron est latéral par rapport aux deux autres constituant
le ganglion cérébroide. Les nerfs optiques et tentaculaires en sont issus.
L'intimité des rapports nerf tentaculaire-procérébron a été expérimentalement
prouvée par les phénomenes de dégénérescence nerveuse apparaissant dans le
procérébron apras la section des nerfs chez A, rufus L. et A, agrestis (CHETAIL,
1963) .

Le mésocérébron est la partie principale du ganglion cérébroide,
la commissure intercérébrale et lec connectif cérébro-pleural y entrant. Le
métacérébron lui est antérieur.

x La masse ganglionnaire pleuro-pariéto-viscérale
Elle est formée de la fusion des ganglionspleuraux et
pariétaux latéraux et du ganglion viscéral médian.
x La masse ganglionnaire pédieuse

Plus ventrale, les nombreux nerfs pédieux en sont issus.

- Neurosécrétion cérébrale
Avec les réserves faites au sujet des Gastéropodes, nous
avons trouvé de la neurosécrétion. Le chapitre consacré & la photopériode dé-
veloppe plus particuli2rement ce point, avec &es données encore trds frag-

mentaires.

¢) Discussion

L'expéri mentation relative & cet organe n'est actuellement
abordable qu'in vitro. Plus tard, une étude in vivo par injection d'extraits
pourra &tre envisagée.

I1 importera de bien localiser les différents types de cellules neu-

rosécrétrices éventuellement présents dans le cerveau d'A, subfuscus. A la

suite de quoi, 1l faudra essayer de mettre en rapport cycles neurosécrétoires
et cyele génital, ceci pouvant permettre une expérimentation in vitro trés

’ . . N T2 o s ’ . z . .
précise relative a 1 éventuelle action cérébrale sur la différenciation se-

xuelle,
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V - CONCLUSION

L'expérimentation est nécessaire pour mettre en évidence une rela-
tion entre neuroséerétion et cycle génital.

Au point de vue endocrine, les deux organes a tester sont le tenta-
cule oculaire et le cerveau.

Pour mettre en évidence leur rOle présumé endocrine, nous avons es-
sentiellement pratiqué des ablations de tentaculegbculaires et réalisé des
cultures organotypiques, cette derniere technique permettant de mettre en évi-

dence l'action directe d'un organe sur un autre.
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CHAPITRE IT

ANALYSE EXPERIMENTALE DES EFFETS PRODUITS PAR

ABLATIONS IN VIVO DES TENTACULES OCULAIRES

INTRODUCTION

PELLUET et LANE (1961) ont effectué des détentaculations chez de jeu-

nes individus d'A. subfuscus, maintenus en expérience durant seulement trois &

quatre semaines. De plus, ils n'ont envisagé 1l'effet de cette intervention que
sur 1'ovogendse en enregistrant une augmentation du nombre d'ovoecytes, certains
acini en renfermant trois ou quatre.

Nous avons repris cette expérience sur A. subfuscus en opérant d'une

part sur des jeunes dés 1'éclosion et en effectuant des fixations régulidres, = #®
d'autre part sur des individus plus 8gés avec une durée d'expérimentation plus

breve,

I - TECHNIQUE OPERATOIRE

Nous avons essentiellement réalisé des ablations bilatérales des ten< %
tacules oculaires, mais également quelques ablations unilatérales.

Les interventions sont effectuées aprés anesthésie préalable & l'anhy:t
dride carbonique qul provoque, chez la plupart des animaux, une extension du
tentacule. L'ablation de ce dernier est facile & réaliser : saisi & 1'aide de
pinces, il est sectionné & la base, les cellules en collier et les cellules
latérales étant ainsi éliminées. Cependant, la régénération de 1'organe, et en
particulier celle des cellules susceptibles de séeréter 1'hormone (CHETAIL.

1956, 1963) rend obligatoire une résection périodique (tous les quinze jours)
et compléte du régénérat,spécialement chez les jeunes animaux ou les tentacules

peuvent se reformer rapidement, contrairement & ceux des adultes. 19}?3
: 3é§$ﬁ&”
IT - RESULTATS

1 - Ablation des tentacules oculairss dés 1'éclosion

La série expérimentale présentement réalisée a été effectuée sur

1 . o :
un lot d'animaux issus d'une m@me ponte.

a) Influence sur la croissance pondérale
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Figure 5 - Evolution pondérale moyenne d'A., subfuscus témoins et de détenta-

culés bilatéralement.
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La périocde de croissance, caractérisée par une augmentation du poids,
dure onze mois dans les conditions climatigues et alimentaires définies précé-
demment, Les trés rares animaux survivant & la période adulte entament alors
une péricde de sénilité, se traduisant par une baisse irréversible du poids.

La ceurbe de croissance (Fig., 5), obtenue par pesées régulieres de té-
moins (Tableau I), présente un décours assez semblable & celles établies chez
A. =mter rufus par LUSIS (1961), sur A, rufus par ABELOOS (1944) et STERN (1970)
et chez Arion lusitanicus Mabille par CHEVALLIER (1969).

Celle des opérés (Fig. 5) a sensiblement le m@me aspect que celle des
témoins Jjusqu'a 1'8ge de huit mois. Il faut remarquer qu'd partir de cet Age,
moment ol la croissance de la gonade semble bloquée, on enregistre un écart

plus net entre opérés et témoins.
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Ainsi, on constate dés le début de 1'expérimentation une diminution de
la croissance des opérés qui cependant se nourrissent. Mais, 1'appréc¢iation quan-
titative de la nourriture absorbée Stant difficile, on ne peut dire si cette dif-
férence est due a un effet direct conséecutif 3 la tentaculectomie ou & un effet
secondaire (prise de nourriture inférieure chez les opérés) dfi & cette privation
de tentacules oculaires,

b) Effet sur la différenciation sexuelle
&) Ablations bilatérales

Nous avons récapitulé dans le tableau IT les résultats obtenus.

TABLEAU IT - Evolution de la gamétogenése chez les témoins et chez les animaux ayant su-

bi vne ablation bilatérale des tentacules oculaires.

(,Agg de : Nombre : Catégories : 4 : Re + : Nombre de )
(1'animal:d'animaux:  cellulaires o y N, : aﬁpor imitoses sper-)
(& 1a fi-: fixés :  observées (en :  Do/Dn :matogoniales
E ?at?on frio ¢ Y g fpoftg fgp fg fioqg fg g tog)
( mois) : : : : : : : : : : : : g
g 1 ¢ 5:5 : Spermatogonies : 0 : 0 : - : 31 : 28)

. . . . . . . . \
( H : :Spermato-~:Spermato-: H . H e : H : :
( : gonies : gonies : 15 : 15 : : : : : )
( 3 5 : 5 : T A A 2% :68% : 0,04 0,13 2 156 ¢ 112 )
( : : rares :Ovogonies: 40 : 60 : : : : : : )
( : : sovogonies: : : : : )
E L : P sy G R E
( 5 . 5 .5 . ovocytes. ovocytes. & . & . 413 (1256 © 0,05 0,14 243 ° 156 )
(o T sty
( : :Spermato-:Spermato-: : : : : )
( : : : gonies : gonies : : : )
( : : :Spermato-: ¢ 15 ¢ 15 : : : : )
( 8 ¢ 3 :5 : cytes T A A o 527 :1812 - : - )
( : : : Sperma- : Ovocytes: 60 : 80 : : : : )
( : : : tides : : : : : : )
( : : : Ovocytes: : : : : : )
( : :Spermato-: : : : : )
( : ! cytes :Spermato-: : : : : )
( : : Sperma- : gonies : : : : : )
( 10 5:5 ¢ tides : 15 & 90 : 411 1760 : - : - )
( : : 1Spermato-: : : : : : )
( : : : zoides : Ovocytes: : : : : )
( ¢ Ovocytes: : )

T : témoins ; O : opérés ; #, : diamdtre des ovocytes ; Np : Nombre d'ovogonies et d'o-
vocytes par glande ; Do : densité des ovogonies et des ovocytes ; Dp @ densité des sper-

matogonies,
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x Fixation a un mois

En fixant des opérés un mois apres 1'ablation, on consta-
te qu'il ne semble pas possible de faire apparaitre précocement des ovocytes :

témoins et détentaculés étant au stade immature.
¥ Fixation trois et cing moils aprés détentaculation

- Chez les animaux sacrifiés trois mois apreés 1'éclosion,
on remarque que la détentaculation a entrainé, par rapport aux témoins qui se
trouvent en phase juvénile (Pl. V, fig. a), une poussée ovocytaire trés nette
accompagnée d'une régression de la spermatogenese, ce qui se traduit par un
rapport Do/Dy, plus important chez les opérés,

L'opération exerce donc un effet quantitatif sur la lignée femelle,
les ovogoniss (stade tr®s rarement retrouvé chez les témoins) et les ovocytes
étant en nombre accru chez les détentaculés.

De plus, de nombreux ovocytes présentent une augmentation notable de
leur diamdtre qui peut atteindre 60 p (Pl., VI, fig. a).

Ainsi, dans l'ovotestis d'un animal détentaculé on peut observer tous
les stades d'évolution semblant acheminer les acini vers une prédominance fe-
melle, Dans un premier temps, certains acini renferment plusieurs ovogonies
plutdt ovalaires, d'un diamstre de 10 M a4 chromatine peu colorable et & cyto-
plasme réduit (Pl., VI, fig, b).

Dans une deuxi&me étape, on peut rencontrer des acini montrant plu-
sieurs stades de préméioses ovocytaires (Pl, VI, fig. c).

Enfin, et c'est le cas le plus fréquent, de nombreux acini contien-
nent des ovocytes en phase d'accroissement, en quantité importante, Il n'est
pas rare d'en trouver qui renferment quatre ou cing ovocytes (Pl, V, fig. b),
la moyenne chez les témoins étant de 1 & 2 ovocytes par acinus (Pl., V, fig. a).
Quelgues rares acini peuvent : se féminiser fortement (Pl. V, fig, c) et
méme totalement (P1l. V, fig. d).

Opérés et témoins renferment des spermatogonies dans leur gonade mais
les mitoses sont moins nombreuses chez les détentaculés,

- La fixation au bout de cing mois, Age qui chez les
témoins correspond & une phase juvénile avancée, confirme les différences en-

registrées ddsitrois mois comme le montre le Tableau IT.
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% Fixation & huit mois
Si les témoins (Pl. VII, fig. a) présentent une gaméto-
genése normale (apparition de spermatocytes et de guelques spermatides), les
opérés voilent celle-ci évoluer dans le sens femelle (Pl, VII, fig. b) : les
ovocytes y sont toujours plus nombreux, les mitoses spermatogoniales assez ra-

res et les stades spermatocytes et spermatides jamais rencontrés.
¥ Fixation & 1'&ge de dix mois

En premier lieu, il faut signaler que la croissance de

la gonade des détentaculés est affectée par rapport & celle des témoins chez
lesquels elle présente son développement maximum.

Au point de vue histologique, si les animaux contrSles présentent
une gonade caractéristique d'un stade 4 (Pl. VII, fig. c¢), chez les opérés
1'aspect de la glande génitale, nettement féminisée, n'est pas du tout tvpique.
Il ne s'agit pas d'un blocage en phase juvénile étant donné la taille des ovo-
cytes, leur nombre important et celui relativement restreint des spermatogonies,
stade auquel la spermatogendse semble bloquée (Tableau II ; Pl, VII, fig. 4, e).

Il faut également remarquer qu'id c6té de gros ovocytes d'un diamétre
de 90 p, on peut parfois trouver des ovocytes dégénérescents, ce qui se rappro-

che des observations de SANCHEZ et SABLIER (1962) chez H. aspersa.

f3) Ablations unilatérales
TABLEAU IIT - Evolution de la gamétogendse chez les témoins et chez les animaux ayant

subi 1'ablation unilatérale d'un tentacule oculaire.

( Age de: Nombre : Catégories : 4 3 : Nombre de )
(1'animaldd'animaux: cellulaires ( o ) : No : mitoses )
( a2 la: fixés : observées Sl A ; spermatogoniales)
(fretdon: g0 ‘m ‘pipe: T DD DG T ‘DD ‘Dg ¢ T DD ‘DG )
k. : : : : : : : : )
( 1 : 5 : 6 :Spermatogonies: 0 : 0 : 31 : 29 : 30 )
( : : : : : : : : )
( : : : 15 : 15 : 15 : : : : : : )
( 3 : 5 : 6 :Spermatogonies: & : & : A& : 2%2 : 386 : 410 : 156 : 133 : 127 )
( : s Ovogonies : 40 : 60 : 6C : : : : : s )
( : : : 15 : 15 ¢ 15 : : : : : : )
( 5 : 5 : 6 : Ovocytes : A : A A U413 :690 :678B: - o - o = )
( : : : : 50 3 65 : 65 : : : : : : )

T : témoins ; DD : détentaculation droite ; DG : détentaculation gauche ; @, : diame-

tre des ovocytes ; Ny : nombre d'ovogonies et d'ovoeytes par glande,
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Les fixations de tels détentaculés n'ont été effectudes que jusqu'z
1'8ge de cing mois : les observations paraissant intermédiaires entre les té-
moins et les opérés bilatéralement tant au point de vue croissance pondérale
(Tableau I) que gamétogendse (Tableau IIT).

Ainsi, comme les résultats obtenus & la suite d'ablations droites ou
gauches semblent le montrer, les deux tentacules oculaires sont équivalents,
ce qui n'est pas le cas général (LEBRETON, 1969).

¢) Influence sur la glande de 1'albumine

A dix mois, la glande de 1'albumine des opérés est moins gros-
se que celle des témoins, sa croissance ayant d{i 8tre affectée. L'état histo-
logique de la gonade des détentaculés, ol la spermiogensse n'a pas lieu, pours
rait expliquer ce résultat, étant donné 1'influence de la gonade sur le déve-
loppement de la glande de 1'albumine (LAVIOLEITE, 19545.

Néanmoins, on y retrouve, comme dans la glande de 1'albumine
des adultes, du galactogdne (Pl. VII, fig. f) dont il sera utile d'estimer le
taux, MEENAKSHI et SCHEER (1969) ayant montré que 1'ablation des tentacules

oculaires provogue chez Ariolimax columbianus une augmentation du taux de ga-

lactogeéne au niveau de cette glande,

2 - Ablation des tentacules oculaires en phase juvénile (Stade 2)

A la suite de ce type d'opération, semblable & celui pratiqué par
PELILUET et LANE (1961), on assiste, en un mois, dans certains acini & une
poussée ovocytaire se traduisant par 1'apparition de jeunes ovocytes pariétaux

(P1. VI, fig. d). Cependant d'autres ne semblent pas affectés.

3 ~ Ablation des tentacules oculaires en début de phase femelle

(Stade 5)

Les fixations sont effectudes un mois aprds opération, c'est-a-
dire avant la ponte, On retrouve chez les détentaculés de rares spermatozoides
non évacués et les ovocytes matures ne semblent pas &tre affectés tant au point

de vue qualitatif que guantitatif,

IIT - DISCUSSTON

Chez les Pulmonés, en dehors des Arionidés, ot des détentaculations
ont été effectudes par PELLUET et LANE (1961) puis PELLUET (1964) et plus récem-
ment par GOTTFRIED et DORFMAN (1970), de telles opérations ont été réalisées

chez les Hélicidés et les Achatinidés.
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Chez les Hélicidés, SANCHEZ et SABLIER (1962) aprés 1l'ablation des
quatre tentacules sensoriels constatent que lesprocessus de spermatogenese et
d'ovogengse se déroulent normalement mais les divisions goniales sont moins
nombreuses et les falsceaux de spermatozoides moins denses. De plus, les oeufs
dégénérent bien avant leur maturité. Les auteurs attribuent ces faits comme
étant le résultat d'une dénutrition de la glande génitale consécutive & une

perturbation de la régulation du métabolisme au niveau de 1'hépato-pancréas.

KUHIMANV et NOLTE (1967), & la suite de détentaculations concluent
3 leur inefficacité sur la gamétogen®se d'H. pomatia aprés quatre mois d'expé-
rimentation.

Apres une observation portant sur un mois et demi, GOMOT, GRIFFOND
et GUYARD (inédit) n'obtiennent aucune différence significative quant & la ga-
métogendse d'H, aspersa sur des animaux opérés aprds avoir été tirés de 1'hi-

bernation.

Chez 1'Achatinidé Achatina fulica Ferrussac, BERRY et CHAN (1968)

obtiennent un a@roissement du nombre des gros ovocytes en détentaculant des

animaux d'8ge déja avancé.

Le tentacule oculaire a été testé chez d'autres Gastéropodes que les
Pulmonés. CHOQUET (1969) admet que le tentacule juvénile du Prosobranche P.
vulgata est inactif car il ne semble pas entrainer le déclenchement d'une sper-
matogenése précoce. De plus, 1'ablation chez les adultes n'entrave pas 1'évolu-
tion des lignées mile et femelle un ou deux mois apres 1'opération. Le tentacule
serait donc également inactif pendant cette période.

Chez V. borrellianus (Soléalifeére), RENZONI (1969) en procédant & des

tentaculectomies dés 1'Age de dix jours n'obtient au bout de six mois aucune
différence relative & la numération ovocytaire chez les opérés.
VICENTE (1969), travaillant sur 1'Opisthobranche A, rosea, remarque

a la suite de résections tentaculaires une augmentation du nombre d'ovocytes.

A la suite de ces travaux, deux points sont & signaler. Les détenta-
culations n'ont jamais été effectudes dés 1'éclosion, seules celles de RENZONI
sont réalisdes: & dix jours. D'autre part, les auteurs, excepté SANCHEZ et
SABLIER, ne se sont intéressés qu'ia la numération des ovocytes et jamais au de-

gré de maturation de ces derniers ni & la spermatogenése.
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Nos résultats sont en accerd avec ceux de PELLUET et LANE (1961) et
PELLUET (1964) mais en désaccord total avec ceux de GOTTFRIED et DORFMAN (1970):
ils montrent que la privation de tentacules oculaires dés 1'éclosion parait
lever une inhibition de 1'ovogentése, 1l'effet du tentacule étant essentiellement
quantitatif, Corrélativement, le retard de spermatogenese constaté chez les
opérés fixés régulisrement se traduit par une diminution du nombre des sperma-
togonies et des mitoses spermatogoniales.

I1 semble donc que le tentacule oculaire contrdle la gamétogensse
mais on ne peut dire si son effet est direct.

La  tentaculectomie effectuée dis la naissance affecte également
la croissance pondérale, De plus, la croissance réduite de la gonade passé
1'Age de huit mois pourrait &tre la conséquence d'une dénutrition (SANCHEZ et

SABLIER, 1962).

Le role du tentacule oculaire en phase immaturé reste énigmatique,
les gonades de détentaculés fixés au bout de un mois présentant le méme aspect

histologique que celles des témoins.

IV - CONCLUSION

Les deux tentacules Jjouent un role éguivalent et leur ablation, d&s
1'éclosion, a permis de démontrer leur action inhibitrice sur 1'ovogenése.

Les tentaculectomies effectuées & des stades plus avancés semblent
prouver que, pendant la phase Jjuvénile, le tentacule oculaire est actif et que
1'"hormone" est présente & un taux élevé. Par contre, il serait inactif en

11t

phase femelle ol 1'"normone" serait présente & un taux trés bas ou méme nul,
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CHAPITRE TIT

ETUDE DE LA REGENERATTION GERMINALE CHEZ DES

ANIMAUX CASTRES PRIVES OU NON DE TENTACULES OCULAIRES

INTRODUCTION

C'est LAVIOLETTE (1954) qui a observé le phénomdne de régénération
germinale en réalisant des castrations de jeunes A. rufus L. afin de compléter
son étude du déterminisme humoral de la différenciation glandulaire du tractus
génital. I1 a montré que la gonade, reséquée au départ du canal herm@phredite,
était capable de régénérer chez des animaux 4gés de un & six mois. Passé cet
age, l'opération n'est jamais suivie de répgénération, ce qui confirme les ré-
sultats d'ABELOOS (194%) obtenus sur des animaux Agés de L, maximus . L'auteur
pense qu'il ¥ a alors ralentissement des processus de cicatrisation au niveau
de la plaie.

BRISSON (1967}, en opérant sur de jeunes individus, retrouve ce phé-

nom2ne chez le Pulmoné Bulinus contortus (Miehaud) truncatus (Audouin).

TARDY (1967), travaillant sur des Nudibranches du genre Aeolidiella,
constate une régénération de la gonade & partir de cellules indifférenciées
contenues dans les parois du canal hermaphrodite et de la vésicule séminale.

Cette possibilité qu'a la gonade de régénérer, chez les limaces,
nous a permis de réaliser des castrations accompagnées ou non de détentacula-

tions et d'observer la répartition des cellules germinales néoformées.

I - TECHNIQUE OPERATOIRE

Les animaux & opérer sont mis & Jjeliner vingt-quatre & guarante-huit
heures avant 1'intervention afin d'éviter les accidents dus & la réplétion du
tube digestif.

Dans le cas ou l'on effectue une détentaculation, celle-ci est réa-
lisée deux jours avant la castration, afin que toute trace "hormonale" soit

éliminée. Des résections régmulidres sont évidemment effectudes.
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1 - Anesthésie

Elle a pour but de supprimer 1'irritabilité des muscles de la
paroi du corps et d'aboutir A un relfchement musculaire complet permettant
1a mise en place d'dcarteurs en verre.

La technique, dérivée de celle préconisée par LAVIOLETTE {1954),

comporte les temps sulvants

Ce mélange provoque une extension relativement rapide des a-

nimaux (7 & 8 minutes), s 'accompagnant d'un rejet de mucus.

Déposés dansiun évier ol un robinet entretient un courant
d'eau abondant, les limaces rampent, en extension compl3te, et se débanassent

de leur gangue de mucus,

¢) Action de 1l'anhydride carbonique

En évitant autant que possible tout contact brutal qui le fe-
rait aussitot se rétracter, 1l'animal est transporté dans une bofte & fond d'oua-
te humidifide, reeouverte d'un opercule, et dans laquelle arrive le gaz. La du-
rée de séjour est de 1'ordre de trois minutes mais le comportement d'individus

de méme Age est sujet & des variations importantes.

d) Action du froid

Afin d'achever la décontraction, les animaux sont soumis a
1'action du froid par contact avec la glace fondante. Apres quelgques minutes,
a1 le relfchement musculaire est convenable, 1'opération proprement dite peut
commencer. Deux cubes de glace, disposés de part et d'autre de la résion anté-
" reure du corps de 1'opéré assurent, pendant la durée de 1'intervention, 1'en-

tretien de 1'anesthésie,

2 - Les actes opératoires

Apras élimination de la couche de mucus recouvrant toujours le
tégument, on pratique une incision médio-dorsale de trois millim2tres de lon-
gueur que 1'on pourra prolonger de un ou deux millim>tres dans la direction
convenable, étant donné la position tres variable de la gonade par rapport au

tégument. ' & -
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TI1 faut agir rapidement, & cause de la réaction de 1'opéré : rejet
de mucus et contraction partielle de la musculature de la région lésée. Apreés
la pose d'écarteurs en verre permettant de maintenir la plaie béante, on écar-
te les lobes de 1'hépato-pancréas a 1l'aide d'aiguilles de verre diversement
coudées et termindes en boule et, quand la gonade est repérée, on procdde a
1'ablationbroprement dite qui consiste en une section des différents vaisseaux
maintenant en place la gonade. Le canal hermaphrodite, accolé & 1'art®re géni-
tale est coupé en méme temps qu'elle (Fig. 6 a).

La fragilité de 1'épithélium hépatique fait qu'il eést fréquent que
la glande digestive soit 1lésée au cours des manoeuvres de dégagement de la
gonade, L'emploi d'un électrocoapgulateur y remédie, en opérant & faible puis-

sance. A la dissection,on ne retrouve plus trace d'aucune 1lésion.,

Les lobes de la glande digestive étant remis en place et les écar-
teubs enlevés, on suture la plaie & 1l'aide d'agrafes en fil d'argent de 0,1 mm
4 0,2 mm de diamétre, selon la taille des opérés. Il suffit de placer environ

une agrafe par millimétre.

3 - Soins post-opératoires

Les opérés sont installés dans des bocaux d'un demi-litre garnis
de papier filtre humidifié d'eau distillée additionndée d'antibiotiques. On les
v laisse jefiner pendant quelques jours alors que s'installent les processus de
cicatrisation, période durant laquelle ils sont particulizrement fragiles.

Aprés environ cing jours, les premiéres agrafes commencent a tomber
d'elles-mémes. I1 est dé&s lors possible de nourrir % nouveau les opérés. La
cicatrisation s'ach®ve apr®s environ deux semaines. La mortalité est de 1'ordre

de 30 p. 100,

IIT - RESULTATS

La régénération germinale n'étant possible que si 1'ablation de la
gonade est réalisée avant la puberté (LAVIOLETTE, 1954), les castrations sont
réalisées sur des animaux Agés de quatre & cing mois, se trouvant donc en
phase juvénile, ’

LAVIOLETTE a défini quatre é€tapes dans la régénération de la glande

génitale d'A, rufus L.
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% Le Stade I correspondant & 1'édification d'un nodule cicatriciel
(Fig. 6 b).

- Le Stade IT marqué par la formation de digitations du canal herma-
phrodite.

- Le Stade IIT défini par 1'apparition de cryptes provenant de la di-
latation de 1'extrémité de 1'une ou de plusieurs de ces digitations.

- Le Stade IV remarquable par la présence de cellules germinales néo-

formées (Fig. 6 c).

Le tableau IV donne un apergu chiffré de 1'ovogenése dans les deux
séries d'opérés. Seuls v sont figpurds les cas d'obtention de régénérats normaux.
Nous avons éliminé les cas de régénérats abortifs chez lesquels aprés des dé-
lais compris entre deux mois et demi et guatre mois, le nodule cicatriciel n'a
pas dépassé le stade T et ne présente, par conséquent, pas de cellules germi-
nales néoformées. Etant retrouvés & la méme fréquence chez les deux types d'o-
pérés, il ne semble donchas gque le tentacule oculaire ait une influence sur le
fait qu'il y ait ou non régénération. LAVIOLETTE (1954) chez A, rufus L. attri-
bue 1'incapacité qu'ont de tels individus de régénérer une gonade & une défi-
cience vhysiologique ou & un choc opératoire mal supporté.

Les fixations se sont échelonnées de deux mois et demi & sept mois

apras opération, autrement dit alors que le stade IV est atteint.

TABLEAU IV - Evolution de l’dvogenése chez des individus castrés et

chez des individus détentaculés puis castrés.,

( Nombre de : )
(  Temps écoulé : régénérats : No s Zo )
( entre opération :normaux fixés: : (en n) )
g et fixation ; o ; . ; o ; b ; o ; D %
( : : : : : : )
( 2 mois 1/2 s 5 ¢ 4o B4 1%2 : 15 A 40 : 15 A 4O )
( : : s : : : )
( : : : : )
( 4 mois : 5 ¢ 6 2211 : 61% : 15450 : 15 & 60 )
( : : : )
( : : : : : : )
E 7 mois : & ¢ 7 357 1512 : 15 a 70 : 15 & 90 ;

No : nombre d'ovocytes ; @, : diamdtre ovocytaire ; C : animaux

castrés ; CD : animaux détentaculds puis castrés.
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1 - Fixation deux mois et demi apres opération'

Effectuée chez des animaux en début de stade TV, elle permet dé-
ja de constater des différences entre les deux séries expérimentales. Chez les
castrés simples, les cryptes se remplissent progressivement en cellules germi-
nales, certaines ne renfermant que quelques spermatogonies (Pl, VIII, fig. a)
alors que d'autres renferment ovocytes (généralement un par acinus) et sperma-
togonies (Pl, VITI, fig. a). Ainsi, 1'on s'achemine vers la formation d'une

sonade normale:; les cryptes correspondant aux acini glandulaires et se trouvant
relides comme eux au canal hermaphrodite primitif.

A ce stade, les éléments mésenchymateux ne constituent alors, entre
les différentes cryptes, gque des travées qui s'amincissent progressivement. Les
opérés détentaculés, par contre, présentent une tendance & la différenciatian
dans le sens femelle, certains acini pouvant déja renfermer plusieurs ovocytes
(P1, VIII, fig. b). Néanmoins, il ne semble pas possible d'éliminer la lignde

mAle représentée par des spermatogonies (Pl. VIII, fig. b).

2 - Fixation guatre mols aprés ablation de la gonade

Si 1'on examine la gonade régénérée au bout d'une telle durée
d'expérimentation, on constate que le phénoméne ébauché précédemment chez les
détentaculés se confirme,

L'étude histologique révéle chez les castrés un stade caractéristi-
que d'une phase juvénile, se traduisant qualitativement par la présence d'acini
mixtes dBs lors bien remplis (Pl, VIIT, fig. c¢) et numériquement par de nom-
breuses spermatogonies (Pl, VIII, fig. c) et des ovocytes, d'un diamétre compris
entre 15 et 50 1, se retrouvant & la fréquence de un ou deux par acinus,

Par conire, les arinaux ayant subi une tentaculectomie présentent des
poussées ovoecytaires (Pl. VITI, fig. d) remarquebles par 1'apparition d'acini
nettement féminisés (Pl, VIIT, fig. d). Corrélativement, la lignée male régres-
se, bien gue toujours figurée par des spermatogonies (P1, VIII, fig. 4d).

Le calcul du nombre total d'ovocytes contenus dans des régénérats
de cet Age prélevés sur les deux types d'opérés permet d'établir une nette

différence (Tableau IV).

3 - Fixation sept mois apres la castration

La multiplication des acini fait que la gonade nouvellement édi-

fide chez les deux types d'opérés est & présent plus importante. L'ovotestis
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régénéré chez les castrats simples d'un tel Age montre 1'aspect typique d'une
phase juvénile avancée, Ainsi, 1'on peut noter 1'apparition de certains ovocy-
tes (Pl. IX, fig. a) plus volumineux qu'au stade précédent (70 n) et la pré-
sence de spermatogonies chez lesquelles les figures de mitoses sont assez fré-
quentes, Quantitativement, les ovocytes sont au nombre de un 2 deux par acinus
(P1., IX, fig. a), ce qui est assez semblable & ce que 1'on retrouve chez les
animaux d'élevage en phase juvénile avancée.

Chez les détentaculds, la pousade ovocytaire, amorcée précédemment,
¢'accentue & est i présent trés nette (PL, IX, fig. b, ¢, d). Elle se traduit
par une augmentation du nombre d'ovoeytes (Tableau IV). Ainsi, la plupart des
acini sont bourrés d'ovocytes volumineux (80 & 90 u de diamdtre). On peut méme
trés fréquemment en observer renfermant de véritables paquets ovocytaires (P1,
IX, fig. ¢). Les spermatogonies sont moins nombreusss Qe chez les castrds sim-
ples et les mitoses y sont peu fréquentes,

Ainsi, 11 semble que la privation des tentacules oculaires exerce

~

un effet quantitatif sur 1'ovogendse se déroulant dans la gonade néoformée.

s
i
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ITI - DISCUSSION e g
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La régénération germinale, étudide par LAVIOLETTE (1954 chez A. ru-
fus L. comporte plusieirs dtapes que 1l'on peut résumer ainsi :

- 1'épithélium du canal hermaphrodite est susceptible de proliférer

au niveau du plan de section

- le matériel épithélial ainsi accumulé est en mesure de perdre ses

caracteres de spécificité

- cette évolution cytologique prélude & une différenciation dans une

direction entidrement nouvelle et aboutit a la reconstitution du
tissu germinal.

Cet auteur pense que 1'origine des cellules de régénération est 1'épi-
thélium du canal hermaphrodite, mais il ajoute qu'une telle hypothése ne peut
8tre contrblée cytologiquement,

Cette possibilité de réédification d'une nouvelle gonade & partir de
1l'extrémité reséquée du canal hermaphrodite nous a permis de tester le rdle du
tentacule oculaire dans la réalisation de 1'ovogendse., En effet, la régénéra-
tion germinale n'avait jamais été envisagée en privant un individu d'un organe

présumé endocrine.
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Si une telle opération a mis en évidence 1'influence du tentacule sur
la lignée femelle, il ne semble cependant pas possible de faire disparaftre la
lignée mile quoique celle-ci scit en régression. Ainsi, le role du tentacule
oculaire sur la spermatogenise n'est pas totalement éclairci. Des fixations
plus tardives, alors que les castrés simples présenteront un ovotestis régénéré

pourraient o . N
adulte, permetire de connaftre le devenir de cette lignée & ce stade chez les

détentaculés castrés.

IV - CONCLUSION

L'ablation des tentacules oculaires pratiquée dss 1'éclosion chez

A. subfuscus déclenche un accroissement du nombre d'ovoeytes ; il en est de

méme lorsque 1'opération est pratiquée corrélativement & une castration. La
conade régénérée présente un plus grand nombre d'ovocytes que chez les témoins.
D'autre part, dans les deux types de tentaculectomie, la spermatogendse paraft
bloquée,

Ces résultats semblent démontrer que les tentacules oculaires d'A.
subfuscus exercent une action inhibitrice sur 1'ovogendse, au moins pendant la
phase juvénile : i n'autorisent pas cependant & conclure & un r6le hormonal de
ces organes. En effet, pour confirmer ou infirmer cette hypothfse il conviendra
de recourir & des implantations de tentacules ou & des injections d'extraits.

D'autre part 1'action des tentacules peut &tre indirecte et interve-
nir par 1l'intermédiaire du cerveau dont le rSle reste a étudier in vivo. Ces
recherches quil vréclament un grand nombre d'animaux de tous Ages n'ont pu &tre
entreprises.,

Une premisre étape a été abordée par la méthode des cultures organo-

typiques dont les résultats sont exposés dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE IV

ETUDE EXPERIMENTALE PAR LA METHODE DES CULTURES ORGANOTYPIQUES

INTRODUCTION

Grice & cette technique, nous avons tenté d'dclaircir les mécanismes

contrdlant 1'expression de 1'hermaphrodisme chez la limace A. subfuscus en

cultivant des gonades isolées ou assocides & des organes présumés endocrines.

T - TECHNIQUES DE LA CULTURE ORGANOTYPIQUE

1 - Isolement des animaux

Une semaine avant la mise en culture, les limaces sont isolées
dans des cristallisoirs stériles, dont le fond est recouvert de papier filtre
stérile, humidifié d'eau bidistillée stérile additionnée de Pénicilline
(100 000 UT pour 200 centimdtres cubes d'eau), Streptomycine (1 goutte pour
200 ml d'eau) et Polymyxine (50 000 U pour 200 cc d'eau). Papier filtre et eau
bidistillée sont renouvelés pendant la durde de 1'isolement. Ces conditions se
révélent absolument nécessaires, particulidérement chez les animaux ayant déja
atteint une taille assez importante ol, malgré ces précautions, la contamina-~

tion reste 1'une des causes majeures des difficultés rencontrées,

2 - Milieux de culture

Nous avons (1) testé les milieux gélosés Gq, G2 et Ch mis au
point par GOMOT et GUYARD (1967, 1969), ainsi qu'un milieu R. Ils sont dérivés
du milieu standard de WOLFF et HAFFEN (1952). Le jus d'embryon de poulet y est
remplacé par le milieu synthétique 199 de MORGAN, MORTON et PARKER{1950), mo-
difié et livré stérile par 1'Institut Pasteur. Ce milleu est complété par un
apport protéique constitué de peptones et d'un échantillonnage de vitamines
et d'oligoéléments représenté par un extrait de levure, également fourni par

1'Institut Pasteur.

(1) Cette étude a été réalisée avec la collaboration technique de Mme L. MEUNIER
puis de Melle N. DROUX. |
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De plus, BENEX (1965) ayant montré que les sulfamides peuvent inter-

venir dans la différenciation cellulaire d'explants d'A. glabratus, nous avons

réduit la fraction antibiotique du milieu, tout au moins chez les Jjeunes ani-
maux.

Nous avons également abandonné 1'emploi d'un antifungique, la fungi-
zone que nous utilisions lors de nos premidres mises en culture.

Adjoint au liquide de Tyrode adopté comme solution de base (milieu
Gl), le milieu 199 associé au liquide de Hanks (milieu Gp), de Chiarandini (mi-
lieu Ch) ou de Roach (milieu R) permet des survies de plus de trois semaines,
mais les milieux Gp et R se révélent le mieux convenir aux limaces.

La pression osmotique du milieu de culture doit &tre proche de la
valeur moyenne in vivo. Le pH est ajusté & 7,5 gréce & l'emploi de bicarbonate
de Soude. ROACH chez A. ater (1963) et BAILEY (1971) chez A. agrestis ont si-
gnalé des valeurs de pH légdrement supérieures chez ces limaces, mais les va-
riations individuelles sont importantes,

Chaque sali’®re regoit 7 gouttes de milieu gélifié, 6 gouttes de 1li-
quide physiologique, 100 UI de Pénicilline et 25 UI de Polymyxine (cette der-
nidre uniquement pour les animaux d'dge avancé).

Le milieu gélifié se compose de gélose (Difco) dissoute dans le li-
quide de Gey (1%). Une méme proportion de peptone (Difco) est ajoutée. La

composition du liquide physiologique varie avec le milieu utilisé.

TABLEAU V - Composition du liquide de Hanks.

°

NaHCO 0,35

é Composants ; Poids en grammes pour 1 litre de solution ;
é Rouge de Phénol 0,02 %
( Nacl : 8,00 )
é KC1 0,40 g
( cCaClp : 0,14 )
(( MgClp, 6 HpO 0,10 ;
( MgSOy, 7 HpO : 0,10 )
% NagHPOY, 2 HpO | 0,06 %
( KHoPOy : 0,06 )
E Glucose ' 1,00 g
( \
( )

ve oe oo
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TABLEAU VI - Composition du liquide de Roach

g Composants ; Poids en grammes pour 1 litre de solution ;
é NaCl ) 2,52 %
g KC1 : 0,26 g
CaClp, 6 Hy0 . 0,66
E MgSOy4, 7 HpO : 1,00 g
é NapHPOy j 0,03 g
( NaHCO% : 0,76 )
E NaOH : 0,064 g
( NapSOy : 0,53 )
E Glucose : 11,50 g

Les liquides physiologiques des milieux Go et R se composent ainsi:

- milieu 199 63 parties
- Bicarbonate de soude & 3 %o 85 parties
- Liquide de Hanks (pour le milieu G)
ou de Roach {(pour le milieu R) 850 parties
4 - Extrait de levure 2 parties

La composition finale des milieux Gp et R, neutres au point de vue

hormonal, est la suivante, les doses étant données pour une saliére :

- milieu gélifié 7 gouttes
- liquide physiologique 6 gouttes
-~ Antibiotiques

% Specilline G (Specia) 100 UT

% Polymyxine B (Pfizer) 25 UT

3 - Explantation et entretien des cultures

Si 1'anesthésie se révele obligatoire chez les 8pécimens d'assez
grande taille pour prélever les tentacules en extension et afin d'éviter les
contractions brutales accompagnées de rejets de mucus qui rendraient 1'animal
inopérable, elle n'est pas nécessaire chez les Jjeunes animaux, Avant dissection,
les individus sont passés & 1'alcool & 1l'aide d'un tampon d'ouate. Le préldve-
ment des organes a lieu le plus stérilement possible et s'effectue dans des
boftes de Pétri & fond de paraffine, 1l'animal épinglé étant immergé dans le

liquide physiologique de CHIARANDINTI (1964), déterminé & partir de dosages
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effectués chez Cryptomphallus aspersa Agassiz et dont la composition est fi-

gurde dans le tableau VII, ou dans celui de ROACH (1963) établi chez A, ater

(Tableau VI). La solution est toujours additionnée de Pénicilline, Streptomy-

cine et Polymyxine, employées aux mémes doses que pour 1'isolement.

TABLEAU VII - Composition du ligquide de CHIARANDINT.,

g Composants f Polds en grammes pour 1 litre de solution g
g NaCl : 6,45 g
( Kcl : 0,36 )
g CaClp, 2 Hy0 0,94 g
E MgS0y, 7 HoO : 0,86 %
( NaHCO+ . 1,54 )

Lorsque la taille de la gonade le permet, on préléve un fragment
témoin. Les cultures sont placées & 1'obscurité dans une étuve réglée & la
température de 20° C. Au début de la culture, il faut assécher les explants.

Le repiquage ne se révéle pas nécessaire.

4 . Comportement des explants en culture

Dans le cas des associations d'organes, la soudure s'effectue
assez rapidement.

Au bout de quinze jours, le tentacule oculaire reste sensible a la
lumigre et au contact des pinces, & la fixation, les cellules en collier mon-
trent toujours netitement leurs grains de sécrétion,

Selon GUYARD (19717, un maintien de quinze Jjours est une durée de
culture efficace & ne pas dépasser pour les ganglions nerveux.

La fixation des explants est échelonnée entre neuf et vingt-quatre
Jours,

Excepté chez les jeunes animaux, ou le taux de contamination est
pratiquement nul, la proportion d'infections peut atteindre 25 % aux stades
plus avancés ; particuliérement dans les cas d'associations avec les compleves
céphaliques ou les tentacules oculaires, ces derniers, organes externes, en

étant le plus souvent la cause,
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IT - RESULTATS

Les explants gonadiques cultivés ont essentiellement été prélevés

au stade juvénile (Pl, XI, fig. a), ol les deux lignées sont présentes.

1 - Culture de la gonade isclée cn milieu anhormonal

a) Explantation au Stade Immature (Stade 1)

o e ey ot o e 0 - S T o st e e Wy - — . Rin ma - = e —

De telles gonades Ggées de dix & vingt jours ont pu &tre
cultivées neuf Jours sur milieu R (Pl. X, fig. a).

La taille réduite des explants ne permet pas de préldvement de frag-
ments témoins. Les gonades de jeunes du méme Age provenant d'une méme ponte
sont alors utilisées comme témoins,

Au moment de 1'explantation, la gonade figurée sous forme d'amas
cellulaires bordant 1'artdre génitale ne renferme que des spermatogonies, au-
cun ovocyte n'étant discernable. Elle se trouve ainsi & un stade défini comme
étant le stade 1 (Pl, I, fig. a).

Neuf jours aprds la mise en culture, on peut constater 1'apparition
de quelques Jjeunes ovocytes pariétaux (Pl. X, fig. b). Ainsi, il se pourrait
qu'au stade 1, qualifié de mAle par SMITH et LUSIS, la glande génitale renfer-
me des cellules indifférencides susceptibles d'évoluer dans le sens femelle,

Néanmoins, de nombreuses spermatogonies sont encore présentes. Seule
une culture plus prolongée pourrait confirmer ce début de poussée femelle bien

que chez A, subfuscus la différenciation en spermatogonies étant trds précoce,

il serait utile depouvoir cultiver des embryons ou de prélever la gonade dés

1'éclosion.

b) Explantation en phase juvénile (Stade 2)

Chez les témoins, les deux ligndes gamétogénétiques sont re-
présentées et les ovocytes, de diamdtre compris entre 15 et 60 M, sont au nom-
bre de un & deux par acinus.

Cultivé vingt-quatre jours sur milieu Go (Pl. X, fig. c¢), 1l'ovotestis
Juvénile révele la présence de certains gros ovoeytes de 90 p de diamétre (PL.
X, fig. d). Par contre, le nombre d'ovocytes n'augmente pas et la spermatoge-

néme ne semble que peu affectée,
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¢) Explantation en phase femelle (Stade 5)

L'évolution en condition anhormonale d'un tel explant n'affec-
te aucunement celui-ci. Le nombre et la structure des ovocytes matures restent

inchangés apres vingt-quatre jours de culture sur milieu Go.

2 - Associations autologues de la gonade avec d'autres organes

a) Associations, en phase juvénile {(Stade 2), avec le complexe

Dans ce cas d'association triple (Pl. XI, fig. b), on rmmarque
apres quinze jours de culture sur milieu Go que 1'aspect histologique de 1'ovo-
testis est semblable & celui de fragments témoins. Il semble donc que dans la
différenciation sexuelle n'interviendraient que deux organes : le tentacule

oculaire et le cerveau.

b) Associations avec les tentacules oculaires

) Explantation en phase juvénile (Stade 2)

Apres quinze jours de culture sur milieu Go (P1. XI, fig. c),
ces explants gonadiques présentent une spermatogen2se active. Par contre, la
lignée femelle semble affectée, ce qui se tradult par 1l'apparition d'ovoeytes
en dégénérescence, reconnaissables & un début de vacuolisation du cytoplasme

(P1. XI, fig. d).
ﬁp Explantation en phase femelle (Stade 5)

Durant les quinze jours de culture sur milieu Go le ten-
tacule oculaire, prélevé au stade femelle, semble inefficace vis & vis de la
lignée femelle ; une telle association n'entrafnant aucune variation guantita-
tive ou qualitative (apparition d'ovocytes dégénérescent® ou nouvelle poussée

ovocytaire).

¢) Associations, en phase juvénile (Stade 2), avec le cerveau

Une gonade juvénile associde au cerveau (ganglions cérébroides
+ masse sous-oesophagienne) révile, au bout de quinze jours de culture sur mi-
lieu G5, la présence d'ovocytes de diamdtre supérieur & celui des témoins, plus
particuligrement en bordure des ganglions cérébroides (Pl., XI, fig. e). De plus,

quelques acini peuvent renfermer plusieurs ovocytes (Pl., XI, fig. f).
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IIT -~ DISCUSSION
Les résultats obtenus sont groupés dans le Tableau VIII,
TABLEAU VIII - Tableau récapitulatif des cultures effectudes

TC : association avec le complexe céphalique

TO : association avec les tentacules oculaires

C : assoclation avec le cerveau
g H % Associations autologues de la g
( : Gonade 1solée { gonade avec d'autres organes )

: : - ; \
E i i TC TO iC 3
E iStade 1iStade 2iStade 5iStade 2iStade 2iStade 5iStade 23
gNombre de cultures ; : E § : § g
(realisées ayant i ) i 5 P g i 91 oo 18 | 12 )
(présenté une survie} : : : : : : )
+ normale : H : : : H :
E : : : : : g

Durée de culture | : : : : : :

E (en jours) : 9 § 24 : 2k : 15 : 15 ; 15 15 2
é Evolution de la : § g g g
( lignée m8le par ¢ O § t 0 i 0 i : £ )
( rapport aux témoins: : : : H )
( . 3 Nombre : : : : : : )
(BPol o i oooytes:  + 1 o0 i o i o i - i o i 4
( ien bon éat * : : : : : : )
(femelle : - $ g + : : : )
(par rap- § Taille i : : : : - i : )
(port aux { des N o i +  i(en déed 0 i +
( témoins iovocytes i : : : nérescencg) : )

"Légende : O : méme état que les témoins
+ : augmentation
- @ régression

+ : Assez proche des témoins, mals variable selon les explants

A?rés neuf Jjours de culture sur milieu R, on aboutit dans une gonade
immature & 1'apparition de quelques Jjeunesbvocytes., Néanmoins, on ne peut par-
ler d'autodifférenciation ovocytaire comparable & ce qu'ont démontré chez les
Mollusques hermaphrodites STREIFF {(1967) chez C. sinensis et GUYARD (1969) chez
H. aspersa. Seule une culture plus prolongée pourrait permettre de déterminer

si cette poussée femelle s'accentue,
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Une manipulation & cffectuer serait de cultiver un fragment de canal
hermaphrodite juvénile isolé et d'étudier la régénération germinale ; elle
permettrait de se rendre compte de 1'état de la gonade nouvellement constituée
en conditions anhormonales et ainsi pourrait-on conclure sur 1'existence ou
non d'une autodifférenciation ovocytaire chez les Arionidés. Cependant, si la
durée prolongée (2 mois 1/2) de la culture risque d'8tre un obstacle & sa réa-

lisation, ce dernier pourrait 8tre surmonté grace a des repiquages successifs.

Si 1l'action du tentacule oculaire semble définie en phase juvénile
(Tableau VIII), il reste & confirmer son inefficacité en phase femelle par
1'association hétérologue gonade juvénile-tentacules oculaires "femelles", ren-
due complexe vu la difficulté d'obtenir & une méme époque des individus de

ces deux stades.

Le cerveau juvénile paralt déjx stimuler la lignée femelle (Tableau
VIII). Chez A. rufus Drap., BADINO (1967) admet qu'il serait également actif
& un stade que 1'on peut présumer mature, ce qui reste & confirmer étant donné

que cet auteur ne signale pas & quel stade il a réalisé ses explantations.

Ainsi, 1l nous reste a établir le rBle du tentacule oculaire et du
cerveau durant le stade 1 (Immatuire). Le cerveau infantile est--il déja actif 2
Selon QUATTRINI (1963), chez M, gagates, des animaux sacrifids dbs 1'éclosion
semblent déja présenter des processus neurosécrétoires.

De plus, il nous faudra également, par associations auto et hétéro-
logues, essayer de définir 1'action du tentacule et du cerveau lors de la pha-

se male.

IV - CONCLUSION

La méthode des cultures organotypiques nous a permis d'apporter quel-
ques éléments de réponse quant au rdole du tentacule et du cerveau dans la dif-

férenciation sexuelle d'A. subfuscus.

Le rdle du tentacule oculaire en phase juvénile semble bien résolu
il exerce un role inhibiteur sur 1'ovogendse. Cependant, on peut se demander
si cet organe possdde un rdle inhibiteur de la lignée femelle ou un role de
contrdle de cette dernidre par 1l'intermédiaire du cerveau qui, & ce stade,
paralt actif et dont il conviendra de déterminer la région efficace.

En phase femelle, le tentacule oculaire parait inefficace.
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Ces quelques résultats préliminaires complétés par les assoclations
autologues restant & effectuer déboucheront sur la réalisation d'associations
hétérologues qui devraient permettre de définir 1'action précise du tentacule

oculaire et du cerveau & un stade donné,

Si les cultures organotypiques confirment nos résultats obtenus in
vivo par ablations de tentacules oculaires, elles mettent en plus en évidence
un réle du cerveau ne pouvant &tre démontré in vivo, 1'ablation de cet organe

étant actuellement irréalisable.
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CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE

L'expérimentation in vivo et in vitro a permis de démontrer le rdle

inhibiteur du tentacule oculaire vis & vis de la lignée femelle durant toute
la phase juvénile.

Sonrble durant la phase immature reste & établir,

Le rBle du cerveau, essentiellemant abordable in vitro, doit &tre
précisé notamment en phase immature. In vivo, 1'injection de broyats sera &

envisager.

Ainsi, si 1'étude endocrinologique de la différenciation de la glan-

de hermaphrodite d'A. subfuscus démontre le rdle inhibiteur du tentacule ocu-

laire sur la lignée femelle, elle pose un probldme qui ne nourra 8tre résolu
que par la culture prolongée d'dbauches gonadiques. La sexuelisation dans le
sens femelle est-elle anhormonale, comme 1l'a montré GUYARD (1971). chez H. as-
persa, ou résulte-t-elle d'une action du cerveau qui semble qualitativement

actif en phase juvénile ?
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Figure 7 - Evolution pondérale moyenne d'A. subfuscus exposés dés 1'éclosion &

un photopériodisme différent.
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Les tentacules exercant une influence sur la gamétogentse, il €tait
normal de penser que, dans les conditions naturelles, la lumifre constitue le
stimulus qui intervient directement sur les processus présumés endocrines.
Dans ces conditions, nous avons testé 1'influence de 1'éclairement sur 1'ovo-

testis d'A. subfuscus. Nous avons réalisé, & température constante (15° C),

des élevages soumis d®s 1'éclosion & diverses vhotopériodes, & savoir : lumie-
re ou obscurité continues et lumi®re douze heures sur vingt-quatre (cette der-

nidre série pouvant 8tre considérée comme témoin),

I - METHODES

Des tubes néon sont utilisés comme source lumineuse. L'obscurité
continue est obtenue en enfermant les aquariums, contenant les individus en
expérience, dans une boite hermétiquement close. Le nettovage et le renouvel-
lement de la nourriture s'effectuent le plus rapidement possible et en lumidre
atténuée,

Les animaux, provenant d'une méme ponte, sont installés, & la tempé-
rature constante de quinze degrés centigrades, dans des chambres climatiques
que Monsieur BOURIQUET, Professeur de Biologie Végétale & la Faculté des

Sciences de Lille, nous a aimablement permis d'utiliser.

IT - RESULTATS

Les pesées et les fixations ont été effectuées cing, sept, huit et

dix mois aprés 1'éclosion.

1 - Influence sur la croissance pondérale

Les poids successifs des individus sont reportés dans le

Tableau IX, les courbes de croissance étant représentées sur la Figure 7.
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TABLEAU IX - Evolution pondérale d'animaux soumis, d>s 1'éclosion,

2 un photopériodisme différent.

Age de Poids du corps en grammes

( )
g 1'animal d¥0m§re . - ; 4%
( e mois | prma : T : L ) 0 )
PE—— 5 0,012 ' 0,012 | 0,012 )
E : : : : )

: : : )
N ) 3 P |
é 5 15 - - ¥ T N %
E 7 T ooz D 330 L 23 §
E 8 12 C 35 1 38 1 3 %
g 10 9 . 50 ., 53 , #3 ;

T : animaux soumis a 12 heures de lumigre par jour.
L : animaux exposés & une lumidre continue.

0 : animaux subissant une obscurité continue.

La lecture de la figure 7 aboutit 4’ la conclusion que les jours
longs semblent légdrement stimuler la croissance pondérale, alors que 1'obscu-
rité paralt entrainer un retard de cette méme croissance. I1 faut remarquer
gue ceci se rapproche de ce qui se nasse dans la nature ou la croissance a
essentiellement lieu en période de jour long.

Rapprochée des courbes réalisées & la suite de détentaculations
effectuées d®»s 1'éclosion, on peut considérer que si la courbe de croissance
des animaux subissant une obscurité continue est inférieure a4 celle des témoins,
il en était de méme a la suite de la privation de tentacules ol le phénoméne
était encore plus net.

Dans les deux cas, 1'influence éventuelle d'une variation dans la

prise de nourriture reste possible ; elle est délicate a préciser.

2 - BEffet sur la différenciation et la maturité sexuelles

a) Fixation cing mois aprss 1'éclosion

% Animaux soumis & douze heures de lumi2re par Jjour

Maintenues dans de telles conditions, les limaces présentent
une gamétogenése normale et leur gonade présente 1'aspect caractéristique d'une
phase juvénile avec la présence d'ovocytes en phase d'aceroissement, mesurant

de 15 a 50 n (P1l. XII, fig. a).
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¥ Animaux maintenus en lumiére continue

La glande hermaphrodite de tels individus renferme de tres
nombreux ovocytes en dégénérescence caractérisés par une coloration sombre,
un cytoplasme vacuolisé et un noyau parfois pycnotique (Pl. XIT, fig. b). Si
ce phénomene existe dans la nature et dans nos €levages, particuliirement en
fin de phase juvénile, il est nettement moins marqué que dans le cas présent
ol la presque totalité des ovocytes présente une telle évolution, La spermato-
gendse ne semble pas affectée, les spermatogonies étant toujours en nombre

important.
% Animaux subissant une obscurité continue

Trois des cing animaux fixés A cet Age montrent une ovoge-
nése plus développée qué chez les témoins tant au point de vue quantitatif que
gualitatif, des ovocytes de 50 p étant trds fréquemment retrouvés dans leur
glande génitale. De plus, leur spermatogenese est quantitativement en régres-
sion (Pl. XII, fig. c).

Les différences sont moins marquées dans 1'ovotestis de deux autres

limaces sacrifiées ol la lignée mAle apparait semblable & celle des controles.

b) Fixation sept mois apres 1'éclosion

Si elle confirme, chez les animaux exposés a une lumigre
continue, les observations effectuées 4 cing mois, par contre les variations
entre les témoins et les quatre individus placés & 1'obscurité ne sont que

peu marquées, seuls quelques ovocytes étant plus gros en absence de lumidre.

c) Fixation huit mois aprds 1'dclosion

Chez 1ss Arions exposés & douze heures de lumi®re par jour,
le stade histologique de la gonade est caractéristique d'un stade 3 (présence
de spermatocytes et de spermatides). Par contre, la glande génitale de tous
les expérimentés soumis & une lumidre continue & 1'aspect typique d'un stade 4
avec présence de spermatocytes, spermatides, spermatozoides et de quelques
ovocytes (P1l. XII, fig. d). C'est dire que la lumidre continue provogue une
maturité plus précoce chez les limaces.

L'ovotestis de trois animaux placés a 1'obscurité continue est assez

semblable & celui des témoins, celui d'un quatrieme étant encore au stade

Juvénile,
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d) Fixation dix mois aprzs 1'éclosion

L'aspect de la zlande hermaphrodite des individus exposés
4 une lumi®re continue est le méme que celui des témoins, caractéristique d'un
stade 4. Ainsi il n'est pas possible, malgré la maturité plus précoce, de
provoquer une ponte antitipée chez de tels animaux.
Les gonades des individus mis & 1'obscurité continue sont légirement
plus petites mais renferment néanmoins des spermatozoides et se trouvent donec

également au stade L.

% - Neurosécrétion

a) Les cellules en collier du tentacule oculaire

En microscopie optique, la densité des grains de sécrétion
paralt constante quelles que soient les conditions imposées, notamment chez
les individus exposés & une lumi®re continue et fixés & 1'Age de huit mois.

Cependant, seule une étude ultrastructurale permettrait d'établir
une éventuelle variation du nombre de ces granules en fonction a'un photopé-

riodisme imposé.

b) Le cerveau

Nous avons trouvé, par la méthode de CLARK, des cellules

Fuchsine Paraldéhyde positives dans cet organe et plus particuli®rement des
groupes de petites cellules dans la masse sous-oesophagienne d'animaux fixés
3 1'8ge de dix mois. Néanmoins, leur colorabilité par la fuchsine paraldéhyde
n'autorise pas & conclure qu'elles sont neurosécrétrices.

De plus, avant de définir un éventuel cycle neurosécrétoire sous
1'influence d'un photopériodisme différent, il conviendra de définir les dif-
férents types de cellules neuroséerétrices rencontrés ; SMITH (1967 ayant

chez A. ater trouvé de nombreuses cellules neuroséerétrices cérébrales.

ITY - DISCUSSION

SMITH (1966) sur A. ater, soumet des animaux & une lumidre continue,
sous différentes conditions de température, mais ses expériences débutent sur
des individus déji Agds et sont plus bréves. De plus, il n'est parfois pas
aisé d'y discerner 1'effet de la température et du photopériodisme. Ainsi, ses
résultats sont difficilement comparables aux ndtres, 1'expérimentation du pré-

sent travail ayant commencé dés 1'éclosion.



Par contre, HENDERSON et PELLUET (1960) obtiennent chez D. reticula-
tum par application d'une lumi®re continue la formation de spermatocytes binu-
cléds et de spermatides multinucléées. Ils signalent également 1'apparition
d'ovogonies & cytoplasme vacuolisé. Une remise dans des conditions normales
des individus chez lesquels ces changements ont été induits provoque, en six
semaines, un retour & 1'état normal de la gonade. M8me si 1'on considire que
la maturation de ce Limacidé survient plus rapidement que chez les Arionidés,
il n'en reste pas moins qu'il vy a stimulation de 1la lignée mile, ce qui se
rapproche de nos observations & huit mois & savoir une maturité mile plus
précoce., De plus, 1'apparition d'ovogonies a cytoplasme vacuolisé peut &tre
comparée & la présence d'ovocytes dégénérescents, retrouvés trds fréquemment

en phase juvénile chez des animaux subissant une lumiZre continue,

L'effet de 1'obscurité continue a été étudié par SMITH (1966) chez
A, ater, sous différentes conditions de température. Il obtient & 10° C un
retard de maturation et & 25° C un aspect normal de la glande hermaphrodite
cependant marquée par une résorbtion des cellules contenues dans les acini.
Dans le premier cas, 1l'auteur attribue ce retard & 1'effet de la température.
Dans le second cas, la mortalité est importante (60 %) et 1l'effet d'une telle
température tout & fait anormale doit 8tre prépondérant car des animaux éle-
vés & 25° C et recevant seize heures de lumidre par jour donnent une réponse
semblable, Le seul cas comparable & notre expérimentation est celul ou les
animaux sont placéds & une température constante de 18° C en complite obscurité,
Dans de telles conditions, SMITH obtient une maturation plus précoce que dans
la nature, ce qui diffdre de nos résultats pulsque la maturation semble sur-
venir chez nos expérimentés au méme Age que chez les témoins.

Nos résultats obtenus & la suite de 1l'application d'une lumitre
continue montrent que la photopériode exerce une influence sur le déroulement
de la gamétogendse.

Par contre, les observations effectudes sur des animaux mis & 1'obs-
curité n'aménent que peu de précisions aprds cing mois ; on aurait en effet
pu s'attendre i ce que cette dernisre favorise 1'ovogenése, les pontes ayant
lieu en période de jours courts. Les nettoyages répétés, bien qu'effectués
rapidement et en lumidre atténuée, ont pu fausser 1'expérimentation. T1 n'est
ainsi pas possible de vérifier si 1'obscurité continue a le méme effet qu'une
ablation de tentacules oculaires, quoique la fixation & cing mois paraisse se

traduire par un début d'accélération de 1'ovogendse.



On pourrait penser que la lumigre stimule les cellules en collier
du tentacule oculaire. Ainsi, le r0le prépondérant de cet organe en phase Jju-
vénile expliquerait 1'apparition d'ovoeytes en dégénérescence et 1'apparition
d'une maturité mile précoce., Cependant, un éventuel effet de la lumi’re sur
le cerveau n'est pas & rejeter; il pourrait peut-8tre expliquer 1'apparition
d'un stade 4 précoce avec présence de quelques ovocytes de 90 Boa 8 mois. Il

n'est ndammoins pas possible de faire apparaitre une phase femelle précoce.

Ainsi, un éclairement permanent déterminant une dégénérescence ovocy-
taire en phase juvénile, on peut émettre l'hypothése que la lumidre, dans les
conditions naturelles, tout au moins durant ce stade, exerce une influence

inhibitrice sur 1'ovogen2se.

IV - CONCLUSION

.

Les résultats obtenus dans les expériences poursuivies en lumiére
continue semblent confirmer ceux enregdistrés apres détentaculation ; en effet,
pendant la phase juvénile, dans le permier cas on asssbte & une inhibition de
l'ovogenése et dans le deuxi®me a une stimulation. On pourrait donc penser
que la lumiere agisse sur le tentacule oculaire en renforcant 1'activité inhi-
bitrice des cellules responsables de cette action,

Par contre, 1'influence d'une obscurité continue est plus difficile-
ment interprétable, ce qui est vraisemblablement di & la difficulté d'obten-
Hon d'une obscurité continue parfaite.

Les changements induits dans la gonade des Arionidés, animaux noc-
turnes, sont imputables aux altérations de la durde de la période lumineuse
mails on ne peut encore conclure définitivement a 1'influence de la photopé-

riode sur la différenciation et la maturation sexuelles des limaces.
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CONCLUSION GENERALE ET DISCUSSION

Quoique le développement de 1'ovotestis puisse &tre influencé par
des facteurs externes tels que 1'humidité (ROSENWALD, 1927 ; LUSIS, 1966) et
la température (LUSIS, 1966), cette dernire retardant si elle basse le déve-
loppement des deux sortes de gamstes et ayant, si elle est élevés, une action
défavorable sur les deux lignées et plus particulidérement la lignée femelle,
le déterminisme de la différenciation sexuelle chez les Arionidés apparafit

comme étant de nature endocrine.

L'influence du cerveau reste & préciser. PELLUET et LANE (1961)
puis PELLUET (1964) avaient conclu, & la suite d'injections de broyats chez
A. ater, A,subfuscus et Milax sp. & son action féminisante. BADINO (1967),

par la méthode des cultures organotypiques paraft confirmer ce rdle chez des
A. rufus Drap. adultes. Nos résultats obtenus in vitro semblent montrer qu'il
serait également actif en phase juvénile, son r6le au stade immature restant
inconnu. Cependant, seule la réalisation, in vivo, d'ablations de cet organe

permettrait de vérifier son rdle présumé.

Le rdle du tentacule oculaire a été plus discuté. PELLUET et LANE
(1961) et PELLUET (1964), & la suite d'ablations et d'injections de broyats

réalisdes chez A, ater, A. subfuscus et Milax sp. émettent 1'hypothdse qu'il

séeréterait une hormone inhibitrice de 1'ovogendse et stimulatrice de la sper-
matogenese, Chez les jeunes individus son action prédominerait celle de 1'hor-
mone cérébrale qui serait féminisante. Cette derni®re augmenterait ses poten-

tialités, au moment de la poussée de maturité sexuelle, permettant ainsi le

développement des ovocytes.

GOTTFRIED et DORFMAN (1969) aprds avoir isolé de la glande génitale

d'A. californicus deux stéroides (Dehydroepiandrostérone, ll—ké%éstostérone)

interpratent 1'évolution de 1'ovotestis de la fagon suivante : le facteur
tentaculaire contrBle la phase mile et sa décharge est conditionnée par les
stéroides de la gonade. Ils pensent d'autre part que les plantes seraient la
source des stéroides et dtayent leur hypothése sur le fait que la capacité de
biosynthese des stérols et des stéroides est limitée chez les Mollusques. Or,

ces stéroides seraient essentiels,
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Ces mémes auteurs, & la suite de nouvelles expériences d'injections
de stéroides (1970) considérent le tentacule oculaire comme un régulateur du
développement de la gonade. L'ablation de ces organes provogue une spermato-

genase précoce,

Nos résultats paraissent étayer 1'hypoth®se de PELLUET et LANE re-
lative & 1'existence d'une substance d'origine tentaculaire exergant une in-
fluence inhibitrice sur la lignée femelle. Lesopérations réalisées in vivo,
sur la gonade en croissance ou en cours de régénération, démontrent le rdle
inhibiteur du tentacule oculaire sur 1'ovogendse en phase juvénile, Par contre,
cet organe semble inefficace en phase femelle. Ainsi, on pourrait émettre

""normone" tentaculaire diminuerait progressivement

1'hypothése que le taux d
au cours de la vie pour devenir nul au moment du stade femelle, Les résultats
obtenus en culture organctypique confirment le rdle inhibiteur exercé par le
tentacule oculaire sur 1'ovogense,

Par contre, in vivo ou in vitro, il a été impossible de mettre en

évidence un effet stimulateur net sur la spermatogendse comme le prétendent
PELIUET et LANE.

I1 reste néanmoins 2 préciser comment agit le tentacule : son effet
inhibiteur sur 1'ovogendse est-il direct ou s'effectue-t-il par 1'intermédiai-
re du cerveau sur lequel il pourrait avoir un rdle de contrble ?

L'influence du tentacule a également été envisagde chez d'autres
Gastéropodes. L'expérimentation a apporté des résultats différents quant &
son role dans le contrble de la gamétogendse., Ce dernier a été bien établi
par CHOQUET et GUYARD,

CHOQUET (1969) a démontré que le tentacule de P. vulgata était inhi-
biteur de la lignée mAle. En effet, en effectuant en culture 1l'association de
tentacules oculaires A des gonades prélevées & différents stades, il empéche
toute reprise de la spermatogen=se.

Pour GUYARD (1971), le facteur d'origine tentaculaire a, chez
H. aspersa, pour effet principal d'inhiber la tendance des gonocytes & 1'auto-
différenciation ovocytaire, celle-ci ne se manifestant pas si la gonade est
associée aux tentacules oculaires.

D'autre part, STREIFF (1966) chez C. sinensis puis LEBRETON (1969)
et LUBET et STREIFF (19€9) chez C. fornicata et Littorina littorea L., démon-

trent son intervention dans la différenciation du tractus génital.
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Ainsi, le rBle du tentacule chez les Gastéropodes apparalt trés va-
riable suivant 1l'espdce étudiéde. Néanmoins, il semble Jjouer un rdle inhibiteur

dans la gamétogenase,

En conclusion, une étude ultrastructurale est nécessalre chez les
Arionidés. Elle permettra de bien définir le stade immature, & la suite de
quoi il sera possible d'expérimenter en culture quant au réle du tentacule
oculaire & ce stade., De plus, 1'action du cerveau au cours du cycle vital
devra 8tre précisée, Dds lors, il faudra envisager des opérations accompagnées

ou non d'injections de broyats de ces deux organes.
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PLANCHE I

Evolution de 1'ovotestis d'A. subfuscus.

Stades

(Rouin

Fig. a

Fig, b

Fig. ¢

Fig. d

let?2

Hollande, Hémalun-Eosine)

- Gonade d'animal au Stade Immature (St. 1).
Les acini sont nettement délimités et disposés le long de la
paroi de 1'artdre génitale (a.g.). Ils renferment des sperma-

togonies.

- Gonade d'animal au Stade Juvénile (St. 2).
Les deux lignées coexistent dans les acini.

Remarguer un jeune ovoeyte et une mitose spermatogoniale (fléches).

- Ovogonic et spermatogonies dans la gonade juvénile (st. 2).
Observer une ovogonie (fldche) moins colorable et de taille supé-

rieure aux spermatogonies,

- Gonade d'animal en fin de phase Jjuvénile (St. 2).
Noter la présence d'un ovocyte, & cytoplasme vacuolisé, en début

’ s

de dégénérescence,






PLANCHE 1T

Evolution de 1'ovotestis d'A. subfuscus.

Stade 4

(Bouin Hollande, Azan (a, b, c¢), Hémalun-Eosine (d, e, f)).

Fig., a - Gonade d'animal en tout début de Stade 4,

Les spermatocytes (sc) et les spermatides (st) sont disposés

autour d'une cellule nourricidre.

Fig. b - Gonade d'animal en début de Stade 4.

Remarquer quelgues spermatozoides attachés & une cellule nour-

ricitére (fléche).

Fig., ¢, d, &, f - Gonades d'animaux en Stade 4 avancé.

¢}

Noter la présence d'un ovocyte et de spermatozoides.
a.g ¢ artére génitale

c.h ¢ canal hermaphrodite

Observer la disposition des spermatozoides autour d'un ovo-

cyte (fléche).

Les spermatocytes et les spermatides sont présents dans la

gonade et les spermatozoides nombreux,

Remarquer la disposition des spermatozoides en faisceaux.






PLANCHE TIII

Evolution de 1'ovotestis d'A. subfuscus.
Stades 5 et 6.
(Bouin Hollande, Hémalun-Eosine (a), triple coloration de Prenant

(b, ¢, d)).

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Gonade d'animal au début de la phase femelle (St. 5).

Quelques rares spermatozoides n'ont pas été éliminés,

Gonade d'animal en phase femelle (St. 5).

Les acini renferment généralement un ovocyte.

Gonade en fin de phase femelle (St. 5).
Remarquer les trois stades d'évolution : acinus renfermant
un ovoeyte, acinus vide (1'ovocyte a été pondu), acinus ob-

turé par les cellules nourricieres (fldche).

Gonade d'animal au stade atrophie (St. 6).

Les acini s'oblit®rent. On ne retrouve aucun gamete,






PLANCHE v

Etude histologique du tentacule oculaire d'A. subfuscus.

(Bouin Hollande sans acide acétique - Coloration de Clark).

Fig., a - L'extrémité du tentacule oculaire.
Les neurones périphériques (n.p) au ganglion central digité
(ged) envoient des axones dans la masse fibreuse centrale
(fléches).,

C.C ¢ cellules en collier,

Fig. b - Localisation des cellules en collier,
0 : Qeil

C.C : cellules en collier,

Fig, ¢ - Localisation des cellules latérales.
Noter leur taille inférieure a celle des cellules en collier

(cf. Fig. e).

Fig. d - Détail des cellules en collier,
Les granulations cytoplasmiques sont sphériques et les

cellules possedent des prolongements.

Fig. e - Cellules en collier d'un jeune animal.,

Les granulations sphériques sont en nombre important.

Fig. f - Cellules en collier d'un animal en phase femelle.
Les granulations sont moins nombreuses que chez le jeune

animal,






PLANCHE V

Etude histologique de la gonade d'A. subfuscus détentaculés deés

1'éclosion et fixés & 1'Age de trois mois.

(Bouin Hollande, Hémalun-Eosine).

Fig. a - Gonade d'un animal témoin.

Présence de spermatogonies (sp) et d'un ovoecyte (fliche)
par acinus.

Fig. b, ¢, d - Gonades d'animaux opérés,

Remarquer les trois stades d'évolution : acini & prédominance
femelle plus ou moins marquée (fig. b et ¢) et acinus totale-
ment féminisé (fig. d).






PLANCHE VI

Etude histologique de la gonade d'A. subfuscus détentaculés dés

1'éclosion et fixés & 1'Age de trois mois (Fif. a, b, c¢) et de

détentaculés en phase juvénile fixés apres un mois d'expérimen-

tation (Fig. d).

(Bouin Hollande, Hémalun-Eosine).

Fig.

Fig.

Tig,

Apparition d'ovocytes de diam®tre nettement supérieur &

celui des témoins (Cf. Pl, V, fig. a).

Acinus renfermant trois ovogonies (fl&ches).

Stades de préméiose ovocytaire (flaches).

Poussée de jeunes ovoeytes pariétaux dans la gonade d'un

animal détentaculé en phase juvénile, apres un mois d'ex-

périmentation.






PLANCHE VIT

Etude histologigue de la gonade d'A. subfuscus détentaculds dds

1'éclosion et fixds 2 1'8ge de huit et dix mois.

(Bouin Hollande, Hémalun-Eosine (a, b, c¢) - Triple coloration de

Prenant (d, e) - Carmin de Best (f)).

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

a - Gonade d'un animal témoin Pixde d 1'Age de huit mois.
Des spermatocytes et guelques spermatides (fléche) sont

présents,

b - Gonade d'opéré fixée & 1'Age de huit mois.

Remarquer 1'apparition de volumineux ovocytes.

- Gonade d'un animal témoin fixée & 1'4ge de dix mois.

Q

Tous les stades de la spermatogenése sont observables
spermatocytes, spermatides, spermatozoides.
d et e - @Gonades d'opérés fixdes 2 1'8ge de dix mois.

d - Les ovoeytes d'un diamdtre de 90 1 sont fréquents, certains
acini sont féminisés. Les spermatogonies sont assez peu

nombreuses,

- Aspect d'un gros ovocyte apparu & la suite de la déten-

[

taculation.

f - Glande de 1'albumine d'un opéré fixée & 1'4ge de dix mois.
Noter la présence d'amas de galactogéne (fléche), mis en

évidence par le Carmin de Rest.






PLANCHE VIII

Etude histologique de la régénédration germinale chez A, subfuscus

apres castration précédée ou non de détentaculation.

Fixations deux mois et deml et quatre mois aprés opération.

(Bouin Hollande, Hémalun-Eosine).

Pig.

Fig.

Pig.

Fig.

Régénérat de deux mois et demi obtenu aprés castration simple,
Cartalnes cryptes commencent & se remplir de cellules ger-
minales., D'autres renferment déja des spermatogonies et des

ovocytes (fldche).

Régénérat de deux mois et demi obtenu aprés castration pré-
cédée de détentaculation.
Noter la présence d'acini renfermant plusieurs jeunes ovo-

cytes (fldches).

’ z

Régénérat obtenu au bout de quatre mois chez un castrat simple.

Certains acini sont mixtes et tous sont des lors bien remplis,

Régénérat de quatre mois prélevé chez un animal détentaculé
puls castré.

La poussée ovocytaire se traduit par la présence d'acini
nettement féminisés (fliche) et d'ovoeytes plus gros que
chez les castrats simples.

Néanmoins, les spermatogonies sont toujours présentes.
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PLANCHE IX

Etude histologique de la régénération germinale chez A. subfuscus

apréds castration précédée ou non de détentaculation,
Fixations sept mois aprés opération.

(Bouin Hollande, Triple coloration de Prenant).

Fig. a - Aspect d'une gonade régénérée chez un castré simple,
Les spermatogonies sont nombreuses et les ovocytes géné-

ralement retrouvés & la fréquence d'un par acinus.

Fig. b - Vue d'ensemble d'un régénérat d'animal détentaculé puis
castré.

La gonade est nettement féminisée.

Fig. ¢ et d - Détails de la figure b.
Certains acini renferment plusieurs ovocytes, d'autres

sont complétement féminisés,






PLANCHE X

Etude histologique de gonades d'A. subfuscus cultivées isolément.

(Bouin Hollande, Triple coloration de Prenant (a, b) - Hémalun-

Eosine (e,d)).

Fig. a - Aspect d'ensemble d'un explant prélevé sur un animal Agé
de vingt jours et cultivé neuf jours sur milieu R.

a.g : artére génitale.

Fig. b - Remarqguer 1'apparition de jeunes ovocytes pariétaux (fliches)
dans une gonade au stade immature, aprés neuf jours de cultu-

re sur milieu R.

Fig. ¢ - Aspect d'une gonade juvénile apras vingt quatre jours de
culture sur milieu Gg.

Noter la présence de gquelques gros ovocytes.

Fig. 4 - Gros ovocyte apparu dans une gonade Jjuvénile cultivée vingt-

quatre jours sur milieu Go.
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PLANCHE XI

Etude histologique de gonades juvéniles d'A. subfuscus cultivées

quinze jours sur milieu Gp associées au complexe céphalique, aux
tentacules oculalres ou au cerveau,
(Bouin Hollande, Hémalun-Eosine (a, b) - Triple coloration de

Prenant (¢, 4, e, f)).

Fig. a ~ Aspect d'une gonade juvénile,
Remarquer la présence des deux lignées gamétogénétigues

et les mitoses spermatogoniales (fléche).

Fig. b - Association autologue de la gonade juvénile avec le complexe
céphalique,

L'ovotestis reste au stade juvénile.

Fig., ¢ - Association autologue, en phase juvénile, de la gonade avee

les tentacules oculaires (t.o).

Fig. d - Méme association & un plus fort grossissement,
Noter un ovocyte dégénérescent (fliche) en bordure du

tentacule oculaire (t.o).

Fig. e - Association autologue, en phase juvénile, de la gonade avec
le cerveau.
En bordure des ganglions cérébroides (g.c), les acini sont

féminisés.

Fig., £ - Détail de la figure précédente,

Remarquer un acinus renfermant quatre ovocytes (fliche).
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PLANCHE XIT

Etude histologique de la gonade d'A., subfuscus soumis, d2s 1'éclosion,

4 diverses conditions d'éclairement,

(Bouin Hollande, Hémalun-Eosine),

Fig. a, b, ¢ - Fixations & 1'4ge de cing mois.

a

Q

Exposition & douze heures de lumicre par jour.
Spermatogonies et ovocytes en phase d'accroissement rem-

plissent les acini.

Exposition & la lumiére continue.

Noter la présence de nombreux ovocytes en dégénérescence.

Tmposition d'une obscurité continue.
Des acini renferment plusieurs ovocytes, la lignée male

est peu représentée,

Gonade d'un animal de huit mois soumis & une lumiére
continue.
Elle se trouve au stade 4. Y remarquer la présence de

spermatozoides (flache).








