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AVANT -PROPOS

Avant de commencer l'exposé de ce travail réalisé au Laboratoire
de Biologie Animale de 1'Université des Sciences st Techniques de Lille, il
m'est particuliérement agréable de remercier Monsieur le Professeur M. DURCHON,
Membre Correspondant de 1'Académie des Sciences, qui m’a proposé dans le cadre
du Laboratoire Associé au C.N.R.S. n® 148 (Endocrinoclogie comparée des Inver-
tébrés), dont il est le Directeur, un sujet de recherches relatif aux limaces.
Il m'a accueilli dans son laboratoire et a accepté de diriger meé travaux. Je
lui suis trés reconnaissant d’avoir suivi avec sollicitude mes premiers pas
de chercheur en me faisant bénéficier de sa grande compétence. Généreux de son
temps et de ses connaissances, il n'a jamais cessé de témoigner un vif intérsét
& mon travail et par ses conseils éclairés, ses critiques et les corrections
apportées a mes manuscrits m'a été d’'un précieux soutien. Ma gratitude & son
égard est profonde et sincére. .

Mes plus vifs remerciements vont également & Madame M. MARTODJA,

Maltre de Recherche au C.N.R.S., gui a bien voulu accepter de me parrainer au
C.N.R.S. Sa parfaite connaissance des Gastéropodes m'a aidé & mieux saisir
les problémes posés par les Mollusques hermaphrodites.

Monsieur le Professeur J. JOOSSE de la Vrije Universiteit d’'Amster-
dam m'a, malgré ses nombreuses occupations, fait 1'honneur d'accepter de par-
ticiper & ce Jury. Ses recherches sur la limnée, ainsi gue celles de ses col-
laborateurs, représentent pour les melacologistes du monde entier un guide
particuligérement précieux. Qu'il veuille trouver ici 1'expression de ma res-
pectueuse considération. .

Je suis tres sensible & l'honneur que me fait l'un des pionniers de
la culture organctypigue chez les Mollusques, Monsieur le Professeur W. STREIFF,
Directeur de 1'U.E.R. de Biologie de l'Université de Caen, en consentant & juger
ce travail. C'est l'analyse de ses travaux relatifs & la sexualité des Gastéro-
podes Prdsobranches gui m'a communigqué le désir d'expérimenter sur les Mollus-
ques. Je lul exprime, avec ma profonde admiration, ma respectueuse gratitude.

Monsieur le Professeur L. GOMOT de la Faculté des Sciences et des
Techniques de Besangon a accepté de faire partie de ce jury. Son expérimenta-
tion Zn vitro chez le Pulmoné Helix aspersa et ses mises au point régulidres
ont contribué & améliorer mes connaissances sur les Gastéropodes. Qu'il soit

assuré de mon profond respect.
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Je suis particulierement reconnaissant & Monsieur le Professeur
A. RICHARD, de l'Université de Lille, de siéger & ce jury et de me faire
profiter de son grand savoir sur la biologie des Mollusques et plus parti-
culierement celle des Céphalopodes.

Monsieur le Professeur M. PORCHET, Directeur de 1'U.E.R. de Biolo-
gie de 1l'Université de Lille et spécialiste de l'endocrinologie des Annélides
a bien voulu's'intéresser 8 ce travail et se joindre & mon jury de Thése. Je
l'’en remercie treés vivement.

A ces remerciements, Jj'associe tous les membres du Laboratoire de
Bioclogie Animale qui ont su créer autour de moi une ambiance de chaude cama-
raderie et m'ont aidé, chacun a leur fagon, & mener & bien ce travail. Monsieur
G. MONTAGNE s'est occupé des techniques de microscopie et & certaines épogues
de l'entretien des élevages. Mesdemoiselles N. DROUX et M. HERIVEAUX, ainsi
que Madame M.-Ch.. SLOMIANNY m'ont aidé avec dévouement et compétence dans les
taches ingrates que nécessitent les cultures organotypigques. Madame F. BONET
a assuré avec gentillesse l'essentiel de la dactylographie de ce mémoire et, par
ses initiatives judicieuses, m'en a facilité la réalisation. Madame Y. HIMPENS
a effectué une partie de la dactylographie ; Monsieur G. HIMPENS a confectionné
les dessins ; Madame A. AUGER et Monsieur D. LAZARECKI se sont chergés des re-
productions photographiques. Que tous soient assurés de mon amicale reconnais-
Sance.

Enfin, je ne saurais oublier ma compagne Agnés. Par sa présence &

mes cBtés et son aide efficace, elle a grandement contribué & la présentation

de cet ouvrage.




"La marche de l’expérience est st lente, qu'un physi-
cien qui voudrait attendre pour publier le résultat
de ses travaux qu'il en fiut emtiérement satisfart,
risquerairt d'arriver au bout de sa carriére sans
avoir rempli la tdche qu'il s'était imposée et sans
avoir rien fait pour la science et pour la soctété ;
1l faut donc auvoir le courage de dommer des choses
imparfaites, de renoncer au mérite d'avoir fait tout
ce qu'on pouvait faire, d'avoir dit tout ce qu'on
pouvait dire ; enfin savoir sacrifier son amour-propre
au désir d'étre utile et d'aceélérer le progrés des
sciences”

LAVOISIER

(Premier Mémoire sur la destruction du diamant, 1772).
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INTRODUCTION




L'intérét des chercheurs s'est porté depuis plus d'un siécle sur
les Mollusques hermaphrodites gqui semblaient se préter & des études intéres-
santes sur les problemes de reproduction et de différenciation sexuelle.

L'endocrinologie des Mollusques, gui a pris naissance en 1935 avec
la description par B. SCHARRER de cellules neurosécrétrices dans les ganglions
cérébrolides des Opisthobranches Aplysia limacina, Aplysia depilans et Pleuro
branchea meckeli, a eu un départ plus lent et plus tardif que celle des Insec-
tes, des Crustacés et des Annélides. En effet, de nombreux problémes (corps
contractile, production de mucus et présence chez certaines espéces d'une co-
quille) se sont posés au niveau des interventions chirurgicales ; ils ont
longtemps retardé le développement de 1'endocrinologie expérimentale dans cet
embranchement. Il a fallu attendre LAVIOLETTE (1954 a et b) et ses expérien-
ces élégantes et minutieuses chez plusieurs espéces de limaces pour vérita-
blement enregistrer une approche purement expérimentale. Depuis, et plus par-
ticuliérement au cours de ces quinze derniéres années, le développement de
techniques nouvelles (anesthésie, cultures organotypiques, mises au point de
techniques chirurgicales fines, cautérisations locales du systéme nerveux)
a8 permis l'essor de l'endocrinologie de la reproduction des Mollusgques al
de grands progres ont été réalisés malgré les difficultés rencontrées.

En ce gui concerne les Gastéropodes Prosobranches et Pulmonés, les
recherches entreprises dans plusieurs laboratoires (Amsterdam, Bangor, Besan-
gon, Caen, Lille, Minster, Rochester) ont enrichi nos connaissances dans le
domaine de 1l'endocrinologie sexuelle ; elles sont essentiellemen§ relatives
a8 la différenciation et au fonctionnement de la gonade et du tractus génital.

Si 1'étude des mécanismes endocriniens contrélant 1'hermaphrodisme
et le fonctionnement génital avait été entreprise chez divers Gastéropodes
(recherches de STREIFF, GOMOT, GUYARD et JOOSSE), peu d’analyses expérimenta-
les avaient jusqu’'ici été tentées chez les limaces ol un travail initial réas-
lisé par PELLUET et LANE (1961) puis par PELLUET (1864) chez Arion ater,
Arion subfuscus et Milax sp. avait permis de prendre conscience d'une possi-
ble influence du complexe céphalique tentacules oculaires - cerveau dans la
différenciation sexuelle et le fonctionnement de la gonade des limaces.

Reprenant une expérience facile & réaliser, l'ablation des tenta-
cules oculaires, qui avait été effectuée dés 1764 par SPALLANZANI chez 1l'es-
cargot et en 1771 par VOLTAIRE qui s'était livré & des amputations de la
"téte" chez les limagons et les "limaces incoques”, PELLUET et LANE avaient

montré que cette opération provoquait un accroissement du nombre d'ovocytes
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dans la gonade des opérés. A la suite d'injections d'extraits tentaculaires,
cérébraux ou mixtes & des animaux privés ou non de leurs tentacules, ils
concluaient & l'influence d'un systéme neuro-endocrinien sur le développe-
ment de la gonade et émettaient 1'hypothése de l'intervention de deux hormo-
nes : un facteur cérébral contrdlant la production d’ovocytes et un facteur
tentaculaire inhibiteur de 1l'ovogenése et stimulateur de la spermatogenése.
Selon l'interprétaticn de ces auteurs, les deux substances seraient produi-
tes chez le jesune, mais ces animaux étant protandres. l'hormone tentaculaire
prédominerait alors sur l'hormone cérébrale féminisante. Le taux d'hormone
cérébrale augmenterait au moment de la maturité sexuelle permettant ainsi le
développement des ovocytes qui atteignent alors leur grande taille caractéris-
tigue.
Cependant, les expériences de PELLUET et LANE manquaient de préci-
sion et leurs résultats s'opposaient & ceux de GOTTFRIED et DORFMAN (1870)
qui obtenaient chez de jeunes Ariolimax ecaliformicus tentaculsctomisées de-
puis vingt-et-un jours un développement accéléré de la spermatogenése pouvant
étre corrigé par injection d'extrait tentaculaire. Ces deux raisons nous ont
conduit & reprendre ces expériences et & les compléter en tenant compte de la
possibilité de régénération germinale chez les limaces et en effectuant des
cultures organctypigues pour tenter de discernmer les rfiles respectifs des
tentacules oculaires et du cerveau au sujet desguels les hypothéses retenues
étaient contradictoires et permettaient de formuler trois guestions : -
- Le tentacule oculaire émet-il une substance inhibitrice de 1'ovogenése ou
de la spermatogenése ou agit-il comme un simple régulateur du développement
de la gonade ?
- Le cervsau intervient-il dans la différenciation sexuelle et dens le fanc-
tionnement de la gonade ?
- 31 ces organes sont actifs, le sont-ils durant toute la vie de l’animal ?
C'est dans ce cadre de recherches gue nous avons poursuivi nos tra-
vaux en nous intéressant, sur les conseils de Monsieur DURCHON, & un Arionidé.
Notre choix s’est porté sur Arion subfuscus, Gastéropode Pulmoné terrestre,
dont 1'hermaphrodisme naturel en faisait un matériel de choix pour 1'étude
des problémes concernant la différenciation sexuelle et le fonctionnement de
la gonade.
Nous ne pouvions tenter d'apporter une réponse aux guestions pasées
que par une approche expérimentale.
Celle-ci nécessitait tout d'abord la mise en place d’'un élevage per-
mettant l'obtention d'animaux d'dge connu ; la partie Matériel et Technigques

y sera en partie consacrée.




Une fois résolu le probléme de 1'élevage, un tel travail exigeait
une bonne connaissance du cycle sexuel de cette limace. Celui-ci fait l'ob-
jet de la premiére partie de cette thése ol sont regroupées les données in-
dispensables & une meilleure compréhension du déroulement de notre expérimen-
tation et & l'interprétation des résultats expérimentaux.

La deuxiéme partie de ce travail est consacrée au déterminisme de
la différenciation sexuelle et du fonctionnement de la gonade. '

’ L'étude expérimentale comprend deux volets : le Chapitre I concerne
l'expérimentation in vivo, le chapitre II 1'expérimentation <n vitro.

Le chapitre III comporte une étude descriptive sommaire du complexe
céphaligue tentacules oculaires - cerveau et donne un bref apergu des struc-
tures pouvant &tre impliguées dans l'effet des tentacules cculaires et des
ganglions cérébroides.

Enfin, la conclusion générale inteégrera les résultats obtenus dans

le cadre de l'endocrinologie de la reproduction des Mollusgues.




MATERIEL

ET TECHNIQUES




I - MATERIEL

A - ESPECE_UTILISEE

Notre expérimentation a porté sur umn Mollusgue Gastéropode
Pulmoné terrestre, la limace®™ Arion subfuscus Draparnaud. Cette derniére
appartient & 1'Ordre des Stylommatophores et posséde donc des yeux situés
au sommet des tentacules supérieurs.

La détermination de cet Arionidé est réalisée & l'aide de la
"Faune de France des Mollusques terrestres et fluviatiles” de GERMAIN {1830).

Le cycle reproducteur d'Arion subfuscus est annuel. Aprés 1l'ac-
couplement (se reporter a QUICK, 1946) & fécondation réciproque, chagque par-
tenaire jouant un réle male et un réle femelle, la ponte s'effectue et les
géniteurs ne lui survivent qu’exceptionnellement. De ce failt, en hiver et
au printemps, les populations ne comprennent que des individus infantiles

ou juvéniles.

B - SDINS_D'ELEVAGE

La réalisation d'un élevage était de toute premiére importance
pour effectuer une expérimentation précise. Nous avons procédé de la maniére
suivante

Dés l'éclosion, les jeunes sont installés dans des boltes de
Pétri dont le fond est garni de papier filtre humidifié, }enouvelé tous les
deux jours. Quinze jours apreés l'éclosion, ils sont transférés dans des bo-
caux en verre d'un demi-litre. Dés 1'age de trois mois, les individus sont
placés par groupes de douze su maximum dans des bacs de cing litres puis
vers l'age de six mois dans des bacs de dix litres.

Le fond des bocaux et des bacs d'élevage est dane tous les cas
garni de papier filtre et de coton hydrophile humidifiés et réguliérement
changés. En effet, les limaces étant trés vulnérables & la déshydratation,

il faut maintenir un fort degré d'humidité.

Le jelne et la sous-alimentation ont des effets importants sur
la croissance pondérale des limaces, particuliérement sur les animaux en pha-
se de croissance juvénile (Arion rufus : ABELODS, 1944 ; Arion lusitanicus :
CHEVALLIER, 1869). En conséquence, la nourriturs, composée de feuilles de lai-

tues, est distribuée en exceés et rencuvelée deux fois par semaine.

*
De XewpaZ : lieu humide, d'ol les dérivés latins : Zzmus (limon) et Iimax
{limace).




Dans ces conditions et & une température d'élevage d'environ
15°C, la croissance s'effectue normalement si l'on assure une densité anima-
le convenable en employant, pour un méme nombre d’'animaux, des récipients de
plus en plus grands au fur et & mesure que la taille des limaces augmente.
Cette précaution évite également 1l'apparition du cannibalisme gue 1l'on obser-
ve fréquemment, particulierement chez les adultes, dans des élevages de li-
maces effectués dans des conditions de surpeuplement (ROLLD et WELLINGTON,
18789).

Il est bien entendu nécessaire que les bacs d'élevage soient
maintenus dans un état de propreté constante, ce gui nécessite un travail
d'entretien important se traduisant par de fréquents nettoyages (deux &

trois fois par semaine).

C - OBTENTION_ DES_PONTES_ET_INCUBATION DES_OEUFS

Les pontes sont obtenues & partir de limaces adultes capturées
dans la nature. Le nombre d'oeufs émis par individu varie de trente & soixan-
te, un méme animal étant capable de fournir plusieurs pontes échelonnées.

Les oeufs recueillis sont disposés dans des boites de Pétri
garnies de papier filtre humidifié. Les pontes en cours d'incubation doivent
gtre surveillées réguliérement & la loupe binoculaire et 1'on doit parfois
laver les oeufs pour les débarrasser de moisissures.

Les limaces sont des Mollusgues a.développement direct. Si l'on
extrait l'embryon de l'oeuf, on y reconnait maerphologiquement (figure 1) les

annexes embryonnaires (vésicule céphalique et podocyste).

Figure 1 - Embryon d'Arion subfuscus &agé de 15 jours.
bc : bouclier céphalique ; p : pied ; po : podocyste ;
vc : vésicule céphaligue.



La vésicule céphalique est située dorsalement par rapport a la
masse buccale. A l'approche de l'éclosion, elle est peu & peu recouverte par
le bouclier céphalique (partie antérieure du manteau).

Le podocyste, situé & l'extrémité postérieure de 1l'embryon est
une expansion du pied. Chez des embryons &gés de quinze Jjours, il atteint un
développement considérable. Il régresse ensuite progressivement et a totale-
‘ment disparu au moment de l'éclosion.

lLa durée d'incubation des oceufs dépend surtout des condi-
tions de température. Ainsi, dans la nature, si les pontes ont été tardives,
les oeufs demeurent en terre durant l'hiver et éclosent dés le premier adou-
cissement de la température. Au laboratoire, & la température de 20°C, leur

durée d'incubation est d'environ quatre semaines.

II - TECHNIQUES

1 - Anesthésie
- Une bonne anesthésie est difficile & réaliser chez les
Arionidés étant donnée l1'irritabilité des muscles de la paroi du corps.

De nombreux anesthésiques ont été éprouvés chez les Inver-
tébrés (KAPLAN, 1868). Une liste relative & ceux utilisés chez les Gastéropo-
des a été établie par RUNHAM, ISARANKURA et SMITH (1885).

Nous avons employé 1'anhydride carbonigue, préconisé par
BAILEY (1969). Appliqué, a la température du laboratoire, pendant cing & quin-
ze minutes, selon 1'age des animaux, ce traitement permet de réaliser des
castrations et de prélever des organes. Cependant, il ne permet pas les inter-
ventions sur la région céphalique des limaces. En effet, le contact des pin-
ces provogque assez rapidement une rétraction de la téte.

Nous avons également essayé le chlorure de Succinylcholine
utilisé par BURTON (1875) chez Helix pomatia. Injecté en solution & 1 mg/ml,
il entraine trés rapidement une perte du réflexe de retrait des tentacules.
Chez les adultes, ol la guantité injectée est de 0,1 ml, ce produit peut se
révéler utile pour le prélévemsnt des tentacules en extension. Par contre,

il ne provogque pas l'extension de la téte.

2 - Etude histologique

Le prélevement des organes s'effectue sur l'animal immergé
dans une solution physiologigue pour Pulmonés : le liquide de CHIARANDINI
(1864).




TABLEAU I

CDM#OSITIDN DU LIQUIDE DE CHIARANDINI.

Composants Poids en grammes pour un litre de solution
NaCl | 8,45
KC1 0,36
CaClp, 2 H30 0,94
MgSQg4. 7 HyO0 0,886
NaHCO4 | 1,54

g Patipuuapesl adpuiprediity s \peaphuredpGynesut ragud

Si 1'on excepte le cas particulier des embryons qui sera
exposé dans la premigre partie, l'examen a porté sur la gonade fixée au Bouin-
Hollande acétigue et sur le complexe céphaligue tentacules oculaires - cervesau
aprés fixation su Bouin-Hollande sans acide acétique ou au Stieve.

Aprés inclusion dans la paraffine a 56°C, les blocs sont
débités en coupes sériées d'une épaisseur de 6 um.

Les colorations topographiques les plus couramment em-
ployées ont été les suivantes

. Triple coloration de Prenant (Trioxyhématéine ferrique-

éosine-vert lumiere).

. Hémalun-éosine.

.. Azan.

. Technique de Cleveland-Wolfe.

Pour 1'étude du complexe céphalique, nous avons utilisé
la Fuchsine paraldéhyde selon la méthode de CLARK (1955).

P R e e L T T e T T

Les gonades sont fixées pendant trois heures & 4°C par
la glutaraldehyde (TAAB) & 3 % dans un tampon phosphate 0,4 M puis lavées une
nuit dans un tampon phosphate 0,4 M. Elles subissent alors une post-fixation
par le tétroxyde d'Osmium & 1 % (LYON-ALEMAND LOUYOT) & la température du la-
boratoire pendant une heure.

La déshydratation s'effectue dans des bains successifs

d'acétone, les pieces £€tant finalement incluses dans 1'araldite.
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Les coupes sont obtenues & l'ultramicrotome PORTER-BLUM
MT 41 égquipé de couteaux de verre. La confection de coupes semi-fines (0,5 &
1 um colorées par une sclution de Bleu Azur & 1%, permet de faire la corres-
pondance entre les types cellulaires observés en microscopie photonigue st
ceux retrouvés en microscopie électronigue.

Les observations ont été réalisées sur microscope
SIEMENS Elmiskop I, les préparations étant contrastées & 1'acétate d'uranyle

puis au citrate de FPlomb selon REYNDLDS (1983).

3 - Préparation des. extraits

Les grganes (tentacules et cerveaux) sont prélevés sur des
individus d’'un état génital donné et conservés & -70°C.

La technigue de préparation des extraits est la suivante :
les organes sont plongés dans la solution physiologigue de CHIARANDINI (18864).
Aprés homogénéisation au froid et centrifugation & 5 000 g pendant 15 minutes,
le surnageant est recueilli. Mis en réserve & -20°C ou utilisé immédiatement,
il sera injecté (opérations im vivo) ou ajouté au milisu de culture (expé- -

riences in vitro) aprés filtration sur filtres MILLIPORE 0,45 um.

4 - Méthodes d'analyse des résultats fournis par 1l'experimentation

Dans l'expérimentation in vivo, nous avons interprété
les résultats obtenus grace & la réalisation de comptages ovocytaires effec-
tués selon la méthode préconisée par LUSIS (1861)

' Pour chague gonade, une coupe sur dix est examinée ; le
nombre d'ovocytes présents est compté c¢ce qui donne un nombre total Y. Le nom-
bre total de coupes d'ovocytes dans la gonade est donc 10 x Y.

Les ovocytes apparaissant sur plusiesurs coupes, il y a
lieu d'effectuer une correction faisant intervenir 1'épaisseur des coupss (t)
et le diametre moyen (@), tous deux exprimés en um. Ce dernier est obtenu &
partir de la mesure du diametre de cinquante ovocytes choisis au hasard dans
la glande génitale.

Le nombre véritable d'ovocytes (N) figurés dans 1'ovo-
testis est obtenu gréce a la formule :

N=10Y x t/8

La comparaison des valeurs moyennes est effectuée selon

le t test de STUDENT, pour un coefficient de sécurité de 95 %.

-~ Pour les culturss organotypigues, deux cas se présentent




. Dans celui des stades infantiles, il n'existe pas d'ovocyte au moment de
la mise en culture. Nous avons donc simplement recherché leur éventuelle
apparition dans l1l'explant gonadique.

. Dans celui des stades juvéniles, étant donné que nous ne disposons gue de
fragments de taille variable, nous avons pratiqué sur une méme pi&ce des
comptages sur une quinzaine de champs de microscope pris au hasard sur
plusieurs coupes ce qui nous a donné une évaluation du nombre d'ovocytes
dans les fragments cultivés que l'on a pu comparer & celui trouvé dans le

fragment témoin.

- - ———— - - —— =~ e " - —

L'&tude de 1'évolution de 1'ovogenése dans les diffé-
rentes séries expérimentales a été appréciée par la réalisation d'histogram-
mes ol sont figurées les moyennes des pourcentages respectifs des différentes
classes de taille ovocytaire trouvés dans chaque type d’animal expérimenté.

Les ovocytes sont répartis en six classes de taille.

Pour étudier la taille des ovocytes, on les mesure tou-
tes les trois coupes jusqu'ad ce qu'un total de cent ovocytes soit atteint.
Le noyau accupant une position médiane, seuls les ovocytes présentant un nu-
cléole dans le noyau sont mesurés afin de s’assurer qu’'il s’agit bien de
coupes médianes. Ainsi, les fréguences des différentes classes d'ovocytes
sont exprimées en pourcentages. '

In vitro, étant donné la taille des fragments cultivés,
nous n'aveons pas appliqué la méthode précédente et avons effectué des mesu-
res de diamétre ovocytaire sur une quinzaine de champs de microscope pris au
hasard sur plusisurs coupes correspondant & la méme piéce, ce qui nous a
donné, par comparaison avec les fragments témoins prélevés le jour de la mi-
se en culture, une évaluation de 1'évolution de 1l'accroissement ovocytaire

dans les fragments cultivés.




PREMIERE PARTIE

LA GONADE
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Dans cette premieére partie, nous envisagercns tout d'abord le dé-
veloppement de la gonade puis nous ferons le point des recherches consacrées
a une mise en évidence de son rdle endocrine éventuel. Ensuite, nous décri-
rons le cycle sexuel d'Arion subfuscus et nous nous intéresserons aux fac-

teurs externes pouvant influer sur le déroulement de la gamétogenése.

I - DEVELOPPEMENT DE LA GONADE

A - ORIGINE

L'étude du développement de 1l'appareil reproducteur chez les
Pulmonés a fait l'objet de nombreux travaux pour tenter de répondre & la
guestion formulée par MARTOJA (1964), FRANC (1968) et LUCHTEL (1872 a) con-
cernant la formation de la gonade : Quelle est l'origine des différentes par-
ties de 1'appareil génital ? Celle de la gonade chez les Pulmonés est contro-
versée ; deux théories s'opposent quant & la formation de 1'appareil repro-
ducteur : la théorie dualiste et celle de 1'ébauche unique.

Pour les partisans de la théorie uniciste, formulée par ROUZAUD
¢1885), la gonade serait de méme origine que le tractus, c'est-a-dire ecto-
dermique.

Pour ceux de la théorie dualiste, la glande hermaphrodite se-
rait d'origine mésodermique, le tractus étant toujours ectodermique. EISIG
(1868) en a exposé le principe ; selon cet auteur, la gonade et les voies
génitales se forment de fagon indépendante & l'origine et fusionnent ulté-
rigurement. »

Chez les limaces, les études entreprises sur 1'Arionidé Arion
empiricorum par HEYDER (1909) et PABST (1914) et sur le Limacidé Agriolimax
agrestis par BROCK (1886}, RICHTER (1935) et CARRICK (1938) plaident en fa-
veur de 1'hypothése dualiste. Par contre les recherches de SIMROTH (1887)
chez Agriolimax laevis, HOFFMANN (1922) sur Limax maximus, LAVIOLETTE (1954
a) chez Arion rufus, LUCHTEL (1872 a) chez Arion eircumseriptus et de RUNHAM
et HOGG (1878) chez Deroceras reticulatum soutiennent la théorie de 1’'ébau-
che unique. Parmi les partisans de cette derniére théorie, LAVIOLETTE (1954
a) pense gu’en ce qui concerne l'origine de la gonade, 1'immigration de cel-

s

lules mésodermiques & un stade précoce du développement est une hypothése

gqu'on ne peut pas exclure. LUCHTEL (1972 a) quant & lui estime que les cel-

lules de la gonade sont des dérivés ectodermiques mais que rien ne prouve
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gue des cellules mésodermiques ou endodermiques ne puissent migrer et étre
incorporées aux cellules ectodermiques avant le début de 1’'invagination gqui
donne naissance a la gonade.

Ainsi, il est encore & 1'hseure actuelle difficile d'opter
pour l'une gu l'autre des deux théories, bien qu’il semble que les travaux
les plus complets effectués chez les Stylommatophores soient en faveur de la
théorie de 1'ébauche unique. Néanmoins, comme le signale MARTOJA (19864) :
"il faudrait connaitre treés exactement les lignées cellulaires issues du mi=
cromére 4d pour confirmer ou infirmer l'origine méscdermique de la gonade

et de 1a, opter entre les deux théories”.

B - LOCALISATION ET_ASPECT

Chez les embryons, la gonade se présente sous la forme d’une
ébauche située au voisinage de l'estomac et dont les dimensions n'excédent
pas 60 um. Ce massif cellulaire est entouré par les replis de 1'épithélium
hépatique dont les cellules sont distendues par les réserves albumineuses

absorbées par 1l'embryon (Pl. I, fig. b et c).

~Figure 2 - Aspects de la gonade chez un animal &gé de huit jours (a) et chez
un adulte (b).
AG : artére génitale ; CH : canal hermaphrodite ; G : gonade.

A 1'éclosion et pendant le premier mois, la gonade est formée
de plusieurs groupes de cellules disposés sur la paroi externe de 1l'artére
génitale (figure 2 a) et s’étendant chez les limaces 8gées de huit jours sur
une longueur n’excédant pas 100 um. Ces amas cellulaires apparaissent comme
des renflements minuscules et transparents. Ces &bauches séparées s'accrois-
sent et & 1’'8ge de deux mois la glande hermaphrodite posséde la forme bilobée

caractéristique de l'adulte.
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Figure 3 - Le tractus génital d'Arion subfuscus.
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A maturité, la glande génitale qui s’est pigmentée (voir & ce
sujet les observations de LUSIS, 1962, chez Arion ater rufus) est localisée
au contact du cul-de-sac stomacal. Elle est recouverte par les lobes de 1'hé-
pato-pancréas et traversée par l'artére génitale qui chemine au contact de
l'estomac. Elle peut atteindre la taille d'un centimeétre (figure 2 b). L'ovo-
testis est une glande en grappe. Il se subdivise en acini hermaphrodites gque
réunit une enveloppe conjonctive externe. Chacun des multiples acini se ré-
soud en un canalicule efférent.

La premiére interprétation correcte de la physiologie de l'ap-
pareil génital des Pulmonés a été faite par BAUDELOT (1863). Depuis, la mor-
phologie, 1'histologie et la physiologie de 1'appareil reproducteur des Pul-
monés ont fait l'objet de nombreuses études (se reporter & FRANC, 1968 et &
DUNCAN, 1875). Chez les limaces, les espéces particuliérement bien étudiées
3 ce sujet ont été : Arion empiricorum (PABST, 1914), Arion rufus (ABELOOS,
1944 ; LAVIOLETTE, 1954 a), 4rion agter (LUSIS, 1961 ; SMITH, 1865), Agrio-
limax reticulatus (= Deroceras reticulatwm) [BAYNE, 1867 ; RUNHAM et LARYEA,
1968 ; RUNHAM et HUNTER, 1870 ; RUNHAM, 1878], Deroceras laevis (ELS, 1974],
Milax gagates (QUATTRINI, 1867 ; FOCARDI et QUATTRINI, 1872), Philomycus ca-
rolinianus (KUGLER, 1865).

Afin de bien situer la gonade chez 1l'animal adulte, nous décri-
rons ici briévement la morphologie de 1'appareil génital chez ce dernier. La
figure 3 représente schématiquement 1'appareil reproducteur d'Arion subfuscus
gui est typique des Stylommatophores. Celui-ci comprend l'cvotestis, le canal
hermaphrodite, la glande de 1l'albumine, l'ovispermiducte, le spermiducte, le

pénis, l'oviducte, 1l’atrium génital et la poche copulatrice.

- Le canal hermaphrodite (= ovotestis duct)®

Il nait de la confluence des canaux efférents des divers acini.
Au sortir de l'ovotestis et dans la premiére partie de son trajet, il reste
étroitement accolé & 1l'artére génitale. Il s'en sépare ensuite pour se diri-
ger vers la glande de l°'albumine. Filiforme et peu contourné pendant la pha-
se juvénile, il est devenu chez l'adulte trés apparent et trés sinueux. Au
moment de la maturité sexuelle, les cellules du canal acquiérent une ciliature
fonctionnelle. Le canal hermaphrodite joue le rle de véritable vésicule sémi-
nale. Au moment de l'émission des produits génitaux, spermatozoides et ovules

l'empruntent successivement.

*
Pour la terminologie concernant les différents composants du tractus génital
des Pulmonés, se référer & BAYNE (1973].
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- L'ovispermiducte (= canalggpdronné)*

Ce conduit mixte est formé par 1'accolement de deux gouttie-
res, méle et femelle, communiguant sur toute leur longueur. Chacune d'elles
comporte des annexes glandulaires pariétales tres développées. Les glandes
de la gouttiére femelle lui conférent son aspect contourné et boursouflé ;
celles de la gouttiére méle (glandes prostatiques) sont beaucoup moins ap-
parentes.

>

- La glande de 1'albumine (= glande & albumen)™

Elle débouche & la jonction du canal hermaphrodite et de 1l'o-
vispermiducte. C’est un organe volumineux de couleur jaune pdle qui présente
une activité maximale au moment de la période de reproduction.

Chez les Stylommatophores, il semble bien que cette glande
renferme trois composants biochimiques :

+ du galactogéne. Ce constituant a été mis en évidence (MAY,
1834) et bien étudié (NIELAND et GOUDSMIT, 1868) chez l'escargot Helix po-
matia. On le retrouve chez les limaces (Agriolimax reticulatus : BAYNE,

1867 ; Ariolimax columbianus : MEENAKSHI et SCHEER, 1968). Il est utilisé

pendant las ponte des oeufs. Chez les Pulmonés, on ne le décéle que dans la
sécrétion de la glande de 1l'albumine et dans les oeufs (MAY, 1834 ; BAYNE,
1968 ; GOUDSMIT, 1972). ‘

. des constituants protéiques (BAYNE, 1967),

. du glycogéne (Ariolimax columbianus : MEENAKSHI et SCHEER,
1868 ; Helix pomatia : GRAINGER et SHILLITOE, 19852 ; GOUDSMIT, 1975).

- Le canal déférent (= spermiducte = vas deferens)®

Vers l'extrémité antérieure du corps, un peu en avant de 1l'o-
rifice respiratoire, la gouttidre mi3le de 1'ovispermiducte s’'individualise et
porte le nom de canal déférent. Celui-ci aboutit au pénis, organe d'accouple-

ment susceptible de faire saillie par 1l'orifice génital.

- L'oviducte
Il provient de l'isclement de la voie femelle de 1'ovispermi-
ducte.

- L'atrium génital

Il reprééente la portion ultime du tractus génital ; & son ni-
veau se réunissent oviducte et pénis. Il est dévaginable au moment de 1'accou-
plement et s'ouvre & l'extérieur par un orifice génital situé en avant sur le
cOté droit du cou. Chez les Stylommatophores qui sont dits monauliques, ce po-

re génital est commun aux voies efférentes mile et femelle.

Pour la terminologie concernant les différents cnmposants du tractus génltalA
des Pulmonés, se référer & BAYNE (1873].
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- La poche copulatrice (= Spermathégue = bursa copulatrix =

receptaculum seminis)™

~

Annexée & 1'atrium génital, elle se présente socus la forme
d'une ampoule pédonculée & parcis minces. Elle est destinée & recevoir ls
spermatophore dé l'autre individu lors de 1l'accouplement. Cependant, les
spermatozolides étrangers n'y séjournent pas (de LARAMBERGUE, 1838). Son rdle
serait de libérer ies spermatozoides du spermatophore qui s'y trouve intro-

duit lors de la copulation (LAVIDLETTE, 1854 a ; BAYNE, 1873).

C - CROISSANCE

La glande hermaphrodite, généralement impondérable pendant la
phase infantile, s'accrolt pendant la phase juvénile et atteint son dévelop-
pement maximal & la puberté ; son poids décroit aprés émission des spermato-
zoldes.

Les observations effectuées chez Arton subfuscus concordent
donc avec celles enregistrées sur la méme espéce par ABELOOS (1844) et sur
d'autres limaces [Arionidés : Arion rufus (ABELOOS, 1944 ; LAVIOLETTE, 1950
b) ; Ariom hortensis (ABELOOS, 1944) ; Arton ater rufus (LUSIS, 1961, Lima-

cidé : Agriolimax reticulatus (RUNHAM et LARYEA, 1968)].

II - LA GONADE, ORGANE ENDOCRINE

Chez les Stylommatophores, une influence humorale de 1'ovotestis
sur la croissance des annexes glandulaires du tractus génital a été mise en
évidence chez 1l'escargot Helix (FILHOL, 1938 ; GOMOT, 1976 a) et chez diver-
ses espéces de limaces (ABELOOS, 1943 ; LAVIOLETTE, 1854 b ; RUNHAM, BAILEY
et LARYEA, 1873).

Chez les limaces, & la suite des castrations effectuées par ABELDOS
(1943), sur des adultes de l'espéce Limaxr maximus, qui avait établi que celles-
cl provoquaient gquatre mois aprés opération une régression de la glande de |
1'albumine et des annexes glandulaires de 1l'oviducte, LAVIOLETTE (1854 b) a
repris 1'étude de ce probléme en utilisant plusieurs espéces d'Arionidés et
de Limacidés dont le cycle présente un décalage dans le temps.

Il a montré gue :

. L'implantation de greffons de tissu germinal d'adultes de Mesarion subfus-
cus en spermiogenése avancée chez de jeunes individus d’'Arion rufus
provague chez 1'h&te, un a deux mois apres opération, une différenciation

. rapide et précoce des annexes glandulaires génitales.

*
Pour la terminclogie concernant les différents composants du tractus géni-
tal des Pulmonés, se référer & BAYNE (1873).




- 18 -

. Les castrations effectuées chez des adultes de 1l'espeéce Limax maxrimus en-
trainent, quatre & cing mois aprés opération, une régression de la glande
de 1l'albumine et de l'ovispermiducte ; par contre le pénis ne subit pas
de variation de taille. D'autre part, une greffe de tissu germinal adulte,
effectuée apres la castration, assure une maturité glandulaeire du tractus
génital.

» Des glandes de l'albumine ou des ovispermiductes prélevés chez de jesunes
individus (Arion rufus et Limax flavus) implantés chez des hdtes adultes
(Mesarion subfuscus, Kobeltia hortemsis, Limax flavus) subissent un ac-
croissement de volume important.

Ces résultats montrent qu’une corrélation existe entre 1'état de
différenciation de la gonade et le développement morphologigue des différen-
tes parties du tractus. Dans le cas des greffes réalisées, l'absence de lian
anatomique entre le tissu germinal actif et 1l'organe effecteur permet de re-
jeter l'hypothése d’'une médiation nerveuse. Ainsi, selon LAVIOLETTE, on peut
admettre "avec ls maximum de vraisemblance 1l'existence d'un mécanisme humo-
ral authentique”.

RUNHAM, BAILEY et LARYEA (1973) ont confirmé et complété les résul-
tats obtenus par LAVIOLETTE, en effectuant sur la limece Agriolimax reticula-
tus des transplantations de tractus génitaux de treés jeunes animaux sur des
receveurs d'ages différents (en début de phase madle ou en période de ponte).
Les résultats enregistrés leur ont fait émettre 1'hypothése gque deux hormo-
nes seraient impliguées dans la croissance et la différenciation du tractus
génital, 1'une étant responsable de la maturation de la glande prostatique
(partie male) et l'autre du développement des glandes de la partie femelle
du tractus génital.

RUNHAM (1878) observe chez des animaux castrés de 1'espice Agrio-
limaxr reticulatus, par comparaison avec des témoins, une régression du trac-
tus génital, deux mois apreés opération.

GOTTFRIED, DORFMAN, FORCHIELLI et WALL (1887) semblent montrer
chez Ariolimax califormicus, qu’il existe un effet de la gonade sur la synthé-
se ou la décharge d'un inhibiteur cérébral de la croissance de la glande de
1'albuminsa.

Ainsi, la gonade contrf6le chez les limaces le fonctionnement glan-
dulaire du tractus génital. Cependant, jusqu'a présent, exception faite des
observaticns de KANDASWAMY (1878), aucun type cellulaire pouvant &tre la
source d'hormones n'a été identifié dans l'ovotestis des Gastéropodes ; le
probléme cytophysiologique de l'origine de la substance active reste donc
entier. Pour LAVIOLETTE (1954 b) qui n'exclut pas la possibilité d'un rble
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des cellules constituant 1'épithélium germinatif, "on ne peut a priori écar-
ter 1'hypothése d'une élaboration de la substance endocrine par les é€léments

germinaux eux-mémes”.

IITI - CYCLE SEXUEL : RESULTATS PERSONNELS RELATIFS A LA GAMETOGENESE

Dans un premier temps, l1l'étude a consisté & repérer 1'ébauche gona-
digue chez 1l'embryon puis un examen histologique de gonades fixées réguliére-
ment apres l'éclosion a permis de définir différents stades correspondant

chacun & un état génital donné.

A - LA GONADE EMBRYONNAIRE

- - - - o - - -

Il faut tout d'abord noter gue dés que 1'ébauche gonadigue est
repérable, les réserves albumineuses de 1'oceuf vont commencer & &tre ingérées
par l'embryon, ce qui entraine des difficultés de fixation et de coupe néces-
sitant un traitement particulier. Pour obtenir de bonnes fixations et coupes
d'embryons, il convient de procéder ainsi :
Plutdt que de fixer 1'oeuf entier, il vaut mieux, & cause de la
présence d'albumine, extraire, & l'aide d’aiguilles montées, 1l'embryon vivant
de 1'oceuf, lui m8me placé sur un fond de cire dentaire.
Libéré de 1l'oeuf, l’embryon est lavé des derniéres traces d'al-
bumine par addition & la pipette de quelques gouttes d'une solution de NaCl
ad 0,7 %, contenant du CaCly & 0,02 % (BAKER, 1944).
Les embryons sont alors transférés dans le fixateur (ZENKER ou
BOUIN-HOLLANDE acétique : 24 heures ou CARNOY : 2 heures) puis subissent le
traitement suivant
. alcool 896° (sauf en cas de fixation au CARNOY) : 1 nuit
(2 bains),

. alcool 100° : 2 bains de 12 heures,

. passage dans une solution de benzoate de méthyle-cellaidine a
1 % :+ 2 bains de 12 heures,

. Benzéne : 2 bains de 20 minutes.

L'inclusion s'effectue dans un mélange PARAPLAST (1/4) -
TISSUEMAT ou HISTOMED (3/4).

La gonade est repérable aux environs du guinziéme jour de déve-
loppement embryonnaire (cette date peut varier de quelques jours suivant les

embryons observés). Sa localisation a été précisée précédemment {page 14).
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Elle est représentée par un massif cellulaire compact renfer-
mant deux types de cellules (Pl. I, fig. d)

. A 12 périphérie, on distingue une couche corticale renfermant
les noyaux les moins différenciés (diametre 3 3 4 um) dont la chromatine est
répartie en grains grossiers. C'est de cette couche de cellules gque vont dé-
river les cellules accumulées au centre du massif.

-

. Au centre de 1l'ébauche, s’isolent des cellules & noyau clair,
d'un diamétre de 6 & 8 um en moyenne, & chromatine rare et répartie a la pé-
riphérie, le centre étant occupé par un unique et gros nucléole. Ces cellules
se divisent activement (Pl., I, fig. d) et leurs limites cellulaires sont dif-
ficilement décelables.

Tous les intermédiaires entre ces deux types cellulaires sont
repérables dans la gonade.

Chez les Gastéropodes Pulmonés, 1'étude de la gonade embryonnai-
re a fait l'objet d’'un nombre restreint de publications. Il Taut citer chez les
Basommatophores, les travaux de BRISSON et REGONDAUD (1871}, BRISSON (1973),
BRISSON et BESSE (1875) et chez les Stylommatophores ceux de LAVIOLETTE (1854
a) et LUCHTEL (1872 a). Nos observations concordent avec celles effectuées
par LAVIDLETTE (1854 a) chez Ariom rufus. LUCHTEL (1872 a) guant & lui, dis-
tingue également dans la gonade embryonnaire d'Arion circumscriptus, huit
semaines aprés l'oviposition, deux catégories cellulaires mais cet auteur,
gui ne reconnait»pas l'existence d'un épithélium germinatif, les interpreéte
1l'une comme représentant des cellules germinales et 1'autre comme étant des

cellules non germinales ("auxiliary cells”].

B - LA_GONADE POST-EMBRYONNAIRE

- - "> o - - - - > = -

Le cycle génital d'4Arion subfuscus peut se subdiviser en six

stades :

stade infantile,

- stade juvénile,

- stade méle (début],
- stade male (mature),
- stade femelle,

- stade d'atrophie de la gonade.

1. - La phase infantile (stade 1)

-

Elle s'étend de l'éclosion & 1’8ge d'un mois.

- e B = o B - -

A ce stade, la gonade est représentée par un massif cel-

lulaire d'une longueur maximale de 100 um (Pl. II, fig. al.
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Une étude cytologique de ces jeunes glandes génitales a
&té réalisée en microscopie photonigue et au niveau ultrastructural. Elle a
permis de montrer qu'a ce stade post-embryonnaire le plus précoce, la gonade
renferme trois types cellulaires :

. A sa périphérie, on distingue une couche corticale
dont les noyaux sont riches en chromatine, uniformément répartie en grains
grossiers (Pl. II, fig. bl). Au niveau ultrestructural, ces cellules, qui pré-
sentent un noyau d'un diamétre de 3 a 4 um chargé de chromatine dense, ren-
tituent un épithélium germinatif en puissance.

« Un deuxieme type cellulaire est constitué par certaines
cellules corticales présentant une augmentation du diamétre de leur noyau qui
atteint la taille de 5 um. Cette croissance s'accompagne de la dispersion de
la chromatine dense dans l'espace nucléaire (Pl. II, fig. b et e). Leur cyto-
plasme renferme des corps granulaires de nature indéterminée (Pl. II, fig. c)
cette observation concorde avec celle faite par LUCHTEL (1972 a) chez Arion
circumseriptus. Ces cellules ont acquis 1'état germinal ; elles se sont trans-
Les protogonies sont toutes semblables entre elles ; aucun critére ultrastruc-
tural ne permet de les différencier sexuellement.

. Les cellules accumulées au centre du massif cellulaire
sont de plus grande taille que les précédentes. Elles renferment un noyau
clair & chromatine rare et répartie le plus souvent dans la zone périphérique,
le centre étant occupé par un unique et gros nucléole (Pl. II, fig. b). Ces
cellules centrales, peu nombreuses, présentent un noyau de\diamétre (6 3 8 um)

~

supérieur & celui observé dans les deux types cellulaires précédents. De par

- -

Du paoint de vue de 1'évolution cytologique, on constate

- Les trois types cellulaires demeurent riches en ribosomes libres.

- L'évolution du chondriome est la suivante : de rares mitochondries consti-
tuent le chondriome de la cellule souche mais leur nombre s'accroit dans la
protogonie et devient important dans les cellules du centre du massif cellu-
laire.

- L"évolution nucléaire est nette dans le sens cellule souche + protogonie -+
spermatogonie : les mottes chromatigues tendent 3 se disloguer en masses

Plus réduites ; de plus la cellule et son noyau augmentent de taille.

Pour la terminologie des cellules germinales trés précoces, se reporter & la
revue de BRUSLE (1872).
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Ainsi les cellules périphérigues (cellules souches) sont
les moins différenciées au sein de la gonade infantile. Ce sont certaines de

ces cellules qui vont acquérir 1'état germinal et se transformer en protogonie.

=

b) Animaux_8gés_de_vingt & trente_jours

La gonade est toujours localisée autour de l'artére géni-
tale (Pl. III, fig. a) mais les massifs cellulaires sont plus nombreux. A cet
adge, on y distingue une couche cellulaire corticale dont l'extension s'effec-
tue grace & des mitoses dont le fuseau resteAparalléle & la paroi (P1. III,
fig. bl. Les noyaux des cellules la constituant, qui représentent les cellules
souches, sont toujours petits et fortement chromatigues. Parmi ces cellules
corticales, certaines évoluent en protogonies. Les spermatogonies, quant 2

elles, sont alors plus nombreuses.

2 - La phase juvénile (stade 2)

L'apparition de la lignée femelle, encore indistincte pen-
dant le stade infantile, margue 1l'avénement de cette phase nommée juvénile
par ABELOOS (1844) : de jeunes ovocytks sont reconnaissables parmi les autres
gonocytes gréce & leur vésicule germinative (Pl. III, fig. ¢ et d). A partir
de ce stade, les deux lignées gamétogénétigues sont représentées, il y a donc

hermaphrodisme vral avec présence d’'acini mixtes.

. - — -~ —— W W = . A . . - o

La paroi de chaque acinus (Pl. IV, fig. a) est tapissée
par un épithélium germinatif dont les cellules reposent sur une lame basale.
Du c8té externe, des cellules conjonctives de soutien et quelques fibres mus-
culaires lisses soulignent la basale. Ce double support constitue la tunique
ou membrane d'ANCEL (ANCEL, 1903 ; COGGESHALL, 1870).

——— - - W o - o -~ - -

Les cellules m8les poursuivent leur évolution ultérieure
au sein de la lumiére de 1'acinus alors que les cellules femelles demeurent

constamment en position pariétale.

a) La lignée male

éiié'ééé.;éé;ésentée par des spermatogonies.

La spermatogonie reste en relation par un pédoncule,
dont la partie haute renferme la majeure partie du chondriome, avec une cel-
lule basale : la cellule nourriciére (Pl. V, fig. a). Elle est tré&s riche en
ribosomes et en organites cellulaires (mitochondries, dictyosomes) contraire-
ment & la cellule nourriciére. Cette dernidre qui assure la nutrition des élé-
ments males (RICHTER, 1835) est chargée de réserves (glycogéne et inclusions

denses), elle ne se divise plus (Pl. VvV, fig. b).
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Dés son rejet dans la lumiére, & l'inverse de ce gue
1’on constate pour la lignée femelle ol la multiplication goniele est absente,
la spermatogonie subit une phase de multiplication (Pl. IV, fig. b) et ascguiert
une structure nettement polarisée (Pl. V, fig. c). Cette phase se poursuit
pendant plusieurs mols, tandis que la glande s'accroit per subdivision en

acini, jusqu’au moment ol les éléments méles entrent en maturation.

8) La lignée femelle

° Différencistion femelle de 1'épitnélium germinstif

En microscopie photonique, la plupart des auteurs
(AUBRY, 1862 ; GUYARD, 1871 a) s'accordent pour penser que, chez les Pulmo-
nés, dés qu'une cellule femelle est reconnaissable elle est déja en accrois-
sement et gue par conségquent on ne peut mettre histologiguement en évidence
une cellule femelle qui ne soit déja un ovocyte. Cependant, en microscopie
électronique, il est possible de mieux observer l'orientation de la protoge-
nie dans le sens femelle.

Durant le stade infantile, aucune cellule femelle
ne peut etre observée. Par contre, pendant la phase juvénile, alors gue les
spermatogonies, par suite de leur multiplication tendent & combler la lumie-
re (Pl. IV, fig. b), on constate gue certeines protogonies pariétales sont
des cellules femelles potentielles. Elles vont en effet évoluer sur place en
ovogonies par accroissement de diametre (qui atteint la taille de 10 um) et
aplatissement sur la lame basale. En ultrastructure, l'ovogonie (P1. VI}
fig. a), dont la chromatine se résoud en granulations éparses dans le nucléo-
plasme clair, présente un chondriome assez rare et surtout un développement
important de l'ergastoplasme représenté par de longues lamelles ergastoplas-
miques paralléles au bord cellulaire et & l'enveloppe nucléaire. Ce dernier
caractére a également €té retrouvé par GUYARD (1871 a) chez Helix aspersa.
CHAPRON et RELEXANS (1871) quant & eux ont observé dans les ovogonies de
1'0Oligocheéte Eisenia foetida un développement important du réticulum endo-
plasmique. Les ribosomes sont abondants dans 1l'ovogonie, tout comme dans la
spermatogonie. Par contre, contrairement & cette derniére, la cellule femel-
le ne se multiplie jamais, ce que l'on constate également chez d’autres Pul-
monés (Helix aspersa : GUYARD, 1871 a ; Australorbis glabratus : VIANEY-LIAUD,
1872 a) et on ne peut déceler dans son cytoplasme aucune structure gqui puisse
lui conférer une guelcongue polarité.

L'ensemble de ces observations permet d'établir des
caracteres distinctifs des deux lignées germinales, réunis dans le tableau

II.
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TABLEAU II

TABLEAU COMPARATIF DES CARACTERES DISTINGUANT LES SPERMATOGONIES DES OVOGONIES

Sperﬁatogonie Ovogonie

- Lumiere

lLocalisation Paroi

- Contact indirect avec la paroi
grace aux cellules nourricigéres

Capacité de

multiplication - Haut pouvoir de multiplication Ne se multiplie jamais
Structure - Au cours de son evqlutlon, de Non polarisée
_ plus en plus polarisée
- Ribosomes nombreux Ribosomes nombreux
Cytoplasme - Ergastoplasme plutft rare Ergastoplasme développé

Au cours de la phase juvénile, on observe trois ty-
pes d'ovocytes
. des ovocytes a différentes étapes de leur croissance,
- jeunes ovocytes en début d'évolution
- ovocytes & un stade plus avancé de leur croissance

. des ovocytes en dégénérescence.
1lLes ovocytes au début de leur croissance

A ce stade initial de leur croissance, ils sont lo-
calisés dans l'acinus en position corticale ; leur noyau a un contour plus ou
moins sphérique (Pl. VI, fig. b). Ils manifestent une basophilie importante
révélatrice d'une teneur élevée en ARN. Cette observation correspond 2 celles
faites par COWDEN (1958, 1862) chez Arion sp. et Deroceras reticulatum & la
suite d'études cytochimiques. Leur cytoplasme basophile renferme de nombreux
ribosomes ; les mitochondries sont dispersées autour du noyau (Pl. VI, fig.
c). On n'observe dans l'ovocyte jeune aucune polarité dans la localisation
des divers organites cytoplasmiques, comme 1l'avait constaté GALANGAU (1988)
chez Milax gagates. Corrélativement, ce stade de croissance initiale de 1'o-

vocyte est caractérisé par une absence de vitellus dans le cytoplasme.

iy

iIles ovocytes & un stade plus avancé de leur croissance

Au cours de l'accroissement de 1l'ovocyte, deux zones

se forment progressivement dans le cytoplasme (Pl. VI, fig. d). Englobée de
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toute part par une zone basophile., il existe au centre de 1l'ovocyte une mas-

se de cytoplasme trés finement granuleuse possédant de fortes affinités aci-

dophiles. C'est au sein de.cet endoplasme granuleux gue vont apparaitre les
réserves nutritives de l'oeuf.

A partir de ce stade, on commence & observer une
encapsulation de l'ovocyte par des cellules folliculaires en croissance, ce
gui est en accord avec les observations de HILL (1877) chez Agriolimax reti-
culatus.

Les ovocytes en phase d'accroissement avancé ren-
ferment
- des mitochondries, présentes en grand nombre et concentrées autour du noyau

(P1l. VI, fig. el, .

- un appareil de Golgi qui s'est développé et posséde entre dix et douze sac-
cules engagés activement dans la production de petites vésicules (Pl. VI,
fig. ),

- des gouttelettes lipidigues.

- comme chez le Gastéropode Ilyanassa obsoleta (TAYLOR et ANDERSON, 1968),

le premier stade de dépdt du vitellus semble &tre constitué par des vésicu-

les dilatées contenant un matériel clair condensé en une forme réticulaire.

Néanmoins, le confirmation ne pourra en €tre donnée que par une étude plus

précise.

- un ergastoplasme en position plus périphérique.
iles ovocytes en dégénérescence

Il faut signaler qu'en phase juvénile, de nombreux
ovocytes. vont dégénérer ce qui se traduit par des changements dans leur aspect
cytologique, & savoir un cytoplasme vacuolisé et finalement un noyau pycnoti-
que (Pl. VI, fig. g). Cet aspect concorde avec les observations faites par

LUSIS (1961) chez Arion ater rufus.

3 - Le début de la phase m8le (stade 3)

P g — e B 4

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

Comme 1l'ont observé WATTS (1952) chez Ariom subfuscus et
LUSIS (1981) chez Arion ater rufus, le passage du spermatocyte I au spermato-
cyte II est trés rapide et ne peut &tre décrit.

En fin de stade 3, on reléve la présence de petits grou-

pes de spermatocytes donnent naissance aux spermatides par méiose. Finalement,
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ces spermatides montrent fréguemment une disposition en bouguet sutour d'une

cellule nourricieére.

o e o B e e W e e e s > - - -

Méme a ce stade de prédominance méle, elle est toujours
présente. Quelgues ovocytes dégénérescents sont entourés par des cellules ger-
minales méles en développement. Cependant, la plupart des ovocytes ne dégéne-

rent pas et continuent leur croissance.

4 - La phase mdle mature (stade 4)

Au cours de cette phase, caractérisée par la présence de
spermatozoides gui vont commencer & &tre libérés dans le canal hermaphrodite.
les deux lignées germinales sont représentées.

Il convient de subdiviser ce stade en deux sous-stades.

a) Stade 4a

a) La lignée germinale male
, éé'éééaé.éé.;;;éé‘;;:.i;s spermatocytes sont encore
présents, les spermatides prédominent (Pl. VII, fig. a), mais on trouve quel-
ques faisceaux de spermatozoides attachés & des cellules nourricieres (Pl. VII,
fig. bl. En fin de stade 4a, on observe des groupes de spermetides mais les

spermatozoldes prédominent (Pl. VII, fig. cJ.

B) La lignée germinale femelle

Les ovpcytes présentent un aspect assez semblable &

celui observé au cours des stades 2 et 3 (Pl. VII, fig. dJj.

b} Stade 4b

- wn wo o me -

a) La lignée germinale méle
éiié'ééé;é;;é.ié;.%ééé;.caractéristiques gu'en fin de
stade 4a (Pl. VIII, fig. c). Les gamétes méles psuvent parfois &tre disposés
autour d'un ovocyte dégénérescent (Pl. VIII, fig. b), observation également

faite par LUSIS chez Arion ater rufus (1961).

B) La lignée gemminale femelle
Les ovocytes son% ée.ér;nde taille (Pl. VIII, fig. a
et d) ; leur cytoplasme est acidophile. Un certain nombre d'entre eux, dont
le diameétre atteint la taille de 100 um, sont en fin de croissance puisque

l'ovocyte mature présente un diametre de 110 um.

5 - La phase femelle (stade 5)

Elle survient aprés la décharge des spermatozoides et dure

environ un mois ; elle se termine par la mort de 1l'animal.
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Les ovocytes ont achevé leur croissance et sont matures,
présentant un diamétre d'environ 110 um. Leur cytoplasme est rempli de vitel-
lus et une membrane primaire ou vitelline les entoure (Pl. IX, fig. a, b, cl.
Il y a mise en place d'un follicule autour de ces gros ovocytes : une seule
rangée de cellules folliculaires trés aplaties & noyau allongé est étroitement
appliquée & la surface de la membrane de 1'ovocyte qui est ainmsi intrafollicu-
laire (Pl. IX, fig. b}. Ces ovocytes sont alors préts & quitter l'ovotestis.
L'évolution de l'ovocyte dans le canal hermaphrodite n'a pas été suivie ; nous
ne nous sommes intéressés qu'aux transformations que subit l'ovocyte dans l'o-
votestis.

Dans un premier temps, de trés rares spermatozoides, non
évacués, sont encore présents (Pl. IX, fig. a). En fin de stade, la lignée mé-

le n'est plus représentée (Pl. IX, fig. cJ.

c) Les_cellules nourricidres
Tandis que ce stade se termine, ainsi que l'avaient consta-
té LUCHTEL (1872 a) chez Arion circumscriptus et LUSIS (1861) chez 4drion ater
rufus, les cellules nourriciéres, dont le cytoplasme devient granuleux, s'éten-
dent comme des languettes dans la lumiére de 1'acinus et le remplissent parfois
totalement (P1. IX, fig. c), on a alors une atrophie partielle de la gonade qui
précedera 1'atrophie compléte. Ces cellules nourriciéres hypertrophiges ont per-

du leur fonction normale : support et nutrition des gamétes md3les (LUSIS, 18861].

6 - La phase d'atrophie compléte de la gonade (stade 6)

Aprés la libération des ovocytes gui ont rompu lsur focllicule
(ponte), toutes les cellules nourricigres s'hypertrophient et les lumiéres des
acini se trouvent ainsi oblitérées. Aucun gaméte n'est présent (Pl. IX, fig. d).

Cette atrophie de la gonade est définitive ; il n'y aura pas

restauration de 1'épithélium germinatif.

- - - . - - S = U e -, GBS - - - e . . . W S - -

1 = L'hermaphrodisme chez les Mollusques Gastéropodes

Les Gastéropodes comportent des espéces gonochorigues et des
formes hermaphrodites. L'hermaphrodisme est une caractéristique générale des
Pulmonés (CHOQUET, 1870).

PELSENEER (1885) considére comme hermaphrodites les Mollusques
qui présentent en méme temps les gamdétes midles et femelles.

‘ A la suite des travaux de COE (1843, 1844), on peut admettre
comme hermaphrodite tout individu présentant des cellules germinales de chacun
des deux sexes mirissant au méme moment ou & des périodes successives de son

cycle vital.
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BACCI (1951) afin de regrouper tous les cas d'hermaphrodisme
inclus dans cette définition, propose une classification ol il distingue deux
grands types d’'hermaphrodites :

- les hermaphrodites simultanés, qui présentent une maturation synchrone des
deux sortes de gametes,
- les hermaphrodites successifs, pouvant se présenter sous deux formes :
. hermaphrodisme & maturation asynchrone : caractérisé par la présence dans
la gonade de gonocytes méles et femelles qui coexistent mais ne mirissent
pas simultanément,

« hermaphrodisme & maturation distincte : caractérisé par une phase male et

une phase femelle bien séparées dans le temps.

2 - L'hermaphrodisme chez Arion subfuscus

La glande génitale d'Arion subfuscus qui produit dans cha-
gue acinus les deux catégories de gamdtes est un ovotestis au sens de PELSE-
NEER (1885).

Si 1l'on considere gue la lignée femelle n'apparait qu'a
1'3ge d'un mois, Arion subfuscus est une espéce protandre. A ce sujet, il faut
noter gue la protandrie n'est pas une régle générale chez les Pulmonés ;
MASETTI-ZANNINI (1980) constate en effet une tendance & la protérogynie chez
Helix cincta : les ovogonies apparaissent avant les spermatogonies.

; La croissance des ovocytes se poursuit parallélement au dé-
roulement de la spermstogenése. Cependant, les spermatozoides sont mirs les
premiers, la maturation des ovocytes s'effectuant plus tard. Selon la classi-
fication de BACCI (1951), Ariom subfuscus se range donc parmi les hermaphro-
dites successifs & maturetion asynchrone, ce qui correspond aux abservations
effectuées chez l'escargot Helix aspersa (GUYARD, 1971 a) et chez différentes
espéces de limaces (Ariom rufus : LAVIOLETTE, 1950 a ; Arion ater rufus :
LUSIS, 1861 ; Arion circumseriptus : LUCHTEL, 1972 a ; Agriolimax reticulatus :
RUNHAM et LARYEA, 1868 ; Milax gagates : GALANGAU, 1884).

IV - INFLUENCE DES FACTEURS EXTERNES. SUR LE DEROCULEMENT DE LA GAMETOGENESE

Chez les limaces, le développement de 1l'ovotestis peut 8tre influen-
cé par des facteurs externes tels que le degré d'humidité, la température, la

lumigre et le jeline.

A - INFLUENCE DE L'HUMIDITE
A la suite des travaux de ROSENWALD (18927) chez Agriolimax lae-
vis, LUSIS (1966) a effectué chez Arion ater rufus une étude précise concer-

nant l'influence de l'humidité relative sur 1l'évolution de la glande génitale.
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Il a constaté chez des animaux d'élevage fixés & 1'3ge devtrcis mois, qu'une
humidité relative de 40 a 50 % provogue, si 1l'on compare la gonade d’'animaux
g€levés dans de telles conditions & celle de témoins mis dans des conditions
d'humidité relative de 100 %, une diminution du nombre total des spermatocytes
et des ovocytes et une modification de la proportion des cellules méles et fe-

melles en faveur des ovocytes.

B - INFLUENCE DU REGIME ALIMENTAIRE
RICHTER (1835) a montré chez Agriolimax lasvis que le régime
alimentaire a une influence importante sur le développement de l'ovotestis,
la sous-alimentation antrainant une réduction du nombre d’'ovocytes, encore

absents des gonades chez des individus 8gés de deux meis.

C - INFLUENCE_DE_LA_TEMPERATURE
Le probléme ayant été soulevé par BABOR (1884), les travaux ont
porté depuis sur Arion et Deroceras.
Les premiers, BRIDGEFORD et PELLUET (1852} ont soumis des lima-
ces de l'espice Deroceras reticulatwn & des conditions de basse température

[

(-2°C, 0°C, 2°C, B6°5C). Cependant, ces auteurs signalant qu'ad de telles tem-
pératures les animaux sont inactifs et ne s'alimentent que trés peu, les ré-
sultats obtenus pourraient n’'étre que la conséquence d’'une prise de nourri-
ture insuffisante et non pas d'une influence propre de la température.

LUSIS (1966) chez Arton ater rufus a constaté aprés une expé-
rimentation d’une durée de trois mois, qu'une température élevée (27°C) in-
tervient sur le développement des deux lignées sexuelles et plus particulie-
rement sur la production des ovocytes dont le nombre n'atteint pas le dixiéme
de celuil enregistré chez les témoins (placés & une température de 17 & 20°C).
Cette observation peut se rapprocher de celle de BOUILLON (1958) gui e montré
gu'une température de 23°C avait un effet défavorable sur le déroulement de
l'ovogenése d'escargots de 1l'espéce Cepaea nemoralis ; par contre elle est en
opposition avec celle effectuée par BANK (1931) chez Helix pomatia ol la 1li-
gnée male est plus sensible & la chaleur gue la lignée femelle.

Les animaux mis au froid (10°C) enregistrent un retard dans 1'é-
volution des deux lignées ; les -ovocytes notamment sont beaucoup moins nombreux

> ~

gue chez les témoins (placés & une température de 17 & 20°C) et présentent une

taille inférisure & celle enregistrée chez les témoins, ce gqui indique gue

leur développement a été retardé.
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D - INFLUENCE DE LA LUMIERE

- - - - - -

HENDERSON et PELLUET (1860) ont étudié 1'influence de la lumié-
re en expérimentant sur des limaces de 1l'espéce Deroceras reticulatum durant
des temps courts (trois jours & cing semaines).

| SMITH (1966 al), sur Ariom ater, a soumis des animaux a diverses
photopériodes sous différentes conditions de température. Ses expériences ont
débuté sur des individus déja agés, recueillis dans la nature, et gui avaient
donc probablement déja été soumis & des jours longs, ce gui pourrait expli-
quer gue cet auteur n'ait pas observé d'effet photopériodique significatif.

Les résultats les plus intéressants ont &té obtenus récemment
par SOKOLOVE et Mc CRONE (1978), et Mc CRONE et SOKOLOVE (1879) qui ont cons-
taté que la lumiére exerce une influence sur le déroulement de la gamétoge-
nese de Limax maximus. En expérimentant dés l'éclosion, sur une durée de dix-
huit & trente-trois semaines, ils ont pu démontrer gue la maturation méle
est influencée per la photopériode : les jours longs (16 heures de lumiére -
8 heures d'obscurité) la favorisent, tandis que les jours courts (8 heures
de lumiére - 16 heures d'cbscurité) la retardent. Ils ont également prouvé
gu'une fois initiée la maturation méle ne pouvait plus &tre influencée par
les variations de photopériocde, ce gqui expliquerait les résultats négatifs

obtenus par SMITH (1886 al.

V - DISCUSSION ET CONCLUSICN

Apreés avoir envisagé l'origine et la localisation de la gonade,

1'étude du cycle sexuel et de ses smdes successifs avait pour but de pouvoir
expérimenter avec plus de précision et de mieux interpréter les résultats
obtenus. Cette étude a soulevé plusieurs problémes gqui seront discutés ici

successivement.

A - NOTION_ D'EPITHELIUM GERMINATIF
Les études cytologiques concernant l'ovotestis des Pulmonés
ont montré que chez de nombreuses esp2ces, les spermatogonies, les cellules
nourriciéres, les ovocytes et les cellules folliculaires se différencient
& partir d'un épithélium germinatif constitué de cellules indifférenciées
[Helix pomatia : ANCEL (1803), Helix aspersa : GUYARD (1971 a), Arion rufus
LAVIOLETTE (1954 a), Agriolimax reticulatus : RUNHAM et LARYEA (1968) puis

RUNHAM et HOGG (1978), Vaginulus borellianus : QUATTRINI et LANZA (1985),
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Lymmaea stagnalis : JOOSSE et REITZ (1869), Biomphalaria glabrata : de JONG-
BRINK, de WIT, KRAAL et BOER (1976}].

Chez Arion subfuscus, 1'épithélium germinatif est constitué de
cellules souches ; 1l acguiert 1'état germinal qui se traduit par des modi-
fications d’'ordre nucléaire dans les cellules transformées en protogonies
indifférenciées.

L'existence d'un épithélium germinatif n'est pas reconnue par
LUCHTEL (1872 a et b) chez Arion circumseriptus, Arion ater rufus et Deroce-—
ras reticulatum. Pour cet auteur, 1'épithélium des acini serait constitué de
cellules non germinales ("auxiliary cells”). Les travaux plus récents de
RUNHAM et HOGG (1878) et de HOGG et WIJDENES (1878) sur une des espéces étu-
diées par LUCHTEL (Deroceras reticulatum) apportent des résultats opposés :
toutes les cellules de la gonade dérivent des cellules germinales primordia-

les ("GSC : gonadal stem cells”) constituant 1'épithélium germinatif.

B - NOTIONS_DE_CELLULE-SOUCHE_ET_DE_PROTOGONIE

Notre propos n'était pas de rechercher l'ocrigine de la gonade
mais d'y repérer un stade cellulaire suffisamment préc;ce pour étre indif-
férencié.

L'observation de gonades infantiles nous a permis de définir
au niveau ultrastructural deux types de cellules : les cellules-souches st
les protogonies, ce qui concorde avec les observations de GUYARD (1971 &a).

L'existence de deux catégories de gonocytes dans la gonade po-
se le probléme suivant : la cellule indifférenciée donne-t-slle naissance
aux deux types cellulaires méle et femelle ou alors spermatogonie et ovogo-
nie sont-elles issues de deux catégories de cellules d'aspect différent ?
Les observations effectuées jusgu'’ad présent chez les Gastéropodes hermaphro-
dites ont montré gqu'aucun critére ultrastructural ne permet de définir deux
catégories de protogonies.

GALANGAU (1968) constate que chez Milax gagates la gonie pri-
mitive, située contre la paroi de l'acinus, est une cellule de 15 um & gros
noyau contenant des amas de chromatine épars ; aucun argument ultrastructu-
ral ne permet de dire gue certaines gonies donneront naissance & la lignée
male et d'autres & la lignée femells.

Pour GUYARD (1871 a), chez Helix aspersa, "toute protogonie
épithéliale est potentiellement bisexuée, les futurs gamétes procedent
donc des mémes cellules indifférenciées”.

Chez Arion subfuscus, notre étude a permis 1'observation des
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stades gonocyteires sexuellement indifférenciés et montre qu'il semble chez

cette espéce n'exister gu'un seul type cellulaire & l'origine des deux 1li-

gnées germinales.

C - LA_DIFFERENCIATION DES DEUX LIGNEES GERMINALES (MALE ET_FEMELLE)

- - - —— > O - o " 4D (S n T - S W e Y A . G o AL o AR G e W e S W

1 - Evolution topographigue

Chez divers Pulmonés (Hélicidés, Arionidés, Limacidés,
Soléolifeéres), il est admis que les cellules germinales qui sont libérées
dans la lumiére de 1l'acinus sont des gonocytes males, tandis gque celles qui
demeurent dansla parol et évoluent sur place sont des €léments de la lignée
femelle [Helix lucorwnm : RANZOLI (1858, 1957), Heliz cineta : MASETTI-ZANNINI
(1960), Heliz aspersa : GUYARD (1971 a), Arion circumseriptus : LUCHTEL (1872
a), Deroceras reticulatum : HOGG et WIJDENES (1878}, Laevieaulis alte et Vagi-
nulus borellianus : QUATTRINI et LANZA- (1965)). Arion subfuscus se comporte

selon ce modeéle.

2 - Caractéres distinctifs

En dehors du feit gque l'ovogenése se poursuive en position
pariétale, il a été possible au niveau ultrastructural d'établir des caracté-
res distinctifs permettant de différencier la jeune cellule femelle de la

spermatogonie (voir page 24).

D - L’OVOGENESE

Apres le stade ovogonie, l'ovogenése d'drion subfuscus peut se
subdiviser en trois étapes que 1'on peut rapprocher de celles décrites par
HILL et BOWEN (1978) chez Agriolimax reticulatus.

- Croissance initisle caractérisée par un cytoplasme ovocytaire basophile et
une absence de vitellus dans ce dernier.

- Croissance intermédiaire marguée par lg début de la synthése du vitellus.

- Maturité des ovocytes qui sont remplis de vitellus.

Chez Lymnaea stagnalis, JOOSSE et REITZ (1869) ont remarqué que
les ovocytes sont localisés dans des aires vitellogénétiques ("vitellogenic
areas”) constituées par les zones de contact entre la peroi des acini et la
glande digestive. Nous n'avons pas effectué une telle observation chez Arion
subfuscus ol, chez les adultes, on peut voir évoluer cdte-a-cGte sur une mé-
me portion de paroil des ovocytes ' se trouvant & différents stades de leur dé-

veloppement.
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Chez Arion subfuscus, on observe la présence d'ovocytes en
dégénérescence dans 1'ovotestis. Ce phénoméne a également été décrit chez
les limaces Arion ater rufus (LUSIS, 1861) et Agriolimax reticulatus
(RUNHAM et LARYEA, 1968), ainsi que chez le Basommatophore Lymnaea stagna-
1is (JOOSSE, BOER et CORNELISSE, 1988). |

En conclusion, Arion subfuscus, qui a fait 1l'objet de nos études,
est un animal & cycle annuel, comme d’autres Arionidés [Arton rufus :
LAVIOLETTE (1854 a), Arion ater rufus : LUSIS (1861)., Arion circumscriptus
LUCHTEL (1972 a)]. Ces Stylommatophores ne pondent gqu'a une seule période de
leur vie puis meurent. Excepté durant le premier mois de la vie et durant 1la
phase femelle on a toujours des acini mixtes. Cependant,‘la maturité male
survient avant la maturité femelle : les ovocytes subisseﬁt un lent accrois-
sement qui ne s'accélere vraiment que chez les adultes en fin de phase méle

et en phase femelle.

=

Ayant posé les bases relatives & l'évolution de la gonade et passé
en revue les divers facteurs externes pouvant influer sur son développement,
il nous &tait alors possible de tenter d'amener des éléments de réponse 3 la
guestion : quels sont les facteurs contrdlant la différenciastion sexuelle et
le fonctionnement de l'ovotestis ? Leur mise en évidence est le résultat
d'une expérimentation im vivo et im vitro que nous allons envisager dans la

deuxiéme partie.




DEUXIEME PARTIE

ETUDE DU DETERMINISME ENDOCRINE
DE LA DIFFERENCIATION SEXUELLE
ET DU FONCTIONNEMENT DE LA GONADE
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Les formes hermaphrodites en produisant les deux catégories de ga-
metes se prétent bien a l'étude du déterminisme de la différenciation se-
xuelle et du fonctionnement de la gonade. En méme temps gue se sont poursui-
vies les recherches sur l'influence des facteurs externes, de nombregux tra-
vaux ont porté sur les facteurs internes.

Chez les Gastéropodes Pulmonés, en dehors des expériences d'irra-
diation aux rayons X, des techniques d'endocrinologie classique ont été em-
ployées : ablations, implantations, injections, cultures organotypigues. De
plus, plusieurs asuteurs ont décrit des cellules neurosécrétrices a activité
variable au cours du dévelcoppement de la gonade. ‘

Nous passerons successivement en revue les travaux ayant fait ap-

pel & ces diverses techniques.

1 - Expériences d’'irradiations aux rayons X

Elles ont été effectuges afin d'étudier leur répercussion
sur les deux lignées germinales et sur la ponte.

Chez les Basommatophores, il faut éignaler les travaux de
PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ (1964) chez Australorbis glabratus, de JOOSSE, BOER
et CORNELISSE (1968) chez Lymmaea stagnalis, de RAVERA (1868) et de RAVERA,
GADDI et GIANNOVI (1968) chez Physa acuta.

Chez les Stylommatophores, LAVIOLETTE et CUIR (1858) ont
soumis des limaces de 1'espéce Ariom rufus., &gées de deux ou cing mois, &
diverses doses de rayons X. Des doses faibles (3 000 r.) provoquent 1'hyper-
trophie des noyaux des spermatagonies et une crise de préméiose ovocytaire.
Des doses de 6 000 a 12 000 r. détruisent complétement la lignée male, alors
gue guelques ovocytes survivent. La dose maximale utilisée (18 000 r) provo-
que un état de stérilité temporaire de la gonade ; trois meis aprés le trai-
tement les spe:matogcnies réapparaissent mails la régénération des ovocytes

gst trés limitée.

2 - Technigues d'ablation et de cautérisation

- o - an e o - --

Cette opération, que nous avons effectuée pour étudier
1'état de la gonade régénérée chez des animaux ayant subi divers traitements,
est réalisable chez les Pulmonés ne possédant pas de coguille. Elle pose par
contre de nombreux problémes chez les Pulmonés en possédant une. En effet,

dans ce cas, elle est treés difficile & réaliser chez les espéces ol la gona-

de est enrobée par la glande digestive : chez Lymmaea stagnalis, 1l'opération




- 38 -

est impossible ; chez Helix, elle est suivie de temps de survie courts, ne

résulte généralement gu'en une castration partielle et entraine un pourcen-

tage élevé de mortalité (Helix pomatia : FILHOL, 1838 ; Helix aspersa :
GODDARD, 1960 et GOMOT, 1876 al). Elle est par contre possible chez les espé-

ces ou l'ovotestis est séparé de la glande digestive (Taphius glabratus :
HARRY, 1865 ; Bulinus truncatus : BRISSON, 1871 ; BOER, MOHAMED, VAN MINNEN,
de JONG-BRINK, 1976).

b) Ablation des tentacules cculaires

" - - - - ————— = - - ———

Les résultats obtenus chez les Stylommatophores et re-

latifs & la différenciation sexuelle et au fonctionnement de la gonade se-

ront discutés dans le chapitre I.

R Rt R — =R N i PAgnap s e G-

Réussie uniguement chez Lymnaea stagnalis, elle n'a pu

apporter de résultats exploitables en raison des perturbations gqu'elle pro-

vogque ; nous y reviendrons dans le chapitre I.

. B - - - - — -

. Chez Lymmaea stagrnalis, il a été possible de démontrer

par cette méthode que :

les corps dorsaux stimulent la vitellogen2se (GERAERTS et JOOSSE, 1875),
la neurohormone des cellules caudo-dorsales stimule 1l'ovulation et empéche
la dégénérescence des ovocytes matures (GERAERTS et BOHLKEN, 1878) ;
les lobes latéraux exercent une influence sur 1l'éveolution de la spermatoge-
nése et de 1l'ovogengse. En effet, leur cautérisation entraine un retard
dans l'apparition de la maturation méle et femelle et diminue le taux d'o-
viposition. Selon GERAERTS (1876 b), il se pourrait que 1'activité des
corps dorsaux soit régulée par les lobes latéraux.

. Chez Agriolimax reticulatus, WIJDENES et RUNHAM (1878)

ont pu mettre en évidence que la cautérisation des corps dorsaux ralentissait

la "maturation” des ovocytes.

1

3 - Technigues d'implantations

Pratiquées chez Lymmaea stagnalis, elles ont pu confirmer

'activité endocrine des corps dorsaux et des lobes latéraux (GERAERTS et

JOOSSE, 1875 ; GERAERTS, 1876 b).
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4 - Technigues d'injections

Aprés la mise au point de technigues d'anesthésie et
d’'opération, des injections d'homogénats de structures endocrines ou présu-
mées endocrines (tentacules oculaires, cerveau) ont pu &tre effectuées. Nous
en discuterons dans le chapitre consacré a l'expérimentation in vivo.

Des hormones de Vertébrés ont été injectées & divers Pul-
monés (Lymnaea stagnalis : AUBRY (1962), Helizx pomatia : AUBRY, 1862 ;
BIERBAUER et MOLNAR, 1872 a ; CSABA et BIERBAUER, 1977 et 1879). Néanmoins,
comme le signale DURCHON (1887), "d’'une fagon générale, l'emploi d’'hormones
de Vertébrés chez les Invertébrés n's jamais apporté de renseignements uti-
les”. Nous nous bornerons donc & signaler les résultats obtenus chez les
limaces.

ROSE et HAMON (1838) & la suite d'injection d’une solution
huileuse de benzoate d'oestradicl ou de propionate de testostérone n'ont pu
mettre en évidence de changement au niveau de la gonade de Milax gagates.

BRIDGEFORD et PELLUET (1952) constatent gue la synapoidine
(mélange des gonadostimulines antéhypophysaires : LH et FSH) provogque chez
Deroceras reticulatum un accroissement du nombre d’ovocytes et une matura-
tion rapide des cellules germinales méles en méme temps gu’'une désorganisa-
tion de 1l'ovotestis. |

TAKEDA (1878) a montré chez Deroceras reticulatum et Limax
flavus que les oestrogénes (oestradiol, oestrone) stimulent la ponte mais
provoquent un faible taux de développement des oceufs. Injectés ensemble,
1l'oestradiol et la déhydroépiandrostérone augmentent les taux de ponte et
de développement des oceufs. Chez des animaux tentaculectomisés, 1'injection
d'oestrogénes (oestradiol, oestronel) et d'androgénes (testostérone, déhydro-
épiandrostérone) entrainent une augmentation du nombre d'ceufs pondus et du
taux de développement de ces dernie:s.

Des stéroides ont é€té identifiés chez Arion ater rufus
dans l'oeuf (testostérone, 11-cétotestostérone, 17a-hydroxyprogestérone :
GOTTFRIED et LUSIS, 1966) et dans la spermatheque (oestrone et 17R-oestradiol
GOTTFRIED, DORFMAN et WALL, 1867) et chez Ariolimax califormicus (GOTTFRIED
et DORFMAN, 1870) dans la glande de 1'albumine (oestrone, pregnénolone, 178-
oestradiol), dans la spermathéque (oestrone) et dans la gonade (déhydroépi-
androstérone et 11-cétotestostérone). A la suite de ce dernier résultat,
GOTTFRIED et DORFMAN (1870) ant injecté les stéroides gonadiques détectés a
des limaces privées de leurs tentacules et ont montré que ces stéroides agis-
saient en modifiant la libération de 1'"hormone tentaculaire” chez Ariolimax

ealifornicus.
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5 - Les cultures orgenotypiques

Cette méthode a été introduite dans les recherches concer-
nant l’'endocrinologie de la reproduction des Pulmonés pour échapper aux dif-

ficultés opératoires in vivo. Nous y reviendrons dans le chapitre II.

6 - Mise en évidence d'une relation entre les variations

- saisonniéres de 1l'état de la gonade et les changements

dans 1'histologie de cellules neurosécrétrices ou d'organes

endocrines ou supposés endocrines

Dans ce domaine, ont été envisagés essentiellement le sys-
téme nerveux central et plus particuliérement les ganglions cérébroides, les
corps dorsaux et les tentacules oculaires. Le chapitre III fera le point des

connaissances actuelles.

A la suite de ces travaux, nous avons entrepris 1'étude du déter-
minisme de la différenciation sexuelle, chez Arion subfuscus, par une expé-
rimentation Zn vivo suquel le premier chapitre sera consacré et par une ex-
périmentation in vitro par la méthode des cultures d'organes gqui fera 1'ob-
jet du second chapitre. Le troisieme chapitre traitera d'une étude histolo-

gigue du complexe céphaligue.
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RESULTATS OBTENUS CHEZ LES GASTEROPODES PULMONES
AYANT INFLUE SUR LE DEROULEMENT DE NOTRE EXPERIMENTATION

v de ke

"The application of the classical methods of endocrine research to the pulmo-
nate gastropods has raised a number of purely technical difficulties for the
investigators”.

BOER H.H. et JOOSSE J. (1975). Chapter 6 : Endocrinology In : Pulmonates, V.

FRETTER & J. PEAKE Ed., Academic Press, London, New York, 1, 245-307.

Yede kR

"A la suite d'expériences de castration de trés jeunes animaux se sont révé-
lées les facultés régénératives de la glande génitale d'Arion rufus”.
LAVIOLETTE P, (1954). Ann. Sci. Nat. Zool., 16, 427-535.

dekdek

"Les gonocytes primordiaux de 1'ébauche gonadique d'Helix aspersa ont le pou-
voir de s'autodifférencier dans le sens femelle”.
GUYARD A. (1868). C. R. Acad. Sci. Paris, 268, D, 8966-988.

Jededede

"In both species of slugs used, Arion subfuscus and Arion ater, cutting off
the optic tentacles results in an increase in the number of eggs, when com-
pared with the controls”.

PELLUET D. et LANE N.J. (1961). Canad. J. Zool., 38, 789-805.

dede ek

Chez Helix aspersa, "1'association autologue ébauche gonadigue indifférenciée-

-

tentacules oculaires aboutit & une inhibition de 1'autodifférenciation ovocy-

taire qui ne se manifeste pas et & un statu quo de 1l'activité male”.
GUYARD A. (1871). Thése Doct. Sci. Nat., Besangon, n® S6.

dedede ke
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]
"There is enough evidence to suggest that in all gastropods at least one type
of endocrine organ exists, the dorsal bodies”.
JOOSSE J. (1872). Gen. Comp. Endocrinol., Suppl. 3, 581-601.

doke Kk

In Lymnaea stagnalis, "the dorsal bodies produce a factor that stimulates vi-
tellogenesis in the female cells”.
GERAERTS W.P.M. et JOOQSSE J. (1975). Gen. Comp. Endocrinol., gz, 450-4864.

dedkedhk

In Agriolimax reticulatus, "it is suggested that the dorsal bodies produce a
hormone that promotes maturation of the oocytes”.
WIJDENES J. et RUNHAM N.W. (1878B8). Gen. Comp. Endocrinol., 29, 545-551.

Je % % %k

"L'étude expérimentale du déterminisme endocrine du fonctionnement de la go-
nade des Mollusques Gastéropodes pose de nombreux problémes. C'est pourquoi
il est impossible de généraliser les résultats obtenus chez une espéce. Il
faudra encore attendre plusieurs années avant d'avoir une vue d'ensemble”.

DURCHON M. et JOLY P. (1878). Chapitre VI : Les Mollusques In : L'Endocri-

nologie des Invertébrés, Presses Universitaires de France, Paris, 86-111.

ddedk




CHAPITRE 1

EXPERIMENTATION IN VIVO
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C'est. LAVIOLETTE {1854a) qui a observé le phénoméne de régénération
germinale en réalisant des castrations chez Arion rufus afin de compléter son
étude du déterminisme humoral de la différenciation glandulaire du tractus
génital. Il a montré gue la gonade réséquée a sa jonction avec le canal her-
maphrodite (fig. 4, a) était capable de régénérer chez des limaces &gées de
un & six mois et demi. Passé cet &ge, l'opération n'est jameis suivie de ré-
génération, ce qui confirme les résultats d'ABELOOS (1943), obtenus sur des

-individus é&gés de Limax maximus.

Figure 4 - La régénération germinale.

a - Gonade au moment de l'ablation (le niveau de section est figuré par le
trait fléché).
b - Régénérat de six semaines coiffant 1l'extrémité sectionnée de 1l'artére gé-
nitale et du canal hermaphrodite.
c - Reconstitution graphique simplifiée d'un régénérat renfermant des cellu-
les germinales :
. en traits pleins, le canal hermaphrodite, les digitations et les cryptes
_dans lesquelles apparaissent les premiéres cellules germinales néoformées.
. en traits interrompus, l'artere génitale.

AG : arteére génitale ; CH : canal hermaphrodite ; GH : glande hermaphrodite.
(D'apres LAVIOLETTE, 1854a, chez Arion rufus).
LAVIOLETTE a défini dans la régénération de la glande génitale

d'drion rufhé quatre étapes que l'on retrouve chez Arion subfuscus
- La premiére correspond & l'édification d'un nodule cicatriciel (fig. 4, b).
- La seconde est marquée par la formation de digitations du canal hermaphrodite.
- La troisieme est définie par l'apparition de cryptes provenant de la dilata-

tion de l'extrémité de 1'une ou de plusieurs de ces digitations.
- La quatriéme est remarquable par la présence de cellules germinales néo-

formées (Ffig. 4, cJl.
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Chez les Gastéropodes, la régénération germinale a été également
étudiée chez d'autres Pulmonés [Stylommatophores : Deroceras (HOGG et
WIJDENES, 1979) ; Basommatophores : Bulinus (BRISSON, 1967, 1871), Austra-
lorbis (VIANEY-LIAUD, 1972 b)] et chez des Nudibranches de la famille des
Aeolidiidae (TARDY; 1867, 1871).

BRISSON (1867, 1971) en opérant sur de jeunes exemplaires de Bu-
linus contortus (Michaud) trmmeatus (Audouin), VIANEY-LIAUD (1872 b) chez Aus~-
tralorbis glabratus et plus récemment HOGG et WIJDENES (1878) chez Deroceras
reticulatum ont montré que 1'obtention d'une néogonade n'est possible que si
les animaux castrés sont immatures. Ainsi, il semble bien qu’'il existe chez
ces Mollusques un &ge limite au dela duquel la régénération germinale ne s'ef-
fectue plus. Seul TARDY (1971) au cours de ses travaux sur Adeolidiella alderi
a observé que "la potentialité germinale subsistait & peu prés tout au long
de la vie de ce Mollusgue”.

PELLUET et LANE (1961) puis PELLUET (1864) ont montré gque 1'abla-
tion des tentacules oculaires provogquait chez les jeunes Arion subfuscus,
Arion ater et Milax sp. un accroissement notable du nombre d'ovocytes dans
la gonade des opérés, trois & huit semaines aprés l'opération. Ce résultat
et ceux obtenus & la suite d'injections d'extraits tentaculaeires et cérébraux
leur & fait émettre 1l'hypothése que le déterminisme de la différenciation se-
xuelle serait, chez ces animaux, de nature endocrine et ferait intervenir
deux hormones : une hormone tentaculaire, inhibitrice de l'ovogengse, et une
hormone cérébrale contrdlant la preduction d'ovocytes.

Toute notre expérimentation s'est élaborée asutour de ces deux possi-
bilités d'opérations : castration et tentaculectomie, qui ont servi de base
aux séries expérimentales effectuées.

Deux grands groupes d'opérations ont &té& ainsi réalisés :

- Ablations des tentacules cculaires chez des jeunes & l’'éclosion, suivies
de résections répétées du régénérat
- Castrations précédées ou non de tentaculectomies.

Dans ces conditions, nous avons entrepris une étude expérimentale
de la différenciation sexuslle d'Arion subfuscus qui a consisté & étudier
1'évolution de la gonade en croissance ou en cours de régénération chez des
limaces privées ou non de leurs tentacules oculaires et subissant ou non des
injections répétées d'extraits tentaculaires ou cérébraux de divers types.

En effet, les ablations de tentacules pratiquées par PELLUET et
LANE ayant été suivies de fixations & court terme sur des animaux dont le

stade génital n'a pas été précisé, il était donc utile de reprendre ces
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expériences et d’en prolonger les durées. De plus, la possibilité de réédi-

fication d'ume nouvelle gpnade nous a permis de rechercher :

- le r8le des tentacules oculaires dans la réalisation de la gamétogenése
des limaces (en effet, la régénération germinale n’avait jamais été envi-
sagée en privaent un individu d'un organe présumé endocrine et en lui in-
jectant des extraits de ce méme organe)

- l'"influence d'injections d'extraits cérébraux sur 1'état de la gonade nou-
vellement &difiée.
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I - MATERIEL ET TECHNIQUES - COMPORTEMENT DES ANIMAUX EN EXPERIENCE

A - ANIMAUX
Afin de réunir le maximum de critéres indispensables.& une
comparaison valable entre les résultats obtenus, les opérations sont effec-
tuées a partir d'un lot aussi homogene que possible (animaux issus de pontes
recueillies au méme moment et déposées par des sujets en provenance d'une

station unique).

B - TECHNIQUES OPERATOIRES

- ——— - - - - - -

1 - Ablation des tentacules cculaires

Les interventions sont effectuées aprés une légeére anes-
thésie & l'anhydride carbonigue, suffisante pour abolir la réponse de rétrac-
tion du tentacule. L'ablation de ce dernier est facile & réaliser : saisi &
l'aide de pinces, il est sectionné & ls base.

Cependant, les potentizlités de régénération des tentacules
chez les limaces (CHETAIL, 1863) imposent une vérification réguliére et une

Y

résection compléte et périodique (tous les huit 3 quinze jours) du régénérat.

2 - Castrations

La régénération germinale n'étant possible que si 1'abla-
tion de la gonade est effectuée avant la puberté (LAVIOLETTE, 1854a), les
castrations ont été réalisées sur des animaux agés d'environ deux mois, se
trouvant donc en phase juvénile de leur développement (ABELDDS, 1844).

Les animaux & opérer sont mis & jelner vingt-guatre 2
guarante-huit heurees avant l'intervention afin d'éviter les accidents dus &
la réplétion du tube digestif.

Dans le cas ol l'on effectue une détentaculation, celle-ci
est réalisée deux jours avant la castration afin que toute trace "hormonale”
soit éliminée. Des résections régulidres sont évidemment effectuées (tous

les huit a guinze jours].

a) Anesthésie
Elle a pour but de supprimer l'irritabilité des muscles
de la paroi du corps et d'aboutir & un reléchement musculaire complet permet-
tant la mise en place d'écarteurs en verre. La technigue, dérivés de celle
préconisée par LAVIOLETTE (1854a) comporte les temps suivants :
o Immersion dans une solution diluée d'acide nitrique

et de formol (HZO : 1000, HNOg : 2, CHOH & 40 % : 3).
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Ce mélange provogque une extension relativement rapide
des animaux s'accompagnant d'un rejet de mucus.
o Lavage & l’'sau courante
Déposées dans un évier ol un robinet entretient un cou-
rant d'eau abondant, les limaces rampent., en extension compléte, et se débar-
rassent de leur gangue de mucus.
o Action de 1'enhydride carbonique
En évitant autant que possible tout contact brutal gui
le ferait aussitdt se rétracter, l'animal est transporté dans une boite 2
fond d'ouate humidifiée, recouverte d'un opercule et dans laguelle arrive le
gaz. La durée de séjour est de l'ordre de dix & quinze minutes mais le com-
portement d’'individus de méme &ge est sujet & des variations importantes.
o Action du froid
Afin de parachever la décontraction, les limaces sont
soumises & l'action du froid par contact avec la glace fondante. Aprés quel-
ques minutes, si le relachement musculaire est convenable, 1l'opération pro-
prement dite peut commencer. Deux cubes de glace, disposés de part et d'au-
tre de la région antérieure du corps de 1'opéré assurent, pendant la durée

de 1'intervention, l'entretien de 1l'anesthésis.

- -

On pratique une incision médio-dorsale de deux millimé-
tres de longueur que 1l'on pourra prolonger d’un ou deux millimétres dans 1a
direction convenable, étant donnée la position trés variable de la gonade
par rapport au tégument.

Il faut agir rapidement en raison de la réaction de
1l'opéré : rejet de mucus et contraction partielle de la musculature de la
région lésée. Aprés la pose d’écarteurs en verre permettant de maintenir la
plaie béante, on sépare les lobes de 1'hépato-pancréas & 1'aide d’'aiguilles
de verre diversement coudées et terminées en boule. Quand la gonade est re-
pérée, on procéde & l'ablation proprement dite qui consisté en une section
des différents vaisseaux la maintenant en place. Le canal hermaphrodite,
accolé & l'artére génitale est coupé en mdme temps qu'elle (fig. 4, a, page
42). La fragilité de 1’épithélium hépatique fait qu’il arrive que la glande
digestive soit lésée au cours des opérations de dégagement de la gonade.
L'emploi d'un électrocoagulateur (KOENIG) y remédie et & la dissection, on
ne retrouve la trace d’aucune lésion.

Les lobes de la glande digestive étant remis en place

N

et les écarteurs enlevés, on suture la plaie & 1l'aide d'agrafes en fil d'ar-

-,

gent de 0,1 ou 0,2 mm de diamdtre placées & environ un millimétre d'inter-

valle.
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C - SDINS POST-OPERATOIRES

- - - -

1 - Castrats

Les opérés sont gardés individuellement dans des bocaux
d'un demi-litre garnis de papier filtre humidifié d'esu distillée additionnée,
durant les premiers jours suivant l'opération, d'sntibiotiques : Spécilline G
(SPECIA) et Streptomycine (SPECIA}. On les y laisse jelner pendant quelques
Jours alors que s'installent les processus de cicatrisation, période durant
laquelle ils sont particulieérement fragiles.

Aprés environ cing jours, les premiéres agrafes commencent

& tomber d'elles-mémes. Il est dés lors possible de nourrir 3 nouveau les

opérés. La cicatrisation s'ach&ve apres environ deux semaines.

2 - Animaux détentaculés (Cas des castrats et des animaux nor-

maux ayant subi l’ablation des tentacules)

KITTEL (1956) ayant montré gque les tentacules cculaires se-
raient des récepteurs a longue distance pour l'odorat alors que les tentacu-
les inférieurs seraient des récepteurs & courte distance en ce qui concerne
l'odorat et le golt, les animaux tentaculectomisés sont déposés individuel-
lement dans des récipients en verre d'un demi-litre ol la salade (toujours
en abondance) est placée de telle fagon que l'animal soit, dés sa premiére

prise de nourriture, & sa proximité ou en contact avec elle.

D - INJECTIONS D’EXTRAITS

Le stockage & basse température (-70°C) de tentacules oculai-
res et de cerveaux prélevés au stade désiré a permis de réunir un nombre suf-
fisant de tentacules et de cerveaux autorisent la réalisation de séries ex-
périmentales relatives & 1'influsence d'injections répétées d'extraits tenta-
culaires ou cérébraux sur la gonade en croissance ou en cours de régénéra-
tion. '

L'obtention de tels extraits réclame un grand nombre d'animaux ;
1'expérimentation s'étendant sur cing & dix mois requiert en effet plus de
quarante & quatre-vingt tentacules ou cerveaux par opéré. Ceci limite néces-
salrement le nombre d'individus en expériencs.

Les injections, hebdomadaires, sont effectuées dans la cavité
générale, aprés anesthésie légere et relaxation de 1'animal pour faciliter
1'injection (LEVER, JAGER et WESTERVELD, 1964).

Le volume injecté varie suivant 1'dge de l’animal (10 & 50 ul)
mais est toujours le méme sur des animaux de méme &ge, quelle que soit sa

nature (liquide physiologique ou extrait).
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Dans le cas des animaux castrés, les injections commencent
guinze jours aprés 1'opération ; elles sont effectuées sur des individus
Juvéniles et corrélativement posent peu de problémes. Chez les animaux nor-
maux et les détentaculés 3 l'éclosion, elles débutent huit & guinze jours
apreés 1'éclosion en raison de la taille de ces jeunes individus.

Lors de 1'injection, la glande digestive peut &tre lésée, ce
qui entrainme une certaine mortalité. Cet incident, rarement observé chez
les castrats, l'est plus fréguemment chez les jeunes animaux durant le pre-
mier mois.

Apres injection, l'aiguille de la seringue HAMILTON doit &tre
soigneusement nettoyée avant de servir a nouveau, son canal étant facilement

obstrué par le mucus.

E - CONDITIONS EXPERIMENTALES
Tous les animaux en expérience sont placés en éclairement natu-
rel & la température moyenne de 15°C dans des bocaux individuels. Il regoi-

vent une nourriture journaliére (laituel.

F - COMPORTEMENT DES_ANIMAUX_EN_EXPERIENCE

Dans les divers tableaux et figures, seuls sont indiqués les

nombres d'animaux examinés.

1 - Mortalité

a) Cas_des castrats
Elle est de l'ordre de 20 & 25 %, due & 1l'opération par
elle-méme ou au choc opératoire. En cas d'injections d'extraits & de tels

=

animaux, elle passe & environ 35 %.

b) Cas_des_snimaux_non_castrés
Le taux de mortalité chez les individus témoins recevant
du liguide physiologique atteint 20 & 25 % comme chez les limaces subissant
des injections d'extraits, Il peut probablement s'expliquer par les anesthé-
sies fréguentes qui, bien que légéres (temps brefs), sont répétées et par

les difficultés d’'injection chez les jeunes animaux.

2 - Activité des opérés

Excepté chez les castrats dans les premiers jours suivant
l'opération (la cause en étant vraisemblablement la forte anesthésie et le

choc opératoire), l'activité locomotrice des divers opérés semble normale.
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3 - Prise de nourriture

Les animaux en expérience s'alimentent normalement en
tenant compte des précautions prises dans le cas des animaux privés de leurs
tentacules et de la mise au jedne des castrats dans les quelques jours qui
suivent leur opération (voir soins post-opératoires). En sffet, quoique la
prise de nourriture n’ait pas 8té quantifiée comme l'ont fait d’'autres au-
teurs (VAN DER STEEN, JAGER et TIEMERSMA, 1373 ; SCHEERBOOM et GELDOF, 1878),
une inspection journalidre des limaces en expérience et la production de fe-

Y

ces indiquent uns activité normale quant a leur alimentation.

II - EVOLUTION QE LA GONADE EN CROISSANCE QU EN COURS OE REGENERATION CHEZ
DES ANIMAUX DETENTACULES OU NON ET RECEVANT DES INJECTIONS REPETEES
Q'EXTRAITS TENTACULAIRES

De précédents travaux consistant an la privation de tentacules
oculaires dés 1'éclosion (WATTEZ et DURCHON, 1872) et en castrations effec-
tuées sur des animaux juvéniles préalablement tentaculectomisés (WATTEZ,
1973) avaient abouti & la mise en évidence chez ces deux typss d’'opérés
d'une nette féminisation de l'ovotestis en croissance ou en cours de. régé-
nération. Ils nous avaient ainsi permis de scupgaonner 1l'influence des tenta-
cules oculaires dans la différenciation de la gonade d'drion subfuscus.

Le présent travail relate les observations effectuées & la suite
des  expériences complémentaires :

- castration en phase juvénile, précédée ou non de détentacula-
tion, et suivie d’'injections répétées d'extraits tentaculaires ;

- tentaculectomie pratiquée & 1l'éclosion, suivie d’injections

répétéas d'extraits tentaculaires au cours de la croissance.

- - " - -

Les injections d’extraits tentaculaires ont été réalisées sur
deux types de receveurs (castrats et animaux non castrés) privés ou non de
leurs tentaculss. Les extraits utilisés ont &té obtenus & partir d’organes
prélevés a différents stades du développement de 1l'animal : phases infantile,
juvénile, mdle et femelle (stades 1, 2, 3, 4 et 5 du cycle génital).

Les séries témoins sont constituées de limaces subissant des
injections répétées de solution physiclogigue de CHIARANDINI (1864).

L'sxpérimentation comprend quatorze séries (tableau III).




TABLEAU III

TABLEAU RECAPITULATIF OES SERIES EXPERIMENTALES RELATIVES A L*'INJECTION O'EXTRAITS

TENTACULAIRES.
Type d’opération
Nature de Castration - Tentaculectomia
liﬂ?:izgion Castration - a
) Tantaculactomie | Animaux normaux 1'éclosion
§2/2)] (N (-
Solution
chysiolegique Série 1 Série 2 : Séries S st 10 : | Sériss & 2t 11
de Chiarandini C +» Chia CD + Chia N+ Chta -7 + Chia
(Chial
Extraits
tentaculairss Séris 3 Sérig 4 ¢ — Séris 13
" juvéniles” c+ 75 ¢D + TF )
(T
Extraits
tentaculaires ‘__ — Séris 8 Série @
"femelles” v+ rg -T + Tg
ETQJ
Sxtraits
tantaculairss — - — Séries 14 :
"malas" -7+ T
(T )
Extraits
tantaculaires
homologuss (Th) — — — Séries 7 et 12 :
"infantiles” -7 + Th
puis " juvénilas”
puis "males”

PR
{ WA

. \,L"-."\)
AN
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1 - Injections & des castrats (séries 1 a 4)

Quatre séries ont été effectuées, elles concernent guarante-
neuf animaux.
Séries 1 et 2 : C + Chia et CD + Chia

Groupes témoins consistant en limaces castrées (C) [série
1 : C + Chia] dans certains cas détentaculées (CD) [série 2 : CD + Chia] re-
cevant une injection de selution physiologique de CHIARANDINI (1964) (+ Chia)
en quantité équivalente & celle des séries 3 et 4, une fols par semaine jus-

gu'a fixation du régénérat obtenu (six mois aprés 1'opération).

Séries 3 et 4 : C + Tj et CD + Tg

Animaux castrés (C) [série 3 : C + Tj) et castrats détenta-

culés (CD) [série 4 : CD + Tj] recevant hebdomadairement une dose d'extrait
tentaculaire homologue (+ Tj) [obtenu & partir de tentacules prélevés sur
des individus juvéniles] correspondant & deux tentacules oculaires, jusqu'au

prélévement de la gonade néoformée (six mois aprés 1'opération).

2 - Injections & des individus tentaculectomisés a l'éclosion

gt & des animaux normaux (séries 5 & 14)

L'expérience a porté sur deux cent sept animaux répartis
en dix groupes que l'on s’est proposé d'élever jusqu’a l’état adulte. Dans
tous les cas, les fixations ont été effectuées respectivement & six et & dix
mois aprés l'éclosion, c'est-a-dire a des stades caractéristiqdes du cycle gé-
nital chez les animaux-normaux d’élevage (stade 2 : phase juvénile, stade 4 :

phase de maturité méle).

Les séries 5 a 9 ont été sffectuées en 1973-74 st les sé-
ries 10 & 14 pratiquées en 1874-75. Ceci explique la présentation de deux
tableaux de résultats (tableaux V et VI), chague nouvelle expérimentation
nécessitant un nouveau groupe de séries témoins. Ainsi, les couples de sé-
ries 5-6 et 10-11 concernent le méme type d'expérimentation ; il en est de
mé8me pour les séries 7 et 12.

Séries 5 et 6 : N + Chia et =T + Chia

Animaux normaux (N) [série 5 : ¥ + Chia] ou détentaculés

dés 1'éclosion (-T) [série 6 : =T + Chia] subissant une injection hebdomadai-
re de solution physiologique de CHIARANDINI (+ ChZql) Jjusqu'd la fixation

(témoins par rapport aux séries 7, 8 et 9).

Série 7 : =T + Th
Animaux détentaculés (-T) des l'éclosion recevant, toutes

les semaines jusqu'’au sacrifice de 1l'opéré, une dose d'extrait tentaculaire
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(+ Th) équivalant & deux tentacules oculaires. La nature de l'extrait injec-
té varie qualitativement suivant 1'age de 1l’animal : le surnageant injecté
pendant le premier mois est de nature "infantile”. Ensuite, il est de nature

"juvénile" ; enfin, & partir du huitiéeme mois, il est obtenu & partir de ten-

tacules prélevés sur des individus en phase méle.

Série 8 : ¥ + T

Animaux intacts (¥N) subissant une injection hebdomadaire
d'extralit de tentacules prélevés sur des individus en phase femelle (+ 2@
et éguivalant & deux tentacules oculaires, jusqu'ad observation (série témoin

par rapport & la série 8).

Série 8 : -T + Tg

Animaux ayant subi upe tentaculectomie dés 1'éclosion (~T)
et recevant, toutes les semaines, en dose équivalente & celle de la série 8,
un extrait tentaculaire "femelle” (+ ZQJ, jusqu’su prélévement de la glande
génitale.

' Les résultats obtenus & la suite de ces cing séries (5 & 8)
ont &té publiés (WATTEZ, 1875). Ils nous ont montré la nécessité de procéder
a8 la réalisation d'autres groupes expérimentaux car ces séries ne nous infor-
maient pas sur le rfle des tentacules en phase mdle. A cette fin, ont donc été
réalisées les expériences complémentaires, a savoir :

- animaux privés de tentacules oculaires a 1'éclosion et su-
bissant des injections répétées (toutes les semaines) d'extraits de tentacu-
les prélevés sur des individus en phase mdle mature (stade 4a du cycle géni-
tal), 2 une dose correspondant 3 deux tentacules.

- animaux tentaculectomisés & la naissance et recevant heb-
domadairement une injection d'extrait de tentacules prélevés sur des animaux
juvéniles (stade 2 du cycle génital) & une dose corrgspondant & deux tentacules.

Dans le premier cas (injections d'extraits de tentacules
"méles”), il était alors possible d'évaluer 1'éventuel effet du tentacule en
phase male sur la différenciation de la lignée femelle.

Dans le second cas (injections d'extraits tentaculaires
"juvéniles”], en plus de l'effet propre du tentacule juvénile, la manipulastion
permettait d'étudier 1'évolution de la gonade en phase méle, en présence d’ex-
traits de tentacules "juvéniles”.

Cing séries ont été réalisées, lés deux premigres (10 et 11)
correspondant & des groupes témoins pour les séries 12, 13 et 14 (tableau III).

L'expérimentation comprend les groupes suivants :
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Séries 10 et 11 : N + Chia et ~-T + Chia

Animaux normaux (N) [série 10 : ¥ + Chza] ou détentaculés
(=T) & 1’éclosion [série 11 : =T + Chia] recevant, toutes les semaines jus-
gu'au sacrifice de 1l’cpéré, une injection de solution physiologigque de
CHIARANDINI (+ Chzal.

Série 12 : =T + Th

Animaux détentaculés des 1'éclosion (~T) recsvant, hebdo-
madairement jusgu’d fixation, une deose d'extrait tentaculaire (+ Th) équiva-
lant a deux tentacules. La naturs de l'’extrait injecté varie gqualitativement
suivant 1'dge de l'animal. Pendant le premier mois de la vie, il est de natu-
re "infantile”. Ensuite il est "juvénile” puis "mals” (en cas de fixation de

1'opéré a un &ge avancé : dix mois).

Série 13 : =T + Tj

Animaux tentaculectomisés dés 1'éclosion (~T) et recevant
une injection hebdomadaire d’'extrait de tentacules prélevés sur des indivi-
dus se trouvant en phase juvénile de leur développement (+ TJ), en dose équi-

valant & deux tentacules oculaires, ceci jusgqu'ad observation.

Série 14 : =T + I

Animaux détentaculds dés la naissance (~T) et subissant
toutes les semaines une injection d’extrait tsntéculaire "male” (+ To™)
(obtesnu & partir de tentaculss prélevés sur des animaux mdles matures) a une

=

dose éguivalant & deux tentacules agculaires.

B -~ RESULTATS

- - i -

1 - Etude de la réggnérationvggrminale chez des animaux privésv

ou non de leurs tentacules oculaires et subissant des in-

jectians d'extraits tentaculaires ou de sglutiaon physiscle-

gigue (séries 1 & 4)

Les résultats obtenus ont fait 1l'objet d'une publicatiocn
(WATTEZ, 1975).

La tableau IV donne un apergu chiffré de 1l'ovogengse dans les
séries d’opérés. Seuls y sont figurés les cas d'obtention de régénéraﬁs nermaux.
Nous avons éliminé les cas de régénérats abortifs dont 1'évolution, apras un dé-
lai de six mois, n'a pas dépass@ le stade du nodule cicatriciel. LAVICLETTE
(1854a), chez Arion rufus, attribue "1'incapacité qu’ont de tels individus 3
régénérer une gonade A une déficience physioclogique ou 3 un chaoc opératoire
particulisrement mal supporté”.

Les fixations ont é8té affectusdss six mols apres l'opération,

autrement dit lorsque la gonade régénérée présente des cellules germinales.




TABLEAU 1V

EVOLUTION OE L'OVOGENESE OANS LA GONADE NEOFORMEE O'INDIVIDUS CASTRES (C)
ET DE CASTRATS QETENTACULES (CD) AYANT SuBIl OIVERSES INJECTIONS

(TEMPS ECOULE ENTRE OPERATION ET FIXATION : 6 MOIS).
Evaluation Séris 1 Séris 2 Séris 3 Série 4
’ de
1’ovogendsa C + Chia CD + Chia C + TF CD + T4
N 427 + 558" | 1306 £ 1620 | <48 £ 45% | §32 & 105
|
9 (14" (12) (12) (11)
3o max. 70 90 70 8q
{en uml

Ng

@y max : diamétre ovocytairs maximal.

ke de

€§?}
\Sg
\v

*

Chta : selution physiologigue da CHIARANDINI ; 7y :

nombre total d'ovocytes contanus dans la glande hermaphrodita.

extrait préparé

34 partir de tsntacules prélevés sur des anihaux juvéniles.

L

Entre parenthésas est indigusd ls nombre de régéndrats normaux

fixés at obsarvéds sur lequal ant été établiss lss moysnnas.

gnificative.

Les sériss marquées d'une méme lattre ne différent pas de fagon si-
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Séries 1 et 2 : C + Chia et CD + Chia

L'injection hebdomadeire de solution physiologigue en volu-
me équivalent & celui des extraits tentaculaires ne perturbe en rien 1l'évolu-
tion de la gonade des opérés. En effet, 1’'étude histologique révele dans la
gonade néoformée des castrats simples la présence d’'acini mixtes correspon-
dant & un aspect typique de phase juvénile avancée, avec dans le cas geénéral
la présence d’'un & deux ovocytes par acinus (P1. x, fig. al. Par contre, dans
celle régénérée aprés tentaculectomie (Pl. X, fig. bl), on observe 1l’'apparition
d'une trés nette poussée ovocytaire : les acini renferment un nombre important
d’ovocytes [la comparaison du nombre total d'ovocytes contenus dans les régé-
nérats de cet age avec celui obtenu aprés comptage dens la gonade nécformée
des castrats simples permet d’établir une nette différence entre les deux sé-
ries d'opérés (tableau IV)] et gquelques uns sont mSme presque totalement fé-
minisés (Pl. X, fig. cl.

Ceci confirme les résultats obtenus précédemment & la suite
de castrations accompagnées ou non de tentaculectomies et non suivies d’'in-
jections de liquide physiologique (WATTEZ, 1973) ; il semble bien que la pri-
vation des tentacules oculaires exerce un effet quantitatif édr le déroule-

ment de 1'ovogenese dans la gonade néoformée.

Séries 3 et 4 : C + T et CD + T

Les comptages qvocytaires effectués chez les castrats sim-

ples recevant hebdomadairement de l'extrait de tentacules prélevés en phase
juvénile (tableau IV) montrent gque de telles injections n'influent pas sur
.1'évolution de la lignée femelle (différence non significative entre les
moyennes des nombres d'ovocytes répertoriés dans la glande génitale des cas-
trats recevant de la solution physiologique et dans l'ovotestis des limaces
castrées recevant de 1l'extrait tentaculaire). Ce résultat peut s’expliguer
par le fait que la dose injectée dépasse le seuil efficace.

Par contreg, chez les animaux préalablement tentaculesctomi-
sés, ou l'extrait tentaculaire injecté est destiné & compenser la tentaculec-
tomie, on constate que cet extrait est actif, la poussée ovocytaire induite
par la détentaculation se trouvant alors fortement inhibée par les~injecticns
répétées d'’extraits tentaculaires (Pl. X, fig. d) ; la différence entre les
nombres moyens d’'ovocytes répertoriés dans la gonade des castrats détentaculés
ayant subi des injections de solution physiologique et dans celle des castrés
tentaculectomisés ayant regu des injections d'extraits tentaculaires est en
effet significative (tableau IV). Néanmoins, il convient de remarquer que le

nombre d'ovocytes répertorié dans la gonade des castrats détentaculés ayant




TABLEAU Vv

ZVOLUTION O LA GAMETOGENESE. APRES INJECTIONS REPETEES OE 3QLUTION PHYSIOLCGIQUE 38 CHIARANGINI {Chta) U D'SXTRALITS CE TSNTACULES

30IT 4GMOLOGUES (Th). SOIT PRELSVES SUR JES INDIVIDUS SN PMASE FEMELLE (Fg) A 23 ANIMAUX NORMAUX (¥) QU TENTACULEZTIMISES A L'3CL0-

3ISN (-7,

3érig 3 Sdrig § 3érie 7 3érie 3 3&ris 3
oty ¥ - Chic -7+ Chiz -7 - Th R -t~ Tg
fixatian 7,
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iogans Ng callulairss Ny cslluiaires g caliulaires Mg caliulaizes Ng celliiaires
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TABLEAU VI

EVOLUTION JE LA GAMETOGENESE. APRES INJECTIONS REPETEES 0E SOLUTION AHYSIOLOGICUE OE CHIARANOINI (Chee) QU Q'EXTRALTS Q£ TENTACULES
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ovog @ advogonias ; ovoc : Ovocytss {antre paranthases ast figurd le diamétrs ovocytairs maximai).
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recu de l'extrait tentaculaire est encore significativement supérieur & celui

enregistré dans l'ovotestis des castrats simples de la série témoin (série 1)

(tableau IV). En conséquence, l'extrait injecté ne corrige pas totalement

1'effet produit par la tentaculectomie.

2 - Etude expérimentale de la différenciation ggnitale chez

des animaux normaux ou tentaculectomisés & l'éclosion,

recevant des injections répétées d'extraits tentaculaires

ou de solution physiologigue (séries 5 & 14)

Les résultats ont été reportés dans les tableaux V et VI

et les figures 5 et 6.

1500~

Nombra dovocytes

A7

N

——

7

7%

N + Chia

NeTg  TaTQ  T4T) T+7d

Figure 5 - Nombre moyen d'ovocytes enregistré dans la glande hermaphrodite de
limaces &gées de six mois naormales (¥) ou tentaculectomisées (~T)
ayant subi diverses injections®.

*
Chia :
Th
To, Ij

LJ

solution physiologique de CHIARANDINI.

: extraits tentaculaires homologues.

=

et 70" : extraits tentaculaires préparés & partir d'animeux
en phase femelle (TQJ ou juvénile (TJ) ou male mature (To”).
séries 5 & 8 (effectuées en 1973-74). :
séries 10 a3 14 (effectuées en 1874-75).
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Séries 5 et 6 : N + Chia et =T + Chia (séries témoins)

L'injection de solution physiologique n’influe pas sur
le développement de la gonade. En effet, le stade histologique observé dans
la glande génitale des animaux normaux non opérés est caractéristique d'une
phase juvénile (Pl. XI, fig. a).

Par contre, les individus ayant subi une tentaculecto-
mie dés l'éclosion montrent dans leur ovotestis une trés nette poussée fe-
melle (Pl. XI, fig. b). Il n'est pas rare d'y trouver des acini renfermant
quatre & cing ovocytes (Pl. XI, fig. c), la moyenne chez les limaces non
opérées étant d'un & deux ovocytes par acinus. Les comptages ovocytaires ef-
fectués dans ces deux groupes d'animaux confirment cette différence (tableau
V et Figure 5).

Ces séries rappellent donc les observations précédemment
effectuées (WATTEZ et DURCHON, 1872) : l'ablation des tentacules oculaires

provoque une augmentation du nombre d'ovocytes dans l'ovotestis des opérés.

Série 7 : =T + Th

Afin de se rapprocher le plus possible des conditions
normales, des individus détentaculés & l'éclosion ont subi durant le premier
mois de leur vie des injections d'extraits de tentacules prélevés sur des in-
dividus infantiles puis au cours des cing mois suivants, une injection hebdo-
madaire d’extrait tentaculaire "juvénile”. Il a ainsi été fait appel & des
extraits homologues. On constate, aprés examen histologique (Pl. xI., fig. dJ
et'comptages ovocytaires (tableau V et figure 5) que ces injections continues
corrigent l'effet provogué par la suppression de l'inhibifaur tentaculaire
(différence significative entre les séries 6 et 7 pour le dénombrement ovo-
cytaire). Néanmoins, comme dans le cas d'injections répétées & des castrats
détentaculés (séries 3 et 4), le nombre moyen d'ovecytes observés dans la go-

nade est encore supérieur & celui répertorié dans l'ovotestis des témoins non

opérés (série 5).

Séries 8 et 9 : N + Ig et =T + Zg

L'injection d'extraits de tentacules oculaires prélevés

sur des limaces en phase femelle est inefficace ; i'éxamen histologique de
l'ovotestis et les comptages ovocytaires effectués (tableau V et figure 5)
ne réveélent pas de différence entre les animaux normaux ayant regu de 1'ex-
trait tentaculaire (série 8) et les témoins de. la série 5, ni entre les li-
maces détentaculées ayant subl des injections d'extrait tentaculaire (série

8) et les témoins de la série 6.
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Séries 10 et 11 : N + Chia et =T + Chia (séries témoins)

-

Les résultats relatifs & ces deux groupes confirment
ceux obtenus précédemment (séries 5 et B6) : le comptage des ovocytes révéle
une nette différence en faveur de la glande génitale des détentaculés (ta-

bleau VI et figure 5J).

Série 12 : =T + Th

Comme dans le cas de la série 7, les injections répétées
d'extraits tentaculaires corrigent l'effet produit par la tentaculectomie
{tableau VI et figure 5.

Série 13 : =T + Tj

L'examen histologigue de la gonade d'un animal ayant su-
bi 1l'ablation des tentacules oculaires & l'éclosion et regu corrélativement
une injection hebdomadaire d'extrait de tentacules prélevés sur des limaces
en phase juvénile, révele gque l'ovotestis présente l'aspect d'un stade juvé-
nile (Pl. XI, fig. e) ; le nombre d'ovocytes répertoriés dans cette glande
génitale (tableau VI et figure 5) est trés proche de celui enregistré pour
la glande hermaphrodite des animaux de la série 12 gui ont recu successive-
ment des extraits "infantiles” puis "juvéniles” (différence non significati-
ve entre les moyennes des nombres d'ovocytes enregistrés dans les gonades
des séries 12 et 13). De plus, le nombre d'ovocytes observés dans 1'ovotes-
tis des limaces de la série 13 est trés nettement inférieur 3 celui trouvé
dans la glande génitale des limaces détentaculées ayant recu de la solution
physiologique (série 11). Ce résultat démontre donc le haut pouveoir inhibi-

teur du tentacule en phase juvénile.

Série 14 : =T + 70

L'examaen de l'ovotestis d'une limace ayant subi une ten-
taculectomie & la naissance et regu une injection hebdomadaire d'extrait de
tentacules prélevés au stade 4a (phase m&le mature) permet de déceler la pré-
sence d'ovocytes et de spermatogonies, caractéristique d'un aspect de stade
Juvénile. Néanmoins, il convient de remarquer gque dans plusisurs acini la
poussée femelle induite par la détentaculation subsiste (Pl. XI, fig. f) ce
gui se traduit dans les comptages ovocytaires (tableau VI et figure 5) par
un nombre d'ovocytes nettement supérieur & celui trouvé chez les animaux nor-
maux (série 10) et chez les limaces aysnt recgu de 1l'extrait "juvénile” (série
13) mais cependant toujours trés inférieur & celui enregistré chez les déten-
taculés ayant subi des injections de liquide physiologigue (série‘11).

Ainsi, i1 semble donc bien gue le tentacule oculaire

conserve en phase mdle mature son pouveoir inhibiteur sur la différenciation
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IT -~ RESULTATS

L'expérimentation effectuée ayant pour but de rechercher une influ-
gnce éventuelle du complexe céphélique tentacules oculaires - cerveau sur la
différenciation sexuelle et le déroulement de la gamétogendse, nous rappor-
tons ici les observations effectuées & la suite de la culture de deux types
d'explants gonadiques : glandes génitales infantiles st juvéniles (prélevées
respectivement au stade 1 et au stade 2 du cycle génital).

Au cours de nos recherches expérimentales, nous avons procédé
- & des cultures de glandes génitales isolses,

- a des associations de gonades (infantiles) ou de fragments de gonades (juvé-
niles) avec tout ou partie de complexes céphaligues (tentaculss oculaires -
cerveaul) prélevés soit sur le donneur de la glands génitale (associations
autologues) soit sur des animaux d'3ges différents (associations hétérolo-
gues),

- & des cultures da gonades en présence d'extraits tentaculaires, cérébraux ou
mixtes, préparés & partir d’'organes prélevés sur des limaces de méme 3age

(extraits homologues) ou d’ages différents (extraits hétérologues]).

A - CULTURES_OE_GONADES_INFANTILES

Pour mettre en évidence les potentialités de sexualisation, il
est préférable de recourir & des expérimentations sur la gonade avant que ne
se soient manifestées leq deux catégories sexuelles. Pour ce faire, nous avons
ef?ectué des cultures de gonades infantiles de 1'un des trois types suivants

- isolees,

- associées & des complexses céphaliques complets ou dissociés,
soit autologues (prélevés au stade 1 du cycle génital), soit hétérologues
(prélevés sur des animaux en phase femelle : stade 5 du cycle sexuel),

- en présence d'extraits tentaculaires, cérébraux ou mixtes pré-
parés a partir de limaces en phase mdle mature (stade 4a du cycle génital).

La glande génitale est explantée sur des animaux 4gés de huit a
dix jours, &dge auguel elle se présente sous forme d’'amas cellulairss bordant
1'artedre génitale. Elle se trouve & un stade défini comme étant le stade infan-
tile (stade 1 du cycle génital) ; aucun ovocyte n'y est discernable (Pl. II,
~fig. bl). Sa structure & ce stade post-embryonnaire le plus précaoce a été dé-
crite précédemment (voir 1&re partie, page 21). k

Etant donnée 1'impossibilité de prélever un fragment témoin, en
raison de la taille de la gonade (100 um), on considére comme tel la glands

génitale d'un animal du méme &ge issu d’'une méme ponte. En cas d'association,


























































































































































































































































































































































