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INTRODUCTION



L'hormone cérébrale des Nereidae contrdle plusieurs processus liés
2 la croissance et 3 la maturation génitale tels que 1'&pitoquie (DURCHON,
1948), la gamétogenése (DURCHON, 1952-; CLARK et RUSTON, 1963 a ; DHAINAUT
et PORCHET, 1967), la régénération (DUﬁCHON, 1956 ; CLARK et RUSTON, 1963 b).
L'activité endocrine du cerveau n'est pas constante mais diminue tout au long
de la vie de 1l'animal, pour s'annuler 3 1'approche de la maturité génitale
(DURCHON et PORCHET, 1970, 1971). Le développement harmonieux de chaque indi-
vidu est ainsi lié 3 la décroissance progressive du taux hormonal pendant tou-
te la durée du cycle biologique qui est de | 3 3 ans selon les espéces. L'hor-
mone cérébrale exerce par conséquent une action 3 long terme, en modulant la
différenciation cellulaire et peut donc &tre rangée, selon la classification
généralement admise (CSABA, 1977 ; TATA, 1980), dans la catégorie des hormones
morphogénétiques.

Les modalités du contrSle -hormonal de la différenciation cellulaire
chez les Nereidae ont surtout &té &tudifes au niveau du cytoplasme, notamment
au cours de l'ovogenése. Le début de la croissance ovocytaire se déroule en
présence d'une activité endocrine élevée. L'appareil de Golgi participe alors
34 la synthése des protéines du vitellus (DHAINAUT, 1967, 1970 a ; DHAINAUT et
PORCHET, 1977 a). La diminution du taux hormonal provoque une réorganisation
de 1'activité fonctionmelle des dictyosomes qui s'orientent vers 1l'élaboration
des organites corticaux riches en glycoconjugués (DHAINAUT, 1968, 1970 a ;
DHAINAUT’et PORCHET, 1977 b ; PORCHET et al., 1977). L'ensemble de ces résul-
tats suggére que l'hormone cérébrale contrdle les synthéses cytoplasmiques
par 1l'intermédiaire d'une modulation des activités enzymatiques de 1'appareil
de Golgi (DHAINAUT et PORCHET, 1977 b). ‘

En revanche, les effets de 1'hormone sur les synthéses d'origine
nucléaire sont beaucoup moins bien connus. Nous avons donc entrepris l'étude
de la régulation hormonale de la différenciation des constituants nucléaires
dans les cellules germinales mdles et femelles. La gamétogenése constitue en
effet un modéle trés intéressant car les modalités de l'action hormonale sont
trés différentes dans chacun des deux sexes.

Dans la lignée femelle, la diminution graduelle de 1l'activité endo-
crine détermine la croissance ovocytaire (PORCHET, 1974) qui se déroule,
rappelons—le, pendant le stade diploténe de la prophase méiotique. Du point
de vue des synth&ses nucléaires, cette phase de l'ovogenése se caractérise
dans la plupart des espéces étudiées (RAVEN, 1961 ; DAVIDSON, 1968 ; GURDON,

- 1974), par un stockage consid@rable de RNA '"stables' (rRNA, tRNA) qui seront
utilisés au cours des premiers stades du développement embryonnaire. L'ovoge—
nése offre donc un modéle bien adapté i 1'étude du contrdle hormonal de la

synthése de certaines classes de RNA.



Dans la lignée mi3le, la prolifération spermatogoniale s'ef-
fectue en présence d'une activité endocrine élevée. La diminution bru-
tale du taux hormonal déclenche l'entrée en méiose (DURCHON, 1952 ;
DHAINAUT, 1964 a ; DURCHON et al., 1965). La spermatogenése présente
par conséquent des conditions trés favorables & 1l'étude de la régula-
tion hormonale du type particulier de différenciation que constitue la
méiose.

Nous envisagerons donc successivement la gamétogené&se dans
chacun des deux sexes. Tout d'abord, les divers aspects de la diffé-
renciation des constituants nucléaires ont été &tudiés dans les condi-
tions endocrines naturelles. Dans un second temps, les modalités de la
régulation hormonale ont &té explorées en faisant appel aux techniques
expérimentales (ablation du prostomium, cultures organotypiques) per-

mettant de soustraire les cellules 3 1'influence du cerveau.
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MATERIEL ET METHODES

I - MATERIEL

Les Nereis diversicolor ont &té récoltées dans le port de Boulogne-
sur-Mer (Pas—-de-Calais). Les Perinereis cultrifera proviennent de la statiom
biologique de Luc—sur-Mer (Calvados).

Au laboratoire, les animaux sont isolé&s, 3 une température de 10 &
15°C, dans des récipients d'élevage contenant de 1'eau de mer filtrée, re-
nouvelée tous les 3 jours. L'état génital de chaque ver est déterminé par
1'observation au microscope d'une ponction coelomique, toutes les cellules
germinales d'un méme animal se trouvant sensiblement au méme stade. Pour les
miles, le stade de la spermatogenése est défini par simple observation de la
morphologie des cellules germinales. Pour les femelles, 1'état génital est
apprécié en calculant le diamétre ovocytaire moyen 3 partir de mesures effec~

tuées, 3 1l'oculaire micrométrique, sur une trentaine d'ovocytes.

II - METHODES EXPERIMENTALES

1 - Expérimentation in VIVO

Les cellules germinales ont été soustraites, <im vivo, & 1'ac-
tton hormonale, par 2 techniqueé : décérébration et section en 2 trongonms,
toutes deux mises au point par DURCHON (1952).

Dans le premier cas, les animaux sont séparés en deux lots.
Les uns sont décérébrés par ablation du prostomium. Les autres constituent
les témoins et sont maintenus dans des conditions d'élevage strictement
identiques & celles des animaux décérébrés.

Dans le second cas, les animaux sont coupés en deux trongons
par une section transversale dans la région médiane du corps. La partie pos—
térieure se trouve ainsi soustraite & l'action de 1'hormone cérébrale tandis
que la région antérieure continue 3 subir 1'influence endocrine du cerveau

et sert de témoin.

2 - Cultures orgamotypigques

La levée de 1l'inhibition cé&rébrale a été &galement é&tudiée in
vitro, par la méthode des cultures organotypiques. Ce type d'expérimenta—
tion a été réalisé chez N. diversicolor, seule espéce de Nereidae chez la~

quelle la technique a &té appliquée avec succés (DURCHON et SCHALLER, 1963).



Les vers sont isolés pendant quatre jours en eau de mer asep-
tHisée additionnée d'antibiotiques. Aprés dissection, les parapodes sont culti-
vés sur le milieu mis au point par DURCHON et SCHALLER (1963). Le milieu est
soit semi~solide, selon la technique de WOLFF et HAFFEN (1952), soit liquide,
selon la technique de CHEN (1954). Dans les parapodes isolés, les cellules
germinales évoluent en absence d'hormone cérébrale ; les cellules témoins

sont obtenues en associant un parapode @ un prostomium d'individu jeune.

3 - Emploi des inhibiteurs de la synthése des RNA

Trois inhibiteurs du métabolisme des RNA ont &té utilisés :
actinomycine D (Calbiochem), a~amanitine (Boehringer), cordycepine (Sigma).
Les expériences ont &té réalisées en culture organotypique, en ajoutant ces
substances au milieu nutritif. Nous avons employ& la technique de CHEN (1954)
qui, utilisant un milieu liquide, assure une meilleure répartition des inhi-
biteurs et donne les résultats les plus reproductibles. Aprés des essails pré-
liminaires, les doses suivantes ont &té retenues : actinomycine D : 10 ug/ml,

a—amanitine : 100 ug/ml, cordycepine : 100 ug/ml.

ITI - TECHNIQUES MICROSCOPIQUES

1 - Microécopie photonique

Des fragments de vers sont fixés par les liquides de Bouin, de
Carnoy, ou le formol & 1 7 dans l'eau de mer. Les pi&ces sont ensuite inclu-
ses dans la paraffine et débitées en coupes de 5 u d'@paisseur. Les réactionms
cytochimiques cit@es dans les chapitres qui vont suivre ont &té conduites se-
lon les recommandations de GABE (1968). Elles sont récapitulées dans le ta-
bleau 1.

Tableau 1 - Réactions cytochimiques utilisées en microscopie photonique

Réaction Contrdle Composés mis en évidence
Bleu de toluidine pH 4,2 | RNase RNA
Fast green pH 8,1 Pas d'hydrolyse des Ls .
(ALFERT & GESCHWIND, 1953) | acides nuclé&iques Protéines basiques

Acidophilie totale

Fast green pH 2,2 (fonctions NHy libres)

Bleu de toluidine pH 9 Protéines acid
(SMETANA et BUSCH, 1966) I in a es

Blocage par :
-Bichlorure de Mercure | Prot@ines sulfhydrilées
-N-éthyl-maléinide

Réaction au D.D.D.
(BARRNETT et SELIGMAN, 1952)
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En ce qui concerne la mise en évidence des organisateurs nu-
cléolaires par 1l'argent, nous avons utilisé les variantes Ag I et Ag AS de
la technique de BLOOM et GOODPASTURE (1976), adaptées aux nucléoles des
cellules interphasiques par HERNANDEZ-VERDUN et al. (1978) et GOESSENS
(1979). Contrairement 3 ces auteurs qui é&tudient des cellules cultivées en
monocouche, de taille beaucoup plus réduite que les ovocytes de Nereis,
nous n'avons pu appliquer ces techniques & des cellules entiéres. Elles ont
8té pratiquées sur des coupes de 5 3 7 u d'épaisseur. Ces derniéres sont
confectionnées 3 partir de fragments de vers fixés par le liquide de Carmoy
et inclus dans la paraffine. Elles sont ensuite déparaffinées et réhydratées

selon les méthodes classiques de 1l'histologie.

2 - Microscopie électronique

A - Techniques d'é&tude morphologique

Les parapodes contenant les cellules germinales sont fi-
xés pendant 3 heures 3 4°C par une solution de glutaraldéhyde & 3 % dams le
tampon phosphate de Soremsen 0,2 M 3@ pH 7,2. Aprés lavage dans la solution
tampon additionnée de sucrose, une postfixation est effectuée par le tétro—
xyde d'osmium & ! % pendant 1 heure & la température du laboratoire.

Dans le cas des ovocytes, les solutions tampons sont ad-
ditionnées de NaCl (fixateur) ou de sucrose (liquide de lavage), dans les
proportions indiquées par DHAINAUT (1970z2) pour le méme matériel. En ce qui
concerne les cellules de la lignée mdle, nous avons &té amené A augmenter
les concentrations en sucrose dans les différentes solutions de fixation et
de lavage, pour obtenir une osmolarité compatible avec une conservation ac-
ceptable des structures cellulaires, notamment des systdmes membranaires
(BERTOUT, 1976).

Aprés les opérations de fixation, les piéces sont incluses
dans l'araldite. Les coupes sont contrastées par 1'acétate d'uranyle en solu-
tion alcoolique pendaﬁt I minute, puis par le citrate de plomb selon REYNOLDS
(1963) pendant 8 minutes. Les observations ont été effectuées aux microscopes
Siemens Elmiskop 1 et Hitachi HU 11 ESF & des tensions respectives de 80 et
75 Kvolts.

B - Réactions _signalétiques et cytochimiques

. Technique d'imprégnation argentique des nucléoles selon
RISUENO et al.(1973). Cette méthode met en &vidence non une fonction chimique

précise mais un constituant morphologique : la zome fibrillaire du nucléole.



Les piéces sont fixé@es par un mélange formol-hydroquinomne
pendant une nuit 3 4°C. L'imprégnation argentique se fait par immersion des
pigces fixées dans une solution de nitrate d'argent 4 2 7 pendant 4 heures &
70°C. Aprés 1avage dans l'eau distillée, elles sont transférées dans le mélan-
ge formol-hydroquinone pendant 1 heure & la température du laboratoire. On pro-
céde ensuite 3 la déshydratation et 3 l'inclusion dans 1'araldite puis 3 la con-
fection de coupes relativement &paisses, de couleur d'interférence jaune ou
jaune~brun.

. Te¢hnique de contraste préférentiel des RNP selon BERNHARD
(1969). Utilisant les propriétés chélatrices de 1'EDTA, cette méthode permet
de différencier les RNP et les DNP du noyau cellulaire. )

La technique a &té& appliquée sur des coupes obtenues 3 par—
tir de pisces fixées par la glutaraldéhyde et incluse dans l'araldite. Les
réactifs ont &té préparés et la'toloration” conduite suivant les indicatioms
de BURGLEN (1974). Aprés flottage sur une solution aqueuse d'acétate d'uranyle
i 5 7 pendant une minute, les coupes sont transférées sur une solution d4'EDTA
0,2 M pendant 10 3 40 minutes selon les types cellulaires, puis sur le citrate
de plomb pendant | minute.

. Mise en évidence du DNA par la technique de COGLIATI et
GAUTIER (1973). Comme la réaction de Feulgen sur le principe de laquelle elle
est basée, la méthode de COGLIATI et GAUTIER (1973) met en évidence le DNA de
fagon spécifique.

Cette technique a &té@ pratiquée sur du matériel fixé par la
glutaraldéhyde, sans postfixation osmique. Aprés une hydrolyse par 1'HC1 5 N
pendant 25 minutes & la température du laboratoire, les coupes sont mises 2
flotter pendant 1 heure 3 37°C, sur une solution d'ammine d'osmium 3 1 % dans
laquelle on a, au préalable, fait barboter de 1l'anhydride sulfﬁreux.

L'ammine d'osmium a été préparée au laboratoire de Monsieur
le Professeur GAUTIER et nous a &té fournie par l'intermédiaire de Monsieur le

Professeur VIVIER. Nous les en remercions tous deux.

IV - TECHNIQUES AUTORADIOGRAPEIQUES

1 = Incorporation des précurseurs

L'incorporation des précurseurs tritiés : Thymidine=-3H 6 (24 Ci/
mMole), Thymidine methyl-3H (25 Ci/mMole), Uridine-3H 5 (24 Ci/mMole), Uridine-
3§ 5-6 (40 Ci/mMole), a &té réalisée soit inm vivo, soit im vitro.

Incorporation in vzvo : Elle se fait par injection du précurseur,

en solution aqueuse, dans la cavité@ coelomique aprés anesthésie des animaux par
le MS 222, Les doses injectées sont, selon les expériences, de 10 a 25 uCi/g de

poids frais.
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Incorporation in vitro : Cette méthode présente 1”avantage de

permettre 1'&tude de cellules provenant d'un méme individu et de contrdler
avec exactitude la dose de pré&curseur incorporée, ce qui n'est pas possible
dans le cas de 1l'injection coelomique. En ce qui concerne la lignée femelle,
les ovocytes obtenus par ponction coelomique sont immergés dans de 1'eau de
mer contenant le précurseur tritié 3 raison de 10 pei/ml (microscopie
photonique) ou de 100 uci/ml (autoradiographie & haute résolution). Danms le
cas de la spermatogenése, les parapodes renfermant les cellules germinales
ont #té maintenus dans ! ml d'eau de mer contemant 50 pci du précurseur ra-
diocactif,

L'incorporation in vitro permet les expériences de chasse du
précurseur. Aprés marquage par 1'uridine-3H, les ovocytes ou les explants
sont lavés plusieurs fois dans une solution d'uridine froide (0,5 mM) dans
1'eau de mer, puis laissés dans cette solution pendant des durées de 3 &

24 heures avant de procéder 3 la fixationm.

2 - Autoradiographie en microscopie photonique

Cette technique a &té pratiquée soit sur des coupes provenant
de matériel fixé par le liquide de Carnoy et inclus dans la paraffine, soit
sur des coupes semi-fines (1 u d'épaisseur) obtenues 3 partir de piéces
traitées pour la microscopie &€lectronique.

Les coupes sont recouvertes d'une pellicule sensible (Emul-
sion K 5 diluée de moitié), par trempage selon la méthode de KOPRIWA et
LEBLOND (1962). Au préalable, le précurseur non incbrporé est éliminé, dans
le cas du matériel inclus dans la paraffine, par traitement des coupes i
1'acide perchlorique 1 ¢ 3 4°C. Aprés une période d'exposition de 8 i 15
jours, les autoradiogrammes sont développés par le révélateur Kodak D 19 b,
Les coupes sont alors colorées par le rouge nucléaire -~ picro-indigo—carmin
(histologie classique) ou le bleu azur B (coupes semi-fines).

La spécificité des précurseurs a &té contrdlée par digestion
enzymatique, d'une part sur des coupes déparaffinées, d'autre part sur des
coupes semi-fines débarrassées de l'araldite par la méthode de MAYOR et al.
(1961). Les digestions enzymatiques ont été effectuées 3 37°C dans les com~
ditions suivantes : DNase (Sigma, DNase-I) & 0,1 Z dans une solution 3mM de
MgSO, pH 5,6 ; RNase (Sigma, RNase-A) 0,2 7 dans l'eau distillée pH 7 ; Pro-—
nase (Sigma, Protéase de Streptomyces griseus type VI) 0,01 7 dans 1l'eau
distillée pH 6,8.



L'intensit@ du marquage a été &valu@e par mesure de la lumidre
réfléchie par les grains d'argent, & 1'aide du microphotométre Leitz MPV | et
de son dispositif pour lumi&re réfléchie, &quipé d'un objectif & immersion
60 X, ouverture numérique 0,95. Pour chaque série expérimentale, la tension
appliquée au systéme de mesure est réglée pour provoquer une déviation de
100 divisions du galvanométre dans le cas d'une cellule choisie parmi cel-
les qui sont les plus marquées. On obtient ainsi pour chaque mesure, une
valeur arbitraire relative, proportionnelle au nombre de grains d'argent

présents dans le champ de mesure.

3 - Autoradiographie & haute résolution

Aprés fixation par la glutaraldéhyde les piéces subissent, selon
les recommandations de MONNERON et MOULE (1969), un lavage de longue durée
destiné 3 &liminer les molécules de précurseur non incorporées. Le liquide de
lavage est renouvelé plusieurs fois en 48 heures avant la postfixation par
1'osmium.

Les coupes fines (600 3 700 A d'épaisseur) sont recouvertes
par trempage d'émulsion Ilford L 4, selon la méthode décrite en détail par
LARRA et DROZ (1970). Aprés une exposition de 3 3 6 semaines les autoradio-
grammes sont développés soit par le révélateur Kodak Microdol X, soit par la
méthode 3 1'élon-acide ascorbique aprds "latensification" 3 1'or (SALPETER

et BACHMANN, 1964) adaptée 3 1'émulsion L 4 par WISSE et TATES (1968).

V -~ TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

1 = Extraction des RNA totaux

L'analyse biochimique des RNA a €té effectuée sur des ovocytes
ayant subi une incorporation d'uridine-3H in vivo (voir paragraphe IV-1).
Les ovocytes sont obtenus par ponction du liquide coelomique de plusieurs
animaux d'un méme diamétre ovocytaire et séparés des coelomocytes par dilu-
tion dans 1l'eau de mer, suivie d'une légé&re centrifugation. L'opération est
répétée plusieurs fois. Les ovocytes sont ensuite homogénéisés dans un tam—-
pon Tris/HCl1 10 mM pH 7,4 - NaCl 0,1 M - SDS 0,5 p. 100 - EDTA 1| mM. Les RNA
ont été extraits selon la méthode de WILCOCKSON (1973).

2 -, Fractionnement des RNA

Les RNA sont déposés, 3 raison de 1,5 unité A 260, sur un gra-
dient linéaire de saccharose (5 - 20 7), réalisé en tampon acétate de sodium
10 mM pH 5 - NaCl 0,1 M - EDTA ! mM - Sarkosyl 0,1 p. 100 et centrifugés dans
le rotor SW 40 d'une ultracentrifugeuse Beckman L5-65, 2 4°C pendant 5 heures
(202 000 g RAV)'
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Chaque gradient est alors analysé sur le fractionneur auto-
matique ISCO modéle 640. On obtient ainsi directement 1'enregistrement 3
260 nm du profil des RNA sur lequel on superpose le résultat des comptages
de radiocactivité effectuds (sur des fractions de 0,3 ml) dans un séectro-

-~

métre & scintillation liquide Intertechnique SL 30.



PREMIERE PARTIE

OVOGENESE
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RAPPEL DES DIFFERENTES ETAPES DE L'OVOGENESE DES NEREIDAE

L'étude de l'ovogenése des Nereidae et de sa régulation par 1l'hor-
mone cérébrale inhibitrice a &té réalisée & la fois dans les conditioms hor—
monales naturelles (ovogenése naturelle) et aprés suppression expérimentale

de l'activité endocrine cérébrale (ovogenése expérimentale).

I - QVOGENESE NATURELLE

L'ovogenése des deux espdces de Nereidae étudiées : Perinereis

cultrifera et Nereis diversicolor, se déroule suivant un méme schéma général.
' La subdivision en quatre stades principaux (Fig. 1) est basée sur les modifi-
cations du métabolisme cytoplasmique mises en évidence par DHAINAUT (1970a)

et PORCHET (1974).

] - Stade de prévitellogenése

Le déroulement du stade diploténe de la prophase méiotique
s'accompagne d'une diminution puis d'une disparition compléte de la colora-
- tion de la chromatine par la réaction de Feulgen. C'est 3 ce moment que comr
mence la période de grand accroissement, caract&ris&e par une augmentation
considérable du volume cellulaire. La prévitellogendse coincide avec le dé-
but de ce phénoméne. Elle peut se définir comme une phase d'élaboration des
organites cytoplasmiques.

o

2 - Stade de vitellogenése

Les granules de vitellus et les globules lipidiques apparais—
sent dans les ovocytes d'un diamétre de 30 & 40 u. Les granules vitellins
s'accroissent par incorporation de vésicules issues de 1'appareil de Golgi
(DHAINAUT, 1967). Chez P. cultrifera, les ovocytes contiennent surtout des
globules lipidiques jusqu'd une taille de 60 u environ. Ce n'est qu'ad par-
tir de cette taille que les granules vitellins commencent 3 constituer une
part notable des réserves ovocytaires, contrairement au cas de N. diversi-

color chez laquelle les deux types d'inclusions apparaissent simultanément.

3 - Stade d'élaboration des organites corticaux

C'est le stade ovocytaire qui différencie le plus nettement

les deux espéces étudiées.
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Chez P. cultrifera, les ovocytes atteignent ce stade 3 un dia-
métre de 120-130 u. L'appareil de Golgi s'oriente alors vers la production
de vésicules riches en glycoconjugués (DHAINAUT et PORCHET, 1977b). Ces vé-
siculés golgiennes, qui sont & 1l'origine des alvéoles corticaux, prennent
un développement considérable et sont disséminées dans 1l'ensemble du cyto—
plasme.

Chez N. diversicolor, la synthése des glycoconjugués par 1l'ap—-
pareil de Golgi est plus tardive que chez P. cultrifera et me débute que
trés lentement 3 partir d'un diamétre ovocytaire de 150 u environ. Les orga-
nites corticaux, qui sont de deux types : alvéoles et granules (DHAINAUT,
1969a) n'apparaissent qu'ad une taille de 170-180 u. Ils sont beaucoup moins
développés que chez P. cultrifera et leur Elaboration reste confinée au cy-

toplasme cortical.

4 - Stade de maturité

Cette étape ultime de 1'ovogenése est caractérisée par 1l'arrét
des synthéses cytoplasmiques. Chez P. cultrifera, la maturité se traduit
par une redistribution des inclusions cytoplasmiques qui se disposent en
auréoles concentriques. On distingue, du noyau vers le cortex : une zone
périnucléaire riche en ribosomes, les globules lipidiques, les granules
vitellins, les alvéoles corticaux. Chez N. diversicolor, la maturité ne
s'accompagne pas d'une telle ségrégation des constituants du cytoplasme.

Il est toutefois possible de caractériser ce stade, au niveau ultrastruc-—
tural, par 1'involution del’appareil de Golgi et le développement de vé-
sicules intranucléaires (DHAINAUT, 1969b).

IT - OVOGENESE EXPERIMENTALE

La diminution brutale du taux d'hormone provoquée expérimentale-
ment Zn vivo (ablation du cerveau, coupure en deux trongons) ou in Vitro
(mise en culture de parapodes isolés) entraine des modifications de 1'é-
volution ovocytaire. Ces modifications sont trés différentes selon 1'es-
péce et le stade ovocytaire au moment de l'intervention expé&rimentale.

1 = Nereis diversicolor

Chez cette espéce, la suppression expérimentale de 1'acti~
vité cérébrale provoque des perturbations profondes de 1l'ovogenése. L'é-
volution expérimentale des ovocytes a &té &tudiée du point de wvue biomé-

trique, cytologique et métabolique (BERTOUT et DHAINAUT, 1971).
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Evolution cytologique des ovocytes de Perimereis cultrifera en
fonction de leur courbe de croissance.

La durée de vie de P. cultrifera est de 3 ans. La phase de grand
accroissement ovocytaire commence 3 la fin de la lére année.
D'aprés DHAINAUT (1970a).
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Croissance ovocytaire chez Nereis diversicolor.

Etude biométrique effectuée sur un lot de 9 animaux récoltés en
octobre et dont les ovocytes mesurent de 90 3 110 p. Evolution du
diamétre ovocytaire moyen (D.0.M.) en fonction du temps (t). Les
animaux ont &té sectiomnés en 2 trongomns. ——— ovocytes témoins pro-—
venant de la partie antérieure. —— ovocytes prélevés dans la par—
tie postérieure &voluant en absence du facteur hormonal cérébral.

D'aprés BERTOUT et DHAINAUT (1971). /o
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En phase de vitellogenése, la levée de l'inhibition provoque
une croissance accélérée par rapport aux ovocytes témoins (Fig. 2). Apreés
une phase de latence de 5 jours, on assiste 3 une croissance trés rapide
jusqu'au 10e jour (phase précoce de l'ovogenése expérimentale) suivie
d'une période de croissance plus lente qui aboutit & un plateau au 25e-30e
jour (phase tardive de l'ovogenése expérimentale).

L'étude cytologique et autoradiographique de la phase pré&coce
montre que la croissance rapide de l'ovocyte s'accompagne & la fois d'un
arrét de la vitellogenése et d'une perturbation de certains processus mé-
taboliques. Tout se passe comme si la cellule, au lieu d'accumuler des
substances de réserve, amassait les éléments chargés de 1'é&laboration de
celles—ci (BERTOUT et DHAINAUT, 1971). Il se produit donc chez N. diver—
sicolor une déviation du métabolisme ovocytaire qui semble due notamment 3
la dégénérescence précoce de 1'appareil de Golgi, ce qui entralmerait la
disparition d'un maillon indispensalbe & la chalne d'élaboration du vitel-
lus (DHAINAUT, 1970 a).

La phase tardive de l'ovogenése expérimentale se distingue
par l'arrét des synthéses cellulaires et présente de ce fait les caracté-
ristiques métaboliques de la phase de maturité de 1l'ovogenése naturelle
(BERTOUT et DHAINAUT, 1971). Toutefois, les ovocytes acquiérent une mor—
phologie différente de celle qui est observée pendant 1'ovogenése naturelle.
Il se produit une redistribution des éléments cytoplasmiques qui évoque .
celle qui survient naturellement chez P. cultrifera.

Pendant le stade d'élaboration des organites corticaux, la
levée de 1l'inhibition hormonale n'a pratiquement aucun effet sur le dé-
roulement ultérieur de 1l'ovogené&se. En particulier, la croissance est

identique 3 celle des témoins (CLARK et RUSTON, 1963 a).

2 - Perinereis cultrifera

L'évolution expérimentale des ovocytes de P. cultrifera est
variable selon la saison pendant laquelle s'effectue 1'expérimentation
(DHAINAUT et PORCHET, 1967).

En période estivale, 1'étude biométrique et 1'examen cyto-
logique ne révélent aucune différence entre les ovocytes évoluant en ab-
sence d'hormone et les ovocytes témoins. Cette absence de réponse 3 la
suppression de l'action endocrine n'a pas &té &lucidée. Il semble qu'en
été, les ovocytes se trouvent dans un &état de repos relatif.

En période hivermale (Fig. 3), l'évolution expérimentale

est fonction du stade ovocytaire atteint au moment de la levée de 1'in-
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Figure 3 - Effets de la levée expérimentale de l'inhibition endocrine céré-
brale sur 1l'ovogenése de P. cultrifera en période hivernale.

1 = Ovocyte d'un animal de 2 ans : répartition des ribonucléoprotéines
(RNP), des granules vitellins (V) et des lipides (L).

2 - A. Structure d'un ovocyte de 3 ans (120 u de diamé&tre). Noter la
présence de polyosides (P) représentés par des pointillés.

B. 40 jours d'évolution sans hormone cé&rébrale. Les lobules lipi-
diques sont groupés au centre de l'ovocyte. Les polyosides pré-
sentent une réaction acide (mucopolysaccharides : M) : réparti-
tion périphérique mais localisation disséminée parmi les RNP.

3 - A. Ovocyte de 3 ans (140 p de diamétre). Présence de mucopolysac-
charides dans le cytoplasme. ,

B. 40 jours d'évolution sans hormone cérébrale. Ségrégation des
constituants cytoplasmiques. A la périphérie, présence unique
de mucopolysaccharides ; au centre : accumulation des granules
vitellins et lipidiques. Migration des RNP du cytoplasme dans
la zone périnucléaire. -

D'aprés DHAINAUT et PORCHET (1967).
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hibition cérébrale (DHAINAUT et PORCHET, 1967 ; PORCHET, 1974). Les ovo-
cytes d'une taille inférieure & 120 p (prévitellogendse et vitellogenése)
subissent un léger accroissement de taille et dégénérent. Les ovocytes en
fin de vitellogenése (120~130 u) parvienment 2 une taille de 200 u mais
é€laborent des alvéoles corticaux anormaux. Par contre, lorsque l'opération
est effectuée pendant la phase d'élaboration des alvéoles corticaux, les
ovocytes croissent 3 une vitesse peu différente de celle des témoins et
acquidrent une morphologie analogue & celle des ovocytes parvenus natu-

rellement 3 maturité (DHAINAUT et PORCHET, 1967 ; PORCHET, 1974).



CHAPITRE 1

EVOLUTION DES FORMATIONS NUCLEOPLASMIQUES AU COURS DE L'OVOGENESE

L'ultrastructure des constituants du nucléoplasme et des forma—~
tions cytoplasmiques résultant du tranfert de matériel nucléaire est compa—
rable chez les deux espéces &tudides. Ces structures sont néanmoins beau-
coup plus développées chez Perinereis cultrifera que chez Nereis diversico-
lor. L'exposé sera donc essentiellement consacré aux ovocytes de la premidre
espéce ; nous ne signalerons qu'incidemment les différences existant éven-
tuellement chez N. diversicolor.

Contrairement au nucléole (voir chapitres II et III), ces forma—
tions me subissent pas de modifications morphologiquement décelables aprés
suppression expérimentale de 1l'action hormonale. La description sera, par
conséquent, limitée aux observations réalisées dans les conditions natu-

relles.

I - ETUDE ULTRASTRUCTURALE DES CONSTITUANTS NUCLEOPLASMIQUES

Au début du grand accroissement ovocytaire, le noyau ovocytaire

renferme, outre un nucléole en cours de reconstitution (voir chapitre II),
des chromosomes méiotiques qui subissent la décondensation caractéristique

du stade diploténe dans la lignée femelle. Ce processus arrive 3 son terme
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avant la fin du stade de prévitellogenése. A partir de ce moment, et 3
1'opposé de la morphologie nucléolaire qui subit une évolution spectacu-
laire (voir chapitre II), la structure des constituants nucléoplasmiques
restera pratiquement constante pendant toute la période de grand accrois-

sement.

1 - Décondensation des chromosomes

Dans les ovocytes parvenus au stade diploténe de la prophase
méiotique, les noyaux mesurent environ 5 u. Le phénoméne de décondensation
des chromosomes s'accompagne d'une augmentation sensible de la taille nu~
cléaire. Lorsque le noyau atteint un diamétre de 6 u (Pl1. I, fig. a), om
constate que le processus de dispersiongde la chromatine est déji engagé.
Il est possible d'identifier les bivalents bien que les coupes fines ren—
dent difficilement compte de la structure des chromosomes. Ceux—-ci se pré-
sentent sous forme de massifs de chromatine condensée de 1 3 2 u de lon~-
gueur (Pl. I, fig. a). La décondensation des chromosomes se traduit par
l'existence, 3 la périphérie des bivalents, d'un matériel fibrillaire de
texture trés l3che qui semble provenir de la dispersion de la chromatine
condensée (Pl1. I, fig. b). Le nucléoplasme situé au voisinage des bivalents
renferme également des structures trés opaques aux électromns : les "amas
denses''. Ces derniers, d'une taille qui varie de 400 3 1 000 4, ont une
forme assez réguliére, approximativement sphérique (Pl. I, fig. a et b et
Pl. II, fig. a).

Dans les ovocytes légérement plus agés, dont le noyau at-—
teint un diamétre de 7 3 8 u, le processus de dispersion de la chromatine
a notablement progressé (Pl. I, fig. b), les massifs de chromatine ne dé-
passent plus une taille de 0,3 & 0,4 u. Parallélement, on assiste & un dé-
veloppement tel du matériel fibrillaire clair, qu'il enrobe parfois plu-
sieurs amas de chromatine condensée (P1. I, fig. b).

L'étape ultime de la décondensation des chromosomes méio-
tiques est atteinte dans les ovocytes d'un diamétre de 20 u, dont les
noyaux mesurent environ 10 u (Pl. I, fig. c). Les mottes de chromatine
condensée ne sont plus décelables tant par 1l'observation au microscope
électronique (P1. II, fig. a) que par la réaction de Feulgen (DHAINAUT,

1970a). Seuls subsistent le matériel fibrillaire clair et les amas denses.



2 - Structure des constituants nucléoplasmiques pendant la

phase de grand accroissement ovocytaire

Les chromosomes en cours de décondensation sont disséminés
dans 1'ensemble du volume nucléaire. Mais lorsque la dispersion de la chroma-
tine arrive 3 son terme, le matériel issu de ce processus se trouve repoussé
3 la périphérie du noyau par le nucléole qui migre, & ce moment, depuis 1'en-—
veloppe nucléaire vers le centre du noyau (voir chapitre II). Le nucléole va
d'ailleurs contribuer, par les formations provenant de la désagrégation de
son cortex granulaire, 3 accroltre la quantité de matériel qui occupe le nu-
cléoplasme périphérique. Elles constituent avec les structures d'origine
chromosomique ce qui a été appelé les "granulations nucléoplasmiques"
(DHAINAUT, 1970 a, 1972).

A=~ Structure du matériel d'origine chromosomique

’ Les constituants issus de la décondensation des chromosomes
ne sont pas disposés uniformément le long de 1l'enveloppe nucléaire. L'obser-
vation 3 faible grossissement montre au contraire qu'ils sont regroupés en
plusieurs unités séparées les unes des autres paf des zones de nucléoplasme
beaucoup moins riche en granulations (Pl. I, fig. c). Chacune de ces unités
est composée d'amas denses disposés 3@ la périphérie de plusieurs plages de
matériel fibrillaire clair (Pl. 1I, fig. a et b), dont certaines sont acco—
lées 3 la face interne de 1l'enveloppe nucléaire (Pl. II, fig. a).

Le matériel fibrillaire clair constitue des formatiomns a
contour trés irrégulier et de taille variée (0,2 3 0,7 u)j A fort grossis—
sement (Pl. II, fig. c), on observe que les &léments de base de ce matériel
sont des fibrilles de 20 A de diamétre, assemblées en fibres d'une &paisseur
de 200 A environ. Celles—ci sont enchevBtrées en une trame assez liche qui
donne 3 ce constituant son aspect relativement peu contrasté& a plus faible
grossissement (Pl. II, fig. a et b). Les différentes plages sont reliées
entre—~elles par des fibres solitairés, non enchevétrées (Pl. II, fig. c¢).

Il semble par conséquent que le maté&riel fibrillaire clair d'une méme unité
constitue en fait un réseau continu.

Les amas denses présentent les mémes caractéres que depuis
de début du processus de décondensation des chromosomes, aussi bien du point
de vue de leur forme, sensiblement sphérique, que de leur taille qui oscille
entre 400 et 1 000 A (P1. II, fig. a et b). Ils montrent parfois un aspect
plus polymorphe et des dimensions plus hétérogénes qui résultent, en fait,

de l'agrégation de plusieurs amas (Pl. II, fig. b). A un grossissement
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élevé, on constate qu'ils sont constitués d'un feutrage trés serré de fi-
brilles dont le diamdtre varie de 20 i 50 A. Les amas denses sont toujours
situés dans le voisinage d'une plage de matériel fibrillaire clair (Pl. II,
fig. a, b et ¢) et il semble qu'il existe des relations étroites entre ces
deux catégories de constituants. En effet, sur certaines coupes dont le
plan est favorable, le contact, sinon la continuité&, entre les amas den-

ses et les fibres de 200 A est &vident (P1. 11, fig. c).

B -~ Structure du matériel d'origine nucléolaire

Le cortex granulaire du nucléole se dissocie en fragments
d'une taille de 0,1 @ 0,2 u, constitués de granules de 150 & enrobés dans
une matrice fibrillaire demse (Pl. III, fig. a). Ce processus est parti-
culiérement actif dans les ovocytes en vitellogenése d'un diamétre de 40 2
80 u. Les fragments du cortex nucl@olaire sont facilement identifiables
dans le voisinage immédiat du nucléole oii ils occupent une zone nucléoplas-
mique périnucléolaire d'une épaisseur de ! y environ (Pl. III, fig. a). Il
est &galement possible d'observer certaines de ces formations le long de
1'enveloppe nucléaire, mélées au matériel d'origine chrosomique (P1l. II,
fig. a).

Mais, la plupart du temps, les fragments du cortex
granulaire subissent des modifications qui leur font perdre trés rapi-
dement lsur nature granulaire typique. En effet, i proximité immédiate
de la zone périnucléolaire riche en fragments du cortex, on observe
des amas de méme taille, constituds de la méme matrice fibrillaire
dense, mais dont les granules sont difficilement discernables (Pl. III,
 fig. a). Ces formations migrent ensuite dans la région marginale du
noyau ol il devient difficile de les différencier des amas denses

d'origine chromosomique.

IT - ETUDE ULTRASTRUCTURALE DES TRANSFERTS NUCLEOCYTOPLASMIQUES

1 - Extrusion du matériel nucléaire

Le passage de matériel 3 travers les pores de 1l'enveloppe
nucléaire est trés intense dans les ovocytes des deux espéces &tudiées.
Des extrusions nucl@aires sont visibles d&s le début du phénoméne de dé-
condensation des chromosomes. Avant méme que la dispersion de la chroma-
tine soit compléte, les extrusions sont suffisamment importantes pour

s'agglomérer en amas de taille conséquente autour desquels se groupent
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des mitochondries (Pl. III, fig. b). Ce processus s'amplifie avec 1'aug-
mentation du nombre de pores nucléaires, qui accompagne 1'accroissement
de la surface nucléaire. Il atteint un maximum pendant la vitellogenése et
ne se ralentit de maniére sensible qu'd partir de la seconde moitié du
stade d'élaboration des organites corticaux.

Pendant les stades ol les transferts nucléocytoplasmiques
sont intenses, les pores nucléaires sont obturés par un matériel fibrillaire
relativement dense aux électrons (Pl. III, fig. c). Ce constituant est en
relation avec les amas denses des granulations nuclé&oplasmiques. Ces derniers
se trouvent maintenus 3 une certaine distance (0,1 u environ) de 1l'enve-
loppe nucléaire. Le matériel fibrillaire qui les constitue n'est en contact
avec le contenu du pore qu'au niveau de 1'anneau (Pl. III, fig. c). De méme,
le passage du matériel nucléaire dans le cytoplasme semble s'effectuer umi-
quement par cette région du pore (Pl. II, fig. c¢). Le matériel extrudé
s'agglomére en amas fibrillaires de 1 000 A environ, 3 une distance de
300 A de 1'enveloppe nucléaire (Pl. II, fig. c et Pl. III, fig. d).

2 = Evolution des extrusions dans le cytoplasme

Les amas fibrillaires extrudés s'&loignent de 1'enveloppe nu-
cléaire en fusionnant entre eux pour constituer les "agrégats cytoplasmi-
ques' (DHAINAUT, 1970b). La taille de ces formatioms s'accroit rapidement
au fur et 3 mesure de leur migration damns le cytoplasme (Pl. III, fig. dY.
Elles ne s'&loignent toutefois pas du noyau au deld d'une distance de 2 &

3 u, ou elles atteignent leur taille maximale.

A ce stade, chez P. cultrifera, les agrégats cytoplasmiques
ont approximativement la forme de sphéres de | u de diamétre (Pl. III, fig. e
et P1. IV, fig. a). Ils prennent un développement considérable dans les ovocy:
tes en cours de vitellogenése (60-100 u), ol ils s'associent en files attei-
gnant parfois une longueur de 5 & 6 u (Pl. III, fig. e). Des mitochondries
entrent souvent en contact &troit avec les agrégats (Pl. IV, fig. a), mais
ce cas n'est pas général (Pl. IV, fig. c).

Chez N. diversicolor, les agrégats cytoplasmiques ont une tail-
le plus modeste qui dépasse rarement 0,8 u (Pl. IV, fig. b). Par ailleurs,
leur association avec les mitochondries est moins fréquente. Lorsqu'il existe,
le contact entre ces organites et le matériel fibrillaire.des agrégats sem—
ble beaucoup plus lache que chez P. cultrifera (Pl. IV, fig. b).

L'observation 3 un grossissement 8levé montre que les agrégats
sont constitués d'un feutrage de fibrilles de 40 & 50 A de diamétre (P1. Iv,

fig. c). Dans la partie la plus externe, les fibrilles apparaissent disposées
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en une trame beaucoup moins serrée. On observe, au sein de ce matériel
plus diffus, des granules d'une taille l&égérement inférieure ou égale 3

celle des ribosomes (PL1. IV, fig. c).

III - DISCUSSION

] -— Structure des chromosomes décondensés

La localisation du matériel chromosomique dans la vésicule
germinative des ovocytes de Nereidae a posé un probléme dés les premié-
res études consacrées 3 ces cellules. En effet, DHAINAUT (1972) avait dé-
j3 signalé 1'impossibilité de déceler la chromatine pendant la période
d'accroissement ovocytaire, tant en microscopie photonique par la réac-
tion de Feulgen, que par l'examen au microscope &lectronique. La "déspi-
ralisation” des chromosomes, accompagnée d'une diminution ou d'une dis-
parition de leur colorabilité par les techniques usuelles, est d'ailleurs
une caractéristique générale de la méiose dans la lignée femelle (RAVEN,
1961). Ce processus de décondensation des chromosomes pendant le stade
diploténe de la prophase, aboutit aux structures dites "en écouvillon"
ou "lampbrush" observées non seulement dans les ovocytes d'Amphibiens
mais également chez de nombreuses espéces animales (revue dans BAUMEISTER,
1973). Dans certains cas la décondensation se poursuit au deld du stade
lampbrush, ce qui justifie selon certains auteurs (FRANCHI et aql., 1962 ;
HOLLAND et GIESE, 1965), une subdivision supplémentaire de la prophase :
le stade dictyé. '

Les chromosomes des ovocytes de Nereidae présentent des
analogies certaines avec ces types d'organisation. L'E@tude ultrastructu-
rale du processus de décondensation montre qu'il est trés semblable &
celui de la formation des chromosomes dictyés chez 1'Oursin (BAL et al.,
1969). Le matériel fibrillaire clair dont mous avons suivi le développement
au contact de la chromatine condensée des bivalents rappelle trés nette-
ment la chromatine dispersée de "1'enveloppe fibrillaire" des chromosomes
plumeux humains (BAKER et FRANCHI, 1967) et celle des chromosomes dictyés
de l'ovocyte de Souris (CHOUINARD, 1975).

I1 est donc tout-a-fait vraisemblable que ce constituant du
nucléoplasme de 1l'ovocyte des Nereidae représente la chromatine des biva-
lents sous une forme trés dispersée. Une telle interprétation pose le pro-
bléme de la localisation du DNA dans ces structures. Or, les techniques

de cytochimie ultrastructurale utilis@es : fixation d'actinomycine D tri-
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tide selon GEUSKENS (1974) (DHAINAUT, communication persomnnelle), méthodes
de MOYNE (1973) et de COGLIATI et GAUTIER (1973), n'ont donné aucun résultat.
Si la réaction négative au test de Feulgen peut s'expliquer assez facilement
par le fait que la taille de ces formations se situe en dessous du pouvoir
de résolution du microscope photonique, les résultats négatifs obtenus avec
les techniques de cytochimie ultrastructurale sont plus difficilement inter—
prétables. Certaines de ces méthodes sont pourtant capable de mettre en &vi-
dence le DNA auniveau de la chromatine dispersée (DERENZINI, 1979). Il fau-
drait admettre que, dans le matériel fibrillaire clair du nucléoplasme de
1'ovocyte des Nereidae, la dilution extr@me du DNA situe sa concentration

en dessous du seuil de sensibilité des réactions cytochimiques utilisées.
Une autre possibilité est que le matériel fibrillaire clair constitue une
forme trds modifiée de la chromatine avec, par exemple, adjonction de pro—
téines qui rendraient trés difficile 1'accessibilité du DNA aux différents
réactifs.

Les amas denses que nous avons obserwesen association avec le
matériel fibrillaire clair semblent avoir leur &quivalent aussi bien dans
les chromosomes plumeux que dans les chromosomes dictyés. Dans les ovocytes
d'Amphibiens, la matrice des boucles des chromosomes plumeux est constituée
par des agrégats de "particules" denses aux &lectrons (MALCOLM et SOMMERVILLE,
1974 ; MOTT et CALLAN, 1975). De méme, des structures opaques aux électroms
ont 8té décrites en association avec la chromatine dispersée des chromosomes
plumeux de l'ovocyte humain (BAKER et FRANCHI, 1967)"et des chromosomes dic—
tyés de 1'Oursin (BAL et al., 1969) et de la Souris (CHOUINARD, 1975). Toutes
ces formations rappellent les amas denses des chromosomes méiotiques des
Nereidae, tant par leur association constante avec les chromosomes que par
leur densité élevée aux électrons.

Selon CHOUINARD (1975), les granules opaques des ovocytes de
Souris seraient impliqués dans le processus de condensation des bivalents.
Ils auraient par conséquent un rdle tout 3 fait différent des particules
ribonucléiques assocides aux chromosomes plumeux d'Amphibiens, la présence
de ces particules &tant liée 3 la transcription de RNA 3 partir du DNA de
1'axe des boucles (MALCOLM et SOMMERVILLE, 1974). Dans le cas des ovocytes
de Nereidae, il est peu probable que les amas fibrillaires demses inter—
viennent dans la condensation des chromosomes. Ils auraient plutdt une si=~
gnification proche de celle de la matrice des boucles des chromosomes plu~
meui. D'une part, ces structures se développent au fur et 3 mesure de la
déspiralisation des bivalents et non parallélement & leur condensation comme
chez la Souris. D'autre part, l'étude autoradiographique montre gque ces for—
mations sont fortement marquées aprés une incorporation d'uridine-3H (voir

chapitre IV).
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En conclusion, il semble que les chromosomes méiotiques
des Nereidae se trouvent, pendant la phase d'accroissement ovocytaire,
sous une forme proche de celle des chromosomes plumeux et dictyés. Ils
seraient constitués de fibres de chromatine trés dispersée et de struc-
tures fibrillaires denses, expression morphologique de la tramscription

des RNA extranucléolaires.

2 - Nature des agrégats cytoplasmiques

Les ovocytes des Nereidae renferment des "agrégats cyto-
plasmiques™ dont l'étude ultrastructurale montre qu'ils résultent de
1'accumulation de matériel extrudé par les pores de l'enveloppe nuclé-
aire, aussi bien chez les deux espéces (N. diversicolor, P. cultrifera)
qui font l'objet de ce travail, que chez N. pelagica (DHAINAUT, 1970b).
La cytochimie (DHAINAUT, 1970b) et 1l'autoradiographie (DHAINAUT, 1970b
et chapitre IV) ont démontré que ces structures &taient de nature ribo-
nucléoprotéique. Il semble que les "agrégats cytoplasmiques" puissent
€tre rapprochés des formations RNP décrites dans le cytoplasme des cel-
lules germinales de l'ensemble du ré&gne animal. Ces comstituants cyto-
plasmiques, qui ont fait l'objet d'abondantes revues bibliographiques
(CLEROT, 1968, 1976 ; KALT, 1973 ; EDDY, 1975), ont regu des appella-
tions diverses. EDDY (1975) propose de leur donner le nom de "nuages"
selon le terme employé pour le premiére fois par ANDRE et ROUILLER
(1957). Les "nuages" se trouvent souvent en contact avec les mitochon-
dries 3 un moment quelconque de leur &volution, et regoivent alors le
nom de "ciment intermitochondrial" (CLEROT, 1968). Plusieurs théses ont
été avancées en ce qui concerne le rOle des "nuages" et du "ciment in-
termitochondrial®. Pour certains auteurs, ce type de structure repré-
senterait une forme de stockage du RNA messager (WEAKRLEY, 1971) ou ri-
bosomien (DHAINAUT, 1970b) et serait & l'origine du cytoplasme germinal
(KALT, 1973 ; EDDY, 1975). Dans ce cas, l'association avec les mito-
chondries n'aurait d'autre signification que de fournir 1'énergie néces~
saire aux transformations métaboliques qui se dérouleraient au sein des
constituants des "nuages" (EDDY et ITO, 1971 ; SCHJEIDE et al., 1972).
Pour d'autres auteurs, au contraire, le "ciment intermitochondrial" est
le site de synthése des protéines destinées 3 étre incorporées dans les
mitochondries (TOURY et al., 1977 ; CLEROT, 1979).

En ce qui concerne les agrégats cytoplasmiques des ovocy-
tes des Nereidae, la fréquente relation de ces structures avec des gra-

nules d'une taille proche de celle des ribosomes a incité DHAINAUT (1970b)
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3 leur préter un role dans le stockage des rRNA et 1'&laboration des riboso-
mes. L'étude du métabolisme des RNA, réalisée aux différents stades de 1l'ovo-
genése (voir chapitre IV), nous met en mesure d'apporter des précisions dans
le cadre de cette hypothése. En effet, cette &tude montre que la synthése
des RNA extranucléolaires (rRNA 5S, tRNA, hnRNA) débute avant celle des TRNA
18 et 28 S, selon un mécanisme comparable 3 celui de 1l'ovogenése des Verté-
brés inférieurs (DENIS, 1977). Or, les agrégats cytoplasmiques sont surtout
développés dans les ovocytes jeunes et apparaissent avant méme que le nucléo-
le soit constitué et que la synth@se des rRNA 18 et 28 S s'accomplisse. On
peut donc envisager que ces structures soient,non des formes de stockage du
rRNA d'origine nucléolaire,mais plutdt un lieu d'accumulation de RNA nomn
nucléolaire, par exemple du rRNA 5 S synthétisé en exc@s au début de l'ovo-
gendse. On congoit alors facilement qu'une des &tapes de 1'élaboratiom des
ribosomes, qui nécessite la réunion du rRNA 5 S au rRNA 18 et 28 S, se si-

tue au niveau des agrégats cytoplasmiques.
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CHAPITRE 11

EVOLUTION DU NUCLEOLE AU COURS DE L'OVOGENESE NATURELLE

I - ETUDE MORPHOLOGLQUE

1 - Nereis diversicolor

A ~ Stade de prévitellogenése

Le nucléole de l'ovocyte se reconstitue pendant le pro-
cessus de dispersion des chromosomes. Alors que la chromatine condensée est
encore visible sous forme de mottes de 0,2 u environ, le nucléole forme une
masse arrondie en contact avec la chromatine marginale accolée 3 1'enveloppe
nucléaire (Pl. V, fig. a). A ce stade, l'organite est constitué essentielle~-
ment par un matériel de nature fibrillaire qui se répartit en deux zones. La
région centrale, situde au contact de la chromatine marginale, posséde une
densité aux électrons légérement plus faible que la zone périphérique par
suite de la disposition plus l3che des fibrilles et de la présence de peti—
tes vacuoles. Le pourtour de l'organite est en relation avec des mottes de
chromatine condensée (Pl1. V, fig. a).

Le constituant granulaire, trés peu développé 3 ce stade,
‘n'est présent que sous forme de quelques &léments 3 la périphérie de la zo-

ne fibrillaire demse. Il ne prend une importance appréciable qu'd la fin de
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la prévitellogenése, lorsque le nucléole perd son contact avec 1'enve-
loppe nucléaire et migre vers le centre du noyau. Le constituant granu-
laire forme alors une "coiffe" & 1'un des pSles de la sphére nucléolaire
(P1. Vv, fig. b).

B - Stade de vitellogenése

Ce stade est caractérisé par le développement de la
coiffe granulaire qui s'étend progressivement & toute la périphérie du
composant fibrillaire. Le nucléole se trouve ainsi constitué de 3 zones
concentriques (Pl. V, fig. c¢) : un cortex granulaire et les deux zones

fibrillaires déji présentes au stade précédent.

a) Comstituant granulaire

L'observation & fort grossissement montre que le
cortex nucléolaire est formé de granules de 150 A enrobés dans une ma-
trice fibrillaire relativement dense aux électrons. Ce constituant est
disposé en trabécules de 1 000 )3 d'épaisseur, anastomosées en une sorte
de réseau. Les espaces compris entre les mailles de ce réseau sont d'une
densité comparable i celle du nucléoplasme (Pl. V, fig. d). Les trabé-
cules les plus externes se dissocient en fragments (Pl. V, fig. e) qui
migrent ensuite dans la région pé&riphérique du noyau oii ils participent

i la formation des granulations nucléoplasmiques (voir chapitre I).

b) Comstituant fibrillaire dense

A faible grossissement, ce constituant apparalt

sous forme d'une couronne d'aspect homogéne et de densité élevée aux
électrons, limitée extérieurement par le cortex granulaire et intérieu-
rement par le constituant fibrillaire clair. L'observation & fort gros-
 sissement de coupes trés fines (Pl. V, fig. f) permet de constater qu'il
est constitué de fibrilles d'un diamétre assez uniforme de 50 A. En cer-
tains points, leur disposition em un feutrage tré&s serré donne naissance

3 des amas denses de 500 & 1 000 & (Pl. V, fig. f).

¢) Constituant fibrillaire clalr
Ce second composant nucléolaire de nature fibril-
laire apparait beaucoup moins homogéne que le précédent. Cette hétérogé-
néité est due 3 1l'existence d'un réseau de fines lacunmes qui lui confé-
re une densité plus faible que celle de la couronne fibrillaire. Les la-
cunes s'élargissent parfois en vacuoles dont certaines atteignent une

taille de 1 8 2 u (P1l. V, fig. ¢c).
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C - Stade d'élaboration des organites corticaux

La morphologie typique que nous venons de décrire se ren-
contre essentiellement au début de la vitellogenése. Au fur et 3 mesure du
déroulement de cette derniére, la structure du nucléole &volue pour aboutir
3@ une organisation tout 3 fait différente qui sera caractéristique du stade
d'élaboration des organites corticaux.

Certains €léments de cette évolution apparaissent trés tdt.
C'est le cas des transformations concernant les constituants fibrillaires.
En effet, 3 partir d'un diamétre ovocytaire de 70-80 u, la couronne fibril-
laire dense prend une importance croissante. Son développement semble s'ef-
fectuer au détriment de la zome fibrillaire claire qui devient de plus en
plus difficile & discerner. Dans les ovocytes de 130-140 u, la zone fibril-
laire dense devient le seul constituant fibrillaire visible. Elle se frag-
mente alors en plusieurs plages (Pl. VI, fig. a).

La zone granulaire subit, elle aussi, des modifications
progressives, a partir d'une taille ovocytaire de 100 p environ. L'organi-
sation typique en trabécules disparalt peu & peu. Puis on assiste 3 une di-
minution du nombre des granules. Lorsque le stade d'élaboration des organi-
tes corticaux est atteint (diamétre ovocytaire de 150 u envirom), ce comsti=-
tuant présente un aspect caractéristique. Il est formé de granules de 150 A
disséminés parmi des fibrilles issues de la matrice des trabécules (Pl. VI,
fig. b). Cette nouvelle organisation confére 2 ce matériel une nature
fibrillo-granulaire, terme que nous utiliserons 3 ce stade pour qualifier
ce composant du nucléole.

' A partir d'un diamétre ovocytaire de 150 u environ, le
nucléole présente donc une organisation tout fait différente de celle qui
caractérise le stade de vitellogenése. Il est formé de plages fibrillaires
denses dispersées dans un constituant fibrillo-granulaire (P1. VI, fig. a).
A la fin du stade d'élaboration des organites corticaux, les plages fibril-
laires tendent & se regrouper en une zone dense qui apparait, en éoupe, sous

forme d'un anneau (Pl. VI, fig. c).

D - Stade de maturité

Durant la phase ultime de 1'é&volution du nucléole, ses
constituants se ségré%ént en deux hémisph@res de densité différente aux
électrons, caractérisé@s chacun par un type partiéulier de vacuoles (Pl1. VII,
fig. a). On assiste en méme temps & la désagrégation de l'organite, processus
qui semble 3 l'origine des nombreux "micronucléoles" qui envahissent le nu~-
cléoplasme (Pl, VII, fig. c).
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a) Hémisphére dense
I1 est constitué d'un feutrage de fibrilles trés
serrée qui confdre 3 cette partie du nucléole la densité &levée qui la
caractérise. Les vacuoles, d'un diamétre de plusieurs microns, sont par—
ticulidrement nombreuses dans cet hémisphére. Elles possédent un contenu
fibreux issu de la dispersion du matériel nucléolaire situé sur leur pour—
tour (Pl. VII, fig. b). Le réseau vacuolaire est en communication avec le
nucléoplasme par suite de la fragmentation du bord externe des vacuoles
les plus périphériques (Pl1. VII, fig. a). Ce processus donne naissance
3 des formations denses de 0,5 u environ qui constituent 1l'un des types

de micronucléoles.

b) Hémisphére clair

Cette zone est formée d'un matériel fibrillaire de
plus faible densité que celui de 1'autre hémisphére (Pl. VII, fig. b).
Ce matériel semble provenir du composant fibrillo-granulaire dont les
granules disparaissent progressivement au cours du stade précédent. Les
vacuoles sont en général de petite taille (0,5 u) et possédent un conte-
nu diffus (Pl. VII, fig. a). La périphérie de cet hémisphére ne subit
pas de dislocation et son contour est donc nettement plus régulier que

celui de l'autre région du nucléole.

c) Micromucléoles .

Au stade de maturité, la vésicule germinative est
envahie par de nombreuses formations dont la structure rappelle celle du
matériel nucléolaire et que nous avons appelées pour cette raison "micro-
nucléoles". Ils sont de deux types (Pl. VII, fig. c¢). Les micronucléoles
denses, d'une taille assez réguliére de 0,5 u, sont les plus nombreux.
Ils proviennent vraisemblablement de la fragmentation de 1'hémisphére
dense du nucléole. Les micronucléoles clairs sont plus rares que les
premiers et sont de plus grande taille (1 & 5 u). Leur texture assez
lache rappelle celle de 1'hémisphére clair. Mais aucune figure de frag—
mentation de ce composant n'ayant été observée, l'origine de ce second

type de micronucléoles est assez &nigmatique.
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2 - Perinereis cultrifera

A - Stade de prévitellogenése

La phase de reconstitution du nuclécle présente de légéres
différences par rapport d celle décrite chez N. diversicolor. D'autre part,
le plus grand développement, chez Perinereis cultrifera, des &léments chro-
mosomiques, nous a permis d'&tudier avec plus de précision les relatioms
entre la chromatine de 1'organisateur nucléolaire et les constituants du
nucléole.

Comme chez N. diversicolor, le nucléocle apparalt, au cours
de la phase de dispersion des chromosomes sous forme d'une masse arrondie,
accolée 3 1l'enveloppe nucléaire (P1. VIII, fig. a). L'organite s'édifie 3
partir d'un matériel relativement peu opaque aux électrons, formé de fi-
brilles d'un diamétre de 50 A. Ces fibrilles se trouvent en continuité di-
recte avec une motte de chromatine condensée qui représente vraisemblable—
ment la région de l'organisateur nucléolaire (Pl. VIII, fig. a).

Le constituant granulaire apparait, sous forme de massifs
trés denses, 3 la périphérie du composant fibrillaire. Les granules de
150 A sont enrobés dans une matrice comstitude de fibrilles disposées en
un feutrage uniforme et tré&s serré qui rend ce matériel trds opaque aux
électrons (Pl. VIII, fig. a et b). Le comstituant granulaire est en rapport
d sa périphérie avec des mottes de chromatine (Pl. VIII, fig. a et b). Mais,
contrairement au cas de la zomne fibrillairg, il n'existe pas de continuité
directe entre la chromatine condensée et les massifs granulaires. La rela-
tion s'établit par l'intermédiaire de fibrilles vraisemblablement issues
de la décondensation de la chromatine (Pl. VIII, fig. b).

A un stade légérement plus avancé, le nucléole s'éloigne
de l'enveloppe nucléaire. En méme temps, le composant granulaire, disposé
initialement en quelques massifs & la périphérie de la zome fibrillaire,
s'étend progressivement sur tout le pourtour de cette derniére (Pl. VIII,
fig. c). A cette étape de leur &laboration, les constituants du nucléole
sont encore en relation avec la matériel issu de la décondensation des

chromosomes (Pl. VIII, fig. c).

B - Stade_de vitellogenése
Ce stade est caractéfisé par une certaine diversité de la
morphologie nucléolaire, due essentiellement & 1'organisation du constituant
fibrillaire. Le cortex granulaire a, par contre, une structure constante,

tout & fait identique & celle décrite chez Nereis diversicolor.
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Dans certains cas, rencontrés le plus souvent dans les
ovocytes en début de vitellogenése, le nucléole est composé de 3 zomes
concentriques (Pl. VIII, fig. d), comme chez N. diversicolor. Par contre,
dans d'autres ovocytes, la morphologie nucléolaire est tout & fait dif-
férente. L'organite est formé d'une zone centrale trés peu opaque aux
glectrons et d'un cortex granulaire beaucoup plus dense (Pl. VIII, fig.
e). A fort grossissement, on constate que la zone centrale renferme des
fibrilles organisées des deux formes : une forme trés dispersée qui cons~
titue une matrice trés transparente aux électrons, et une forme trés ser-
rée qui donne naissance & des amas denses de 1 000 A environ, disséminés
dans la matrice claire (Pl. VIII, fig. f). Certains plans de coupe favo-
rables permettent de constater que les relations observées au stade pré-
cédent, entre le constituant fibrillaire et des &léments chromosomiques

existent toujours (Pl. IX, fig. a et b).

C - Stade d'élaboration des alvéoles corticaux

Comme chez N. diversicolor, le début de ce stade est
marqué par la transformation du cortex granulaire en un constituant de
nature fibrillo-granulaire. Mais chez P. cultrifera, le matériel fibrillo-
granulaire n'est pas &laboré seulement & la périphérie du constituant fi-
brillaire mais au sein méme de ce dernier. On assiste en effet 3 la for—
mation, dans la zone centrale fibrillaire, de massifs fibrillo-granulaires
qui peuvent atteindre une taille de 3 &3 4 u (Pl. IX, fig. c). Dans les
ovocytes plus dgés (150-160 u), ces formations fusionnent en une seule
masse centrale et le nucléole se trouve ainsi constitué de trois zomes
concentriques : une couronne fibrillaire claire limitée intérieurement
et extdrieurement par un composant fibrillo—granulaire dense (Pl. IX,
fig. d).

D - Stade de maturité

L'analyse de la fin de 1'évolution nucléolaire n'a pas
été aussi détaillée que chez N. diversicolor. L'observation de vésicules
germinatives d'ovocytes de 240-250 u permet de constater que le nucléo-
plasme est envahi par des amas denses issus de la fragmentation du nu-
cléole. De forme assez réguliére, ces formatioms fibrillaires ont une
taille de 0,8 3 2 u (Pl. IX, fig. e).
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II ~ ETUDE CYTOCHIMIQUE

1 - Réactions de mise en évidence du RNA et des protéines

Cette &tude a &té ré@alisée en microscopie photonique essentiel-
lement chez Nereis diversicolor. Les résultats obtenus aux différents stades
du grand accroissement ovocytaire sont récapitulés dans le tableau 2.

Tableau 2 - Caractéres cytochimiques des différentes zones du nucléole au
cours de l'ovogenese naturelle chez N. diversicolor.

a - Stade de vitellogenése

Protéines . . eve e
. Protéines | Acidophilie Py Protéines
Zones basiques . Protéines
nucléolaires RNA liées au basiques | totale acides sul £y~
libres NH, libres) drilées
RNA 2
Cortex . ++ ++ - + ++ -
granulaire
Couronne
fibrillaire + + + ++ ++ +
dense
Zone
fibrillaire + ++ - + ++ ++
claire
b - Stade d'élaboration des organites corticaux

Zone
fibrillo- + + - + ++ +
granulaire
Zone ++ ++ + ++ ++ ++
fibrillaire

A - Stade de vitellogenése

La plupart des réactions cytochimiques utilisées mettent
en évidence les trois zones concentriques observées en microscopie électro-
nique. Ainsi, apré&s coloration par le bleu de toluidined pH 4,2, le cortex
apparalt constitué d'un matériel granuleux, trés basophile ; la couromnne
fibrillaire dense présente un aspect homogéne et une basophilie plus faible ;
le constituant fibrillaire clair forme une zone centrale colorée de maniére
sensiblement identique au cortex granulaire (Pl. X, fig. a). La disparition
de la -coloration aprés digestion par la ribonucléase montre que la basophilie
mise en évidence dans les conditioﬁs précédentes est due au RNA.

L'étude cytochimique des protéines permet de retrouver

les trois zones précédemment décrites. La répartition des protéines basiques
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présente une grande analogie avec celle du RNA. Leur mise en &vidence par
la méthode d'ALFERT et GESCHWIND (1953) se traduit en effet par une colo-
ration moins intense dans la couronne fibrillaire dense que dans la ré-
gion centrale et le cortex (Pl. X, fig. b). Par contre, seule la zone fi-
brillaire dense retient le fast green lorsque la coloration est effectuée
sans hydrolyse préalable des acides nucléiques. De méme, 1l'acidophilie
totale (fonctions amines libres) est beaucoup plus importante dans cette
région que dans les deux autres parties du nucléole (Pl. X, fig. c). Ces
résultats suggdrent que les protéines basiques des zones centrale et corti-
cale se trouvent sous forme de complexes avec le RNA et que la couronne
fibrillaire dense renferme des protéines basiques 3 l'état libre.

Les protéines acides sont distribuées de maniére uni-
forme dans les trois zomes du nucléole comme le montre la coloration par
le bleu de toluidine & pH 9 selon la méthode de SMETANA et BUSCH (1966).
Par contre, chacune des trois zonmes du nucléole présente une teneur dif-
férente en protéines sulfhydrilées. En effet, la réaction au D.D.D. de
BARRNETT et SELIGMANN (1952) donne une coloration trés intense dans la
zone fibrillaire centrale, plus faible dans la couronne fibrillaire

dense et pratiquement nulle dans la zome corticale (Pl. X, fig. d).

B - Stade d'élaboration_des organites corticaux

Aprés coloration par le bleu de toluidine & pH 4,2,
la répartition de la basophilie permet de distinguer deux constituants
comme en microscopie &lectronique : une zone d'aspect granuleux qui corres—
pond au constituant fibrillo-granulaire, et un composant homogéne disposé
sous forme d'un anneau ou d'un disque central, qui représente le consti-
tuant fibrillaire. Ce dernier se colore par le bleu de toluidine de ma-
niére généralement plus imtense que le composant fibrillo=-granulaire (Pl.
X, fig. e). .

Le taux des prot@ines basiques (Pl. X, fig. £), acides
(P1. X, fig. g) et sulfhydrilées est sensiblement identique dans les
deux parties du nucl&ole. Toutefois, lorsque 1l'ovocyte atteint une taille
de 180 p environ, le comstituant fibrillo—granulaire subit une diminution

de la teneur en certains types de protéines (Pl. X, fig. h).

C - Stade de maturité

Les deux hémisphéres observés au microscope électroni-
que sont assez facilement identifiables en microscopie photonique. L'hé-

misphére dense se reconnait au développement important des vacuoles,
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1'hémisphére clair & sa structure homogéne et 3 son contour régulier. Ce
dernier est généralement de plus grande taille.

Le test de MANN-DOMINICI (GABE, 1968) montre que seul
1'hémisphére dense révéle une basophilie; d'ailleurs réduite (Pl. X, fig.
i). Les protéines basiques ont une concentration sensiblement identique
dans les deux hémisphéres (Pl. X, fig. j) tandis que la teneur en protéi-
nes acides est légérement plus élevée dans l'hémisphére clair (Pl. X, fig.
k).

2 - Réactions 3 1l'argent

Les techmniques utilisant 1'affinité du nucléole pour les sels
d'argent ne sont pas des réactions cytochimiques au sens strict. Elles sont
néanmoins précieuses pour 1'interprétation de 1l'organisation nucléolaire.
Elles mettent en évidence, soit le constituant fibrillaire demse (technique
de RISUENO et al. (1973), soit la région de l'organisateur nucléolaire et
les centres fibrillaires (technique de BLOOM et GOODPASTURE, 1976).

A - Technique de RISUENO et al.

L'observation au microscope &lectronique de coupes d'ovo~
cytes traités par cette technique a été réalisée chez 1les deux espéces
étudiées.

Chez N. diversicolor, le dépst d'argent est plus important
au niveau du constituant fibrillaire dense aussi bien au stade de vitello-
genése (Pl. XI, fig. a) qu'au stade d'é€laboration des organites corticaux
(P1. XI, fig. b).

Chez P. cultrifera, le stade de vitellogenése se caracté-
rise, rappelons—-le, par une certame diversité de l'organisation nucléoclaire.
Dans le cas oili le nucléole posséde une zone fibrillaire dense et une zone
centrale vacuolisée (Pl. VIII, fig. c), l'argent est réparti en une couronne
qui correspond au constituant fibrillaire demnse (Pl1. XI, fig. ¢). Dans le
cas ol le composant fibrillaire forme une zone unique peu dense aux élec—
trons, c'est l'ensemble de cette zone qui est argyrophile. Au stade de
1'élaboration des alvéoles corticaux, stade pendant lequel le nucléole est
constitué de trois zones concentriques (Pl. Ix; fig. d), c'est encore la
couronne fibrillaire et elle seule qui est concernée par le dépdt d'ar-.

gent (P1l. XI, fig. d).
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B - Technique de BLOOM et GOODPASTURE

L'application, & des coupes histologiques, des deux
variantes (Ag I et AgAS) de la technique de BLOOM et GOODPASTURE (1976)
donne des résultats identiques.

Dans les ovocytes en vitellogenése, le précipité d'ar-
gent est visible au niveau des deux zones fibrillaires, aussi bien chez
N. diversicolor (Pl. XI, fig. e) que chez P. cultrifera (Pl. XI; fig. f).
Toutefois, alors que 1l'intensité de la réaction est identique dans ces
zones chez N. diversicolor, elle est parfois, chez P. cultrifera, plus
faible dans la zone centrale du nucléole que dans la couronne fibril-
laire qui 1l'entoure (Pl. XI, fig. f).

Au cours du stade d'élaboration des organites corti-
caux, l'argyrophilie est localisée uniquement au niveau de la couronne
fibrillaire, seul constituant fibrillaire qui subsiste 3 ce stade chez
les deux espéces étudiées (Pl. XI, fig. g). Le composant fibrillo-
granulaire, comme d'ailleurs le cortex granulaire au stade précédent,

ne présente aucun dépot d'argent.

ITI - DISCUSSION

Parmi les questions que souléve 1'étude du nucléole ovocytaire
des Nereidae, celles qui nous semblent les plus importantes sont en rap-
port, d'une part, avec l'organisation ultrastructurale de l'organite, -

d'autre part, avec la physiologie ovocytaire et son contrdle endocrine.

! = Organisation ultrastructurale du nucléole

A - Variantes de_l'organisation nucléolaire chez les

Nereidae

Nous disposons actuellement de données concernant
l'organisation nucléolaire des ovocytes de trois espéces de Nereidae :
Nereis pelagica (DHAINAUT, 1972), Nereis diversicolor et Perinereis
cultrifera. D'emblée, la morphologie du nucléole peut apparaitre assez
différente chez les trois espéces. En fait, si on effectue une confron-
tation détaillée des observations & un stade déterminé, la vitellogenése
par exemple, on constate que l'organite est toujours constitué des mémes
composants, au nombre de trois : granulaire, fibrillaire demse, fibril-

laire clair. Ainsi, chez N. pelagica, DHAINAUT (1972) différencie, & coté
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des massifs granulaires, le matériel fibrillaire demse des "lames nucléolai-

" et le constituant des "blocs fibrillaires". La dualité du composant fi-

res
brillaire est plus nette lorsque les constituants sont disposés en trois
zones concentriques comme c'est le cas chez V. diversicolor. A notre connais=—
sance, une telle organisation nucléolaire n'est pas fréquente dans les ovo-
cytes en période de grand accroissement. La présence de deux constituants
fibrillaires est moins évidente dans les nucléoles de P. cultrifera formés
d'une zone centrale claire et d'un cortex granulaire dense. Ce type d'orga-
nisation, contrairement au précédent, a &té plus souvent signalé dans la lit-
térature (MILLONIG et al., 1968 ; MANCUSO, 1972 ; GOULD-SOMERO et HOLLAND,
1975). En fait, 1l'observation & fort grossissement de ce type de nucléoles
permet de montrer que le constituant fibrillaire de la zomne centrale claire
se trouve sous deux formes : l'une condensée, l'autre trés diffuse. La zone
centrale résulterait donc, chez P. cultrifera, de 1l'interpénétration des

deux constituants fibrillaires dispos&s en deux zones distinctes chez les
autres Nereidae.

I1 semble par conséquent que les différences observées
dans 1l'organisation du nucléole ovocytaire des différentes espéces de
Nereidae étudiées, résident essentiellement dans l'agencement spatial des
trois constituants fondamentaux du nucléole. Cette organisation se caracté-
.rise par la dualité du constituant fibrillaire, fait qui n'a &té que rare—
ment signalé dans les ovocytes en croissance. Le plus souvent, comme par
exemple chez les Amphibiens, le constituant fibrillaire est homogéne et
forme une seule zone : le "core" nucléolaire (MILLER, 1966 ; LANE, 1967 ;
VAN GANSEN et SCHRAM, 1972). Dans les rares cas (CHOUINARD, 1971 ; HUBERT,
1973) ol la dualité du constituant fibrillaire a &té rapportée, il est
intéressant de noter qu'il s'agit toujours d'ovocytes 3 nucléole unique,
dont 1l'organisation s'opposerait, par comnséquent, i celle des nucléoles

multiples du type "ovocyte d'Amphibiens'.

B - Signification de la dualité du constituant fibrillaire

La dualité du constituant fibrillaire semble @tre un fait
trés général, notamment dans les cellules somatiques. En effet, dans de nom
breux types cellulaires (revue dans GOESSENS et LEPOINT, 1979), on observe
en plus du constituant fibrillaire dense (pars fibrosa) connu depuis long—
temps (MARINOZZI et BERNHARD, 1963), un second constituant appelé 'centres
fibrillaires" par RECHER et al. (1969). La présence de deux composants fi-

brillaires dans le nucléole des ovocytes de Nereidae améne 3 effectuer une
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comparaison avec les deux types de maté@riel fibrillaire rapportés damns la
littérature. Ainsi, le constituant fibrillaire dense semble e€tre l'équiva-
lent de la pars fibrosa du nucléole des cellules somatiques. Les caracté-
ristiques ultrastructurales et cytochimiques ainsi que les ré&sultats de
1'imprégnation 3 1'argent selon la technique de RISUENO et al. (1973) sont
tous en faveur d'une telle interprétationm.

En ce qui concerne le constituant fibrillaire clair, des
analogies intéressantes peuvent &tre &tablies avec les centres fibrillai-
res. En effet, la plupart des auteurs admettent actuellement que ces der-
niers représentent une forme dispersée de la chromatine de l'organisateur
nucléolaire (NOR) (GOESSENS et LEPOINT, 1979). Or, dans les ovocytes de
Nereidae, 1'étude de la nucléggenése met en &vidence des relations trés
étroites entre la chromatine et le constituant f£ibrillaire clair. De plus,
1'étude autoradiographique de la synthé&se des RNA (voir chapitre IV et la
fig. b de la Pl. XIX) donne des résultats qui rappellent ceux de GOESSENS
(1976) et MIRRE et STAHL (1978 a et b). Ces résultats sont compatibles
avec les modéles d'organisation du nucléole (MIRRE et STAHL, 1978 a et b ;
GOESSENS et LEPOINT, 1979) selon lesquels seuls les cistrons ribosomiques
en cours de transcription seraient localisés dans la couronme fibrillaire
dense qui entoure chaque centre fibrillaire. Par contre, les observationms
effectuées aprés 1'application des techniques 3 1'argent de BLOOM et
GOODPASTURE (1976) sont plus difficilement interprétables. De maniére gé-
nérale, le mécanisme exact de la mise en &vidence des NORs par ces mé-
thodes est sujet 3 controverses (OLERT et al., 1979 ; HUBBELL et al.,
1979). Pour SCHWARZACKER et al. (1978), c'est la zome fibrillaire dense
disposée autour du centre fibrillaire qui serait la véritable responsa-
ble de la fixation de l'argent. D'autres auteurs envisagent la possibili-
té d'une coloration des deux composants : centre fibrillaire et couronne
fibrillaire dense (BOURGEOIS et al., 1979). Il semble que ce soit le cas
dans les ovocytes des Nereidae, oi les deux constituants fibrillaires du
nucléole font l'objet d'un dépdt d'argent. Récemment, BUYS et OSINGA
(1980) ont apporté des arguments en faveur du rdle des groupements ré-
ducteurs des protéines sulfhydrilées dans la "coloration" sélective des
NORs par l'argent. Ceci est 3 rapprocher de nos résultats cytochimiques
qui mettent en &vidence une grande quantité de protéines sulfhydrilées
dans les zones fibrillaires du nucléole.

L'hypothése selon laquelle le comstituant fibrillaire
clair est 1'équivalent des centres fibrillaires et représente, par consé-
quent, une forme de la chromatine des NORs, pose le probléme de la locali~

sation du DNA nucléolaire dans 1'ovocyte des Neretdae. Or, les différentes
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tentatives pour mettre ce DNA en &vidence (fixation d'actinomycine tritiée,
techniques de cytochimie ultrastructurale de MOYNE (1973) et de COGLIATI et
GAUTIER (1973), se sont toutes soldées par un échec. Il faut d'ailleurs re-
marquer que, dans les centres fibrillaires, le DNA a surtout &été détecté par
digestion enzymatique (GOESSENS, 1973 ; HUBERT, 1975 ; MIRRE et STAHL, 1978b)
et par une réaction cytochimique (POUCHELET et al., 1975 ; POUCHELET et
ANTEUNIS, 1979 ; GOESSENS, 1979) dont la spécificité@ n'est pas absolue
(ANTEUNIS et al., 1973). Par contre, les cistrons ribosomiques ont &té clai-
rement mis en évidence dans les centres fibrillaires, par hybridation molécu-
laire in situ (KNIBIEHLER et al., 1977). Nous espérons appliquer prochaine-
ment cette technique aux nucléoles des ovocytes de Nereidae et essayer ainsi
de faire progresser la solution du probléme de la localisation intranucléo-

laire du DNA dans ce type cellulaire.

2 - Relations entre 1l'@volution de la morphologie nucléolaire et
g

les variations de l'activité endocrine du cerveau

A - Signification de l'&volution morphologique du nucléole

Il est possible chez les trois espéces de Nereidae étudiées
de caractériser chacune des étapes de l'ovogené@se par une organisatiom nucléo-
laire spécifique. On peut facilement concevoir que les remaniements de la
structure du nucléole soient liés 3 des modifications du métabolisme
dont cet organite est le siége. Lg rdle du nucléole dans 1'élaboration des
ribosomes est maintenant bien étaﬁli (PERRY, 1965 ; BUSCH et SMETANA, 1970),.
et il a té démontré dans de nombreux types cellulaires que la morphologie
nucléolaire est trés largement tributaire de l'intensité des synthéses de
rRNA (SIMARD, 1970 ; THOMAS, 1972).

Chez les Nereidae, des remaniements importants de 1l'orga=
nisation du nucléole se produisent lorsque l'ovocyte passe de la phase de
vitellogenése 3 celle de 1'élaboration des organites corticaux. Ces modifi-
cations se traduisent notamment par la transformation du cortex granulaire
typique en un matériel fibrillo-~granulaire moins riche en granules. Cette
évolution ultrastructurale refléte trés certainement une diminution des
synthéses de rRNA (voir chapitre IV). De méme, il est vraisemblable que la
ségrégation des constituants nucléolaires qui survient lors du stade de
maturité soit liée & 1'arrét de la synthése des RNA ribosomiques (voir

chapitre III).
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B - Relations entre l'évolution nucléolaire et

1'activité endocrine cérébrale

Le dosage de l'activité endocrine du cerveau des
Nereidae réalisé par DURCHON et PORCHET (1970) et PORCHET (1972), nous
a permis de comparer 1'évolution nucléolaire aux variations de 1l'inhi-
bition endocrine au cours de 1l'ovogenése. Le dosage de l'activité inhi-
bitrice des cerveaux de femelles d'dges différents a permis de tracer
une courbe indiquant 1'activité endocrine cérébrale en fonction du dia-
métre ovocytaire (DURCHON et PORCHET, 1970 ; PORCHET, 1972). I1 est donc
possible de confronter chaque phase de 1'évolution du nucléole ovocytaire
3 une valeur de l'activité cérébrale (Fig. 4). Ainsi, la zone granulaire
en trabécules, spécifique de la phase de vitellogenése, est corrélative
d'un taux hormonal &levé. Elle disparalt pendant la diminution de la
quantité d'hormone produite par le cerveau, pour €tre remplacée par un
constituant fibrillo-granulaire typique du stade d'élaboration des orga-
nites corticaux. Ce constituant atteint son plein développement en des-
sous d'un seuil d'activité cérébrale trés bas.

Ce synchronisme entre les remaniements de l'ultrastruc-—
ture nucléolaire et les variations de l'activité endocrine du cerveau
suggére l'existence d'un contrSle endocrine de 1'évolution nucléolaire.
Cette régulation hormonale de la morphologie du nucléole s'explique
vraisemblablement, au niveau molé&culaire, par une action de 1'hormone
cérébrale sur 1'élaboration des rRNA (voir chapitre IV). De nombreux
travaux se sont en effet attachés 3 &tudier 1'influence hormonale sur
la synthése des rRNA dans les types cellulaires les plus divers (revue
dans BUSCH et SMETANA, 1970 ; LIAO, 1975). Par contre, peu d'&tudes ont
&té consacrées aux conséquences de cette régulation sur 1'évolution mor-
phologique du nucléole. En dehors d'une étude histobiométrique de 1'ac-
tion de 1'ACTH sur les nucléoles des cellules corticosurrénales et hé-
patiques (HEINIGER et aql., 1971), la plupart des travaux se rapporte &
1'action de stéroides (GIRARD et al., 1968 ; KOHORN et al., 1972 ; GORDON
et al., 1973 ; SHEID, 1978 ; BOCQUET-VEDRINE, 1980). Mais, en général,
les nucléoles des cellules cibles ne montrent pas de modifications ultra-
structurales aussi importantes que dans 1l'ovocyte des Nereidae qui consti-
tue, 3 notre connaissance, un modéle unique pour 1'étude de 1'influence
d'une hormone régulatrice de la gamétogenése sur la morphologie et les

synthéses nuclé&olaires.
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Relations entre 1'évolution du nucléole et les variations de 1'ac-
tivité endocrine cérébrale chez Nereis diversicolor (graphique don-
nant l'activité endocrine en fonction du diamétre ovocytaire moven
(D.0.M.). D'aprés DURCHON et PORCHET, 1970).

Elaboration de la zone granulaire (G) en trabécules i la fin du
stade de prévitellogenése.

Structure du nucléole au cours du stade de vitellogenése : zone
fibrillaire claire (FC), zone fibrillaire dense (FD), gortex
granulaire (G).

Structure du nucléole au cours du stade d'élaboration des organites
corticaux : plages fibrillaires (F) dispersées dans le composant
fibrillo)granulaire (FG).

Regroupement des plages fibrillaires en un anneau (AF) & la fin du
stade d'élaboration des organites corticaux.

Ségrégation des constituants nucléplaires au cours du stade de
maturité, HD : hémisphére dense ; HC : hémisphére clair.
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CHAPITRE 111

EVOLUTION DU NUCLEOLE AU COURS DE L'OVOGENESE EXPERIMENTALE

1 - NEREIS DIVERSICOLOR

1 - Effets de la Suppressionvdu facteur hormonal

Cette étude a &té r8alisée sur des ovocytes provenant soit
de parties postérieures d'animaux sectionnés en deux trongons, soit de
cultures de parapodes isolés. Les modifications observées au niveau du nu-
clédole sont identiques dans les deux cas. La seule différence entre ces
deux processus expérimentaux réside dans la durée de 1'é&volution nucléolaire.
Trés variable in vivo, elle est remarquablement constante et reproductible
dans le cas des parapodes isolés. Pour cette raison nous ferons essentiel-
lement référence & la chromologie observée in vitro.

D'autre part, seuls les nucléoles des ovocytes initialement
en phase de vitellogenése au moment de la suppression de 1l'influence céré-
brale donnent lieu 3 une évolution expérimentale compléte ; nous exposerons
donc uniquement les résultats obtenus avec ce type de matériel. Les trans-
formations subies en absence d'hormone par les nucléoles d'ovocytes d'dges

différents sont schématisées dans la figure 5.
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A - Stade du nucléole vacuolisé

Aprés 24 heures de culture organotypique en condition
anhormonale, la structure du nucléole ne change pas par rapport au mo-
ment du prélévement de 1l'explant. On observe les 3 parties du nucléole
de 1l'ovocyte en période de vitellogendse : zone centrale fibrillaire,
couronne intermédiaire fibrillaire, cortex granulaire en trabécules. Au
2&me jour de 1l'expérience, certains nucléoles présentent, en section, une
forme annulaire par suite du développement d'une vacuole dans la partie
centrale de 1l'organite.

Aprés 3 jours de culture, tous les nucléoles examinés
possédent une vacuole centrale. Elle atteint, dans les ovocytes de 60 u
au moment de la mise en culture, un diamétre de 5 u pour une taille nu-
cléolaire de 10 3 12 u (Pl. XII, fig. a). L'anneau nucléolaire est cons-
titué de plages fibrillaires dispersées dans le composant granulaire
dont la disposition en trabécules tend 3 disparaltre (Pl. XII, fig. b).
La vacuole centrale possd&de une densité@ aux électrons légérement plus
élevée que celle du nucléoplasme. Le contenu vacuolaire est constitué
de granules de 150 A dispersés parmi un matériel fibrillaire d'aspect
diffus (Pl. XII, fig. b). Ces composants de la vacuole proviennent vrai-
semblablement de la dispersion du constituant granulaire de 1'anneau.

On observe en effet une fragmentation du bord de la vacuole en forma-
tions de 1 000 & 2 000 & dont les constituants, granules et matrice fi-
brillaire, semblent se dissocier & l'intérieur de la vacuole (Pl. XII,
fig. b).

Au 68me jour de l'expérimentation in vitro, la vacuole
atteint un volume considérable (Pl. XIII, fig. a). Son diamétre varie
de 10 3 15 u”selon la taille ovocytaire au moment de la levée de l'inhi-
bition hormonale. Corrélativement, la largeur de 1'anneau nucléolaire
diminue et ne dépasse pas ! p (Pl. XIII, fig. a). Parvenu.a ce stade de
1'évolution expérimentale, les constituants de 1'anneau ont subi des
transformations comparables 3 celiles de 1l'ovogenése naturelle. Ainsi, le
composant granulaire a complétement perdu sa disposition en trabécules
et a fait place 3 un matériel de nature fibrillo-granulaire (Pl. XIII,
fig. b).

L'étude cytochimique des nucl&oles vacuolisé&s montre
que seul l'anneau nucléolaire se colore de maniére intense par les dif-
férentes techniques utilisées. Ainsi, aprés coloration par le bleu de
toluidine 3 pH 4,2, le nucléole se présente sous forme d'un anneau ba-

sophile délimitant une vacuole non colorable (Pl1. XIII, fig. c). De



_45—

R £G

Figure 5 - Evolution du nucl@ole aprés suppression expérimentale de 1l'action
endocrine cérébrale chez Nereis diversicolor.

a et a' - Structure des nucléoles au moment de 1'ablation du prostomium
(expérimentation Zn vZvo) ou de la mise en culture (expérimentation
in vitro), a : nucléole d'ovocyte en période de vitellogenése ;
a' : nucléole d'ovocyte en période d'élaboration des organites cor-
ticaux (abréviations identiques 3 celles de la Figure 4).

b - Nucléole vacuolisé (3 jours de culture). L'anneau nucléolaire est
constitué de plages fibrillaires (F) dispersées dans le composant
granulaire (G). V : vacuole centrale,.

¢ - Extension maximale de la vacuole (6 jours de culture). L'anneau
nucléolaire est constitué de plages fibrillaires dispersées dans
le composant fibrillo-granulaire (FG).

d - Régression de la vacuole (7 jours de culture).

e - Formation de la coiffe nucléolaire (10 jours de culture). La sphére
nucléolaire (SNu) est composée d'un réseau fibrillaire (F) et de
plages fibrillo-granulaires (FG). CNu : coiffe nucléolaire.

f - Nucléole ségrégé (20 jours de culture). Seuls les nucléoles des
ovocytes en période de vitellogenése (a) présentent la phase pré-
coce de 1l'évolution (stade du nucléole vacuolis&). Les nucléoles
des ovocytes plus 3gés (a') subissent directement la ségrégation
sans se vacuoliser au préalable.
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plages claires de 0,5 &2 1 u sont encore occupées par le constituant fibrillo-
granulaire (Pl. XV, fig. a et b).

La ségrégation nucléolaire que nous venons de décrire
différe par certains aspects du phénoméne survenant 3 la fin de 1'ovogenése
naturelle. Il ne semble pas se produire de vacuolisation ni de fragmentation
du nucléole ségrégé comme dans le cas du processus naturel. De m€me, la ségré-
gation expérimentale n'est pas précédée d'une disparition totale des granules
du constituant fibrillo-granulaire, bien que le nombre de granules diminue
trés nettement par rapport au stade du nucléole vacuolisé.

L'étude cytochimique du nucléole ségrégé a été réali-
sée en microscopie photonique. Les résultats de cette &tude sont consignés
dans le tableau 3. On constate que seule la sphére nucléoclaire renferme une
quantité appréciable de RNA puisque la coloration par le bleu de toluidine
3 pH 4,2, abolie aprés digestion par la RNase, ne concerne que cette zone
(P1. XVI, fig. a). La sphére nucléolaire est Egalement trés riche en pro-
téines basiques (Pl. XVI, fig. b et c¢), vraisemblablement liées au RNA (P1l.,
XIV, fig. dj. La coiffe nucléolaire est essentiellement de nature protéigque.
Les différants types de protéines recherchées, & 1l'exception des protéines
basiques, ne sont présentes que dans cette partie du nucléole (Pl1. XVI, fig.
e et £).

Tableau 3 - Caractéres cytochimiques des différentes zones du nucléole
ségrégé aprés suppression expérimentale du facteur hormonal.

Protéines |[Protéines|Acidophilie - .
Zones . . Protéines Protéines
Nucléolaires RNA ‘bas1ques baS}ques totale acides |sulfhydrilées
liées au RNA libres { (NHy lilres)
Sphére + ++ ' - + - -
Coiffe - + + ++ ++ +

c) Micronuycléoles

Dans les ovocytes dont le nucléole est en cours de sé—
grégation, le nucléoplasme périphérique renferme, en alternance avec les vé-
sicules intranucléaires (DHAINAUT, 1969b), des formations d'une taille de 1
@ 2 u dont l'ultrastructure rappelle celle du matériel nucléclaire. Nous leur
avons attribué le terme de micronucléole bien que leur élaboration 3 partir
du nucléole n'ait pas été observée. Ils se répartissent en deux catégories
selon leur densité aux électrons.

Les micronucléoles clairs (Pl, XV, fig. c) sont généra—

lement de forme irréguliére et fréquemment en relation avec les vésicules
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intranucléaires. L'examen 3 fort grossissement permet d'observer des
granules de 150 )3 dispersés dans un matériel fibrillaire. La nature fi-
brillo-granulaire de ces formations semble identique & celle de la coif-
fe nucléolaire.

Les micronucléoles denses (Pl. XV, fig. d) ont une
forme sphérique. Nous ne les avons jamais observés en contact avec les
vésicules intranucl&aires. Ils sont comstituds de fibrilles de 50 & 80 A
disposées en un feutrage trés dense. Ce matériel est organisé en trabé-
cules anastomosées limitant des lacunes de 500 A de largeur. Les trabé-
cules les plus externes se dissocient dans le nucléoplasme.

Ces deux types de formations différent profondément
des micronucléoles décrits au cours de la phase de maturité de 1'ovoge-

nése naturelle.

2 - Effets de la réintroduction de 1l'action hormonale

au cours de 1l'évolution expérimentale

Cette &tude a pour but de déterminer dans quelle mesure
le rétablissement de 1'inhibition hormonale aprés une période plus ou
moins longue d'évolution en absence du facteur cérébral, peut ralentir
ou empécher le développement du processus expérimental. L'expérience
consiste 3 associer, tous les 3 jours, des prostomiums & des parapodes
initialement isolés, Ces explants sont fixés aprés une durée totale de
culture de 24 jours. .

Aprés 24 jours de culture en absence d'hormone cérébrale,
les ovocytes sont entrés en dégénérescence. Ce résultat est conforme
aux observations effectuées par DURCHON et DHAINAUT (1964).

Les ovocytes des parapodes associ€s 3 un prostomium aprés
3 jours d'&volution en absence d'hormone comservent une structure ana-
logue 3 celle des ovocytes témoins, provenant de parapodes associés &
un prostomium dés le début de la mise en culture. La plupart des nu-~
cléoles ne subit pas de modifications. Seuls quelques—-uns d'entre—eux
présentent une vacuole centrale (P1. XVI, fig. g).

Les ovocytes remis en présence du facteur hormonal le
6éme jour de culture montrent tous les caractéres des ovocytes en phase
de maturit@ expérimentale : zone basophile périnucléaire, redistribution
des réserves vitellines. Au niveau du nucléole, on constate que la sé-
grégation s'est produite (Pl. XVI, fig. h). L'observation de parapodes
fixés aprés 6 jours de culture en absence de cerveau permet de vérifier
que les nucléoles étaient vacuolisés au moment de la réassociation (Pl.
XvIi, fig. i).
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Dans les parapodes réassociés 3 un prostomium le 98me jour,
tous les ovocytes sont en dégémérescence.

Ces résultats montrent que le rétablissement de 1'inhibition
hormonale sur des ovocytes préalablement soustraits & l'influence du cer-
veau, est capable d'empécher 1'évolution expérimentale, & condition d'opérer
avant une période critique. Celle-ci se situe du 3é8me au 6éme jour et cor-
respond au moment ol la vacuole nucléolaire se développe. Passé ce stade de
1'évolution expérimentale du nucléole, l'association d'un cerveau ne provo-
que qu'un retard dans le déroulement de 1l'ovogenése expérimentale (6éme

jour), ou est totalement inefficace (9&me jour).

11 - PERINEREIS CULTRIFERA

Chez Perinereis cultrifera, la suppression expérimentale de 1'in—

fluence endocrine du cerveau a &té réalisée uniquement Zn vZvo, aucune tech-
nique satisfaisante permettant la culture d'organes de cette espéce n'ayant
été, jusqu'id présent, mise au point. L'expérimentation a &été effectuée en
été et en hiver puisque, rappelons—-le, la réponse des ovocytes de P. cultri—
fera 3 la levée expérimentale de 1'inhibition hormonale est trés différente

selon la saison.

| = Période estivale

Les animaux de 3 ans disparaissent aprés s'@tre reproduits
en mai-juin ; on ne rencontre, en &té&, que des individus dgés de 2 ans au
plus, dont le diamétre ovocytaire ne dépasse pas 100 u. Les ovocytes de
tels animaux se trouvent soit en prévitellogenése, soit en vitellogenése.

Aprés 40 jours d'évolution en absence d'hormone, la structure
du nucléole n'est pas modifiée par rapport aux témoins. La morphologie nu-—
cléolaire est celle qui existe au moment de 1l'opération,.ceci quelle que
soit la taille initiale de l'ovocyte. Ainsi, les nucléoles en cours de for—
mation (ovocytes en prévitellogenése ou au début de la vitellogenése) lors
de la levée de l'inhibition cérébrale sont encore constituds, aprés 40 jours
d'évolution, de massifs granulaires denses disposés 3 la périphérie de la
zone centrale fibrillaire (Pl. XVII, fig. a). De méme, dans les ovocytes en
phase de vitellogenése au, moment de l'opération, les nucléoles ont conservé
l'organisation caractéristique de ce stade, 40 jours aprés 1l'intervention

expérimentale (Pl. XVII, fig. b).
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I1 s'avére par conséquent, qu'en période estivale, la sup-
pression expérimentale de 1l'action hormonale est sans effet sur la mor—
phologie nucléolaire. Le nucléole se comporte donc comme l'ensemble de
1'ovocyte qui ne subit aucunes modifications biométriques et cytologi-
ques 3 la suite de la levée expérimentale de l'inhibition cérébrale en
été (DHAINAUT et PORCHET, 1967).

2 - Période hivernale

A cette époque de 1'année, la réponse des ovocytes de P.
cultrifera i la suppression expérimentale de 1l'activité@ cérébrale est
fonction du stade ovocytaire initial. Nous avons donc suivi 1'évolution
du nucléole dans chacun des cas. ,

Les ovocytes au stade de prévitellogenése ou de vitello-—
genése au moment de 1'opération subissent une légére augmentation de
taille puis dégénérent. L'observation du nucléole d'ovocytes ayant
atteint une taille de 100 u aprés 25 jours d'é@volution, montre que l'or-
ganite a subi une augmentation de taille paralléle a celle de l'ovocyte,
comme c'est le cas au cours de l'ovogenése naturelle. Sa morphologie est
celle d'un nucléole parvenu 3 la méme taille dans les conditions natu-—
relles (Pl. XVII, fig. c).

Les ovocytes plus 3gés (fin dé vitellogenése ou stade
d'élaboration des alvéoles corticaux) lors de la levée de 1'inhibition
cérébrale subissent une &volution accélérée mais ne dégémérent pas.
L'observation du nucléole de tels ovocytes n'a pas permis de déceler de
différences par rapport & l'évolution naturelle. Ainsi, dans des ovocytes
d'une taille initiale de 130 p, parvenus & 200 u 45 jours aprés l'opéra-
tion, on constate que le nucléole est constitué d'une couronne fibrillaire
claire limitée intérieurement et extérieurement par une zome fibrillo-
granulaire dense (Pl1. XVII, fig. d) comme dans le cas de 1'ovogenése na-
turelle.

Chez P. cultrifera en période hivermale, la diminution
brutale du taux hormonal consécutive & la suppression expérimentale de
1'influence cé8rébrale est donc suivie d'une accélération de 1l'évolution
du nucléole, mais cette &volution expérimentale est tout 3 fait compara-
ble au processus naturel. Aucune des modifications caractéristiques de
1'ovogendse expérimentale observées chez Nereis diversicolor ne se pro-

duit chez Perinereis cultrifera.
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III - DISCUSSION

1 - Signification de 1'@volution nucléolaire caractéristique

de 1l'ovogenése expérimentale

Chez les deux espéces étudiées, la suppression expérimentale
de l'action cérébrale provoque une accélération de 1'dvolution nucléolaire.
Mais, en outre, chez N. diversicolor, il se produit des modifications carac-
téristiques qui sont la vacuolisation et la ségré&gation. La vacuolisation se
produit pendant la phase précoce de 1l'ovogenése expérimentale et peut étre
considérée comme un événement typique de 1'évolution en condition anhormo-
nale. La ségrégation, qui survient pendant la phase tardive de 1'ovogenése
expérimentale, n'est vraisemblablement qu'une variante du phé&noméne observé
au cours de la phase de maturité de l'ovogenése naturelle. La "ségrégation
expérimentale' présente néanmoins des caractéres particuliers dont nous

étudierons la signification dans ce paragraphe.

A - Vacuolisation

Au cours de l'ovogenése expérimentale de N. diversicoler,
le matériel nucléolaire apparait, en section, sous forme d'un anneau déli-
mitant une vacuole centrale. Etant donné que nous n'avons jamais observé de
continuité entre le contenu vacuolaire et le nucléoplasme, nous pouvons ad—
mettre que, dans l'espace, le matériel nucléolaire constitue le cortex d'une
sphére dont le centre est occupé par la vacuole.

Les nucléoles aﬁﬁulaires ont donné lieu & une littérature
assez abondante. Cependant, il semble que cette dénomination concerme des
phénoménes trés différents. I1 faut, & notre avis, distinguer deux types de
nucléoles en anneau. Le premier posséde une forme véritablement amnulaire
par suite de la disposition des constituants ribonucl@oprotéiques autour
d'une zone plus claire qui se trouve en relatiom plus ou moins directe avec
les éléments nucléoplasmiques. C'est le cas rencontré surtout dans les cellu-
les sanguines de Mammif&res (revue dans BUSCH et SMETANA, 1970). Le second
type est formé, comme dans le cas de l'ovocyte de N. diversicolor, d'une
sphére de matériel nucléolaire entourant une cavit@ centrale qui n'est pas
en communication avec le nucléoplasme. Il serait préférable de désigner ce
type de nucléoles, qui n'apparaissent sous forme d'anneaux que par suite
de l'observation de sections, par le terme de "nucléoles vacuolisés".

Le contenu vacuolaire est trd&s différent dans 1'un et 1l'au-

tre type. En effet, dans les nucléoles annulaires, il a été démontré que la
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" zone centrale claire" renferme des fibrilles de chromati-
ne (SMETANA et al., 1968 ; TERAO et al., 1971). En fait, il semble que
cette "vacuole'" soit, comme 1l'indiquent GOESSENS et LEPOINT (1979), 1'é-

"wvacuole" ou

quivalent d'un centre fibrillaire. Dans les nucléoles vacuolisés, la pré-
sence, au sein de la vacuole, de granules morphologiquement identiques aux
granules ribonucléoprotéiques de '"1'anneau'" a été observée dans plusieurs
types cellulaires (CHOUINARD, 1966 ; JOHNSON, 1969 ; HUBERT, 1970 ; ROSE
et al., 1972 ; BARCKHAUSEN et ROSENSTOCK, 1973). Il en est de méme dans

le nucléole vacuolisé de 1l'ovocyte de N. diversicdlor ; 1'8tude du déve-
1oppément de la vacuole montre en effet que le contenu de cette dermiére
provient de la dispersion du constituant granulaire de "1'anneau'".

La présence de constituants ribonucléoprotéiques dans la
vacuole améne 3 poser le probléme de la relation entre le phénoméne de
vacuolisation et la synthése des RNA nucléolaires. Dans notre matériel,
1'étude autoradiographique aprés incorporation d'uridine-3H (voir chapi-
tre IV) montre que l'anneau nucléolaire est. le siége de synthé&ses de RNA
non négligeables (BERTOUT, 1972). Les résultats obtenus dans divers ty-
pes cellulaires sont assez contradictoires. Dans de nombreux cas, la va-
cuolisation du nucléole est 1l'indice de synthéses de RNA réduites ou nul-
les (HUBERT et ANDRIVON, 1972 ; ROSE et al., 1972 ; GONTCHAROFF et RAO,
1972 ; SINA et CHIN, 1978). Par contre, dans d'autres cellules, le déve-
loppement de la vacuole nucléolaire est concomitant d'une augmentation
de la synth@se des RNA nucléolaires (JOHNSON, 1969 ; AZEVEDO et COIMBRA,
1980) ou se produit dans des cellules en croissance accélérée (SOUDEK,
1960 ; PANNESE, 1963 ; KORDAN, 1969 ; DURYEE, 1969 ; HARDIN et «l.,

1970 ; BURNS et SOLOFF, 1972). L'hypothése de ROSE et al. (1972) pour-
rait permettre d'interpréter ces résultats divergents. Selon ces auteurs,
la vacuolisation du nucléole apparaitrait liée 3 des modifications dans
la maturation du rRNA plutdt qu'3d l'intensité des s&nthéses de RNA nu-
cléolaires. En outre, toujours selon la méme hypothése, la vacuole
jouerait un rdle dans l'accumulation et le transfert hors du nucléole
de "types particuliers" de RNA. Il est en effet probable que les pro-
cessus de dilatation et de contraction des vacuoles, observés dans
plusieurs types cellulaires (JOHNSON, 1969 ; ROSE et al., 1972 ; BURNS
et SOLOFF, 1972 ; BARCKHAUSEN et ROSENSTOCK, 1973 ; ERDELSKA, 1973 ;
AZEVEDO et COIMBRA, 1980) traduisent un rejet de matdriel vacuolaire
hors du nucléole. Il est plausible qu'un phénoméne semblable se pro-

duise dans l'ovocyte de N. diversicolor puisque la vacuole, aprés avoir
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atteint une taille maximale, disparait rapidement en | ou 2 jours. De plus,
le fait que, dans l'ovocyte de N. diversicolor, le développement de la va—
cuole survienne dans des conditions physiologiques ol la maturation du
TRNA est anormale (voir chapitre IV), permet de comsidérer 1'hypothése de
ROSE et al. (1972) avec beaucoup d'intérét et d'envisager la possibilité
que la vacuole nucléolaire de l'ovocyte de N. diversicolor joue un rdle
dans 1'accumulation puis le transfert hors du nucléole de types "anormaux'
de rRNA.

B - Ségrégation

Le nucléole ségrégé qui se constitue dans les ovocytes de
N. diversicolor soustraits 3 1'action hormonale, est formé de deux zones
juxtaposées qui se différencient tant par leur aspect ultrastructural que
par leurs propriétés cytochimiques. Ce type d'organisation nucléolaire pré-
sente les caractéristiques des "amphinucléoles" décrits dans les ovocytes
de Mollusques (RAVEN, 1961) et d'Annélides (RUTHMANN, 1964). Les amphinu-
cléoles ont surtout fait 1'objet d'études cytochimiques qui ont montré que
les RNP &taient essentiellement localis&es dans la partie basophile de l'or—
ganite tandis que la partie acidophile &tait conmstituée de protéines
(YAMAMOTO, 1966 ; KIELBOWNA et KOSCIELSKI, 1974). Nos propres observationms
cytochimiques sont en tous points conformes 3 ces résultats, la "coiffe nu=-
cléolaire" de l'ovocyte de N. diversicolor étant 1'équivalent du "Protein-
korper" (BOTTKE, 1973a) des ovocytes de Mollusques.

Si la cytochimie de 1'amphinucléole a &té& biem étudiée, son
ultrastructure est, par contre, peu connue. Seuls, 3 notre connaissance,
quelques travaux ponctuels ont &té effectués chez les Mollusques (REVERBERI,
1972 ; BOTTKE, 1973a et b ; BOLOGNARI et al., 1976). Notre étude ultrastruc—
turale permet de préciser les modalités de la formation de cet organite. On
constate que la coiffe de nature protéique se constitue par migration du ma=-
tériel fibrillo-granulaire provenant du nucléole. Ce résultat confirme les
observations effectuées en microscopie photonique dans 1l'ovocyte de la Lim-
née par KIELBOWNA et KOSCIELSKI (1974) pour qui la partie acidophile de 1'am—
phinucléole résulterait de "1'activité séderédtoire du nucléole".

Ce processus présente, en fait, dé grandes analogies avec
le phénoméne de redistribution des composants nucl&olaires observé dans les
cellules somatiques de Vertébrés et appelé ségrégation nucléoclaire par
BERNHARD et al. (1965). La ségrégation se produit dans de nombreuses condi=
tions : action d'inhibiteurs.(revﬁe dans SIMARD, 1970), cellules au terme

de leur différenciation (ADAMSTONE et TAYLOR, 1972), infection virale
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(SIRTORI et BOSISIO-BESTETTI, 1967 ; WEISS et MEYER, 1972), contamination
par les mycoplasmes (JEZEQUEL'et al., 1967). Dans tous les cas, .cette mo-
dification de l'organisation nucléolaire caractérise des cellules métabo-
liquement peu actives, De nombreux travaux ont montré que la ségrégation
nucléolaire est lide 3 une inhibition de la synthése du rRNA (revue dans
BUSCH et SMETANA, 1970 ; SIMARD, 1970). De méme, dans l'ovocyte de N. di-
versicolor, le nucléole ségrégé se développe pendant la phase tardive de
1l'ovogenése expérimentale, qui est caractérisée par un arrét du métabo-
lisme ovocytaire et qui peut étre considéré comme 1'équivalent de la phase
de maturité naturelle (BERTOUT et DHAINAUT, 1971). De plus, l'étude auto-
radiographique de la synth&se des RNA révéle que l'incorporation d'uri-
dine tritiée dans le nucléole ségrégé est trés faible (voir chapitre IV).
I1 est donc fort probable que, dans l'o§ocyte de N. diversicolor, la
formation d'un amphinucléole résultant de la ségrégation des comsti-

tuants nucléolaires soit liée 3 1l'arrét des synthé&ses de rRNA.

2 ~ Importance de 1'étape nucléolaire dans les modalités du

contrdle hormonal de 1l'ovogenése

Au cours de l'ovogenése naturelle, la mise en évidence
d'un parallélisme étroit entre les modifications de la morphologie nu-
cléolaire et les variations de 1'activité endocrine cérébrale suggérait
l'existence d'un contrdle. endocrine de l'évolution du nucléole. L'étude
de cet organite aprés suppression expérimentale de 1l'inhibition céré-
brale confirme cette hypothése. En effet, la diminution brutale du taux
hormonal consécutive & la décérébration, est trés rapidement suivie de
modifications spectaculaires (vacuolisation) de 1l'organisation du nu-
cléole.

De plus, les effets de la lev@e expérimentale de 1'inhi-
bition cérébrale sont ressentis au niveau du nucléole bien avant d'€tre
décelables dans le cytoplasme (BERTOUT, 1972). En particulier, en ce
qui concerne 1l'appareil de Golgi, dont on connait le rdle important
dans les synthéses cytoplasmiques (DHAINAUT, 1967, 1969a) et la sen-
sibilité élevée aux variations du taux hormonal (DHAINAUT, 1976 ;
DHAINAUT et PORCHET, 1977b), on observe que les premiers indices d'une
nouvelle orientation de 1l'activité des dictyosomes est nettement pos-—
térieure au processus de vacuolisation du nucléole (DHAINAUT, commu-

nication personnelle).
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Enfin, les expériences de réassociation de prostomiums 3 des
parapodes primitivement isolés montrent qu'il est possible de ré&tablir une
ovogendése normale 3 condition d'intervenir avant le développement de la
vacuole nucléolaire. L'altération de 1'organisation structurale du nucléole
apparait donc comme un événement décisif dans le déterminisme hormonal de
1'ovogenése.

Fn conclusion, l'ensemble des observations effectuées aprés
la suppression expérimentale de l'action endocrine du cerveau suggére que
le contrdle de 1'évolution nucléolaire constitue une Eétape privilégiée

dans le mécanisme de la régulation hormonale de 1l'ovogenése.



CHAPITRE IV

ETUDE DE LA SYNTHESE DES RNA AU COURS DE L’OVOGENESE

La synthése des RNA a été étudiée au cours des différentes &tapes
de l'ovogenése naturelle et expérimentale, par des méthodes autoradiographi-—
ques et biochimiques. L'autoradiographie a surtout été utilisée dans le but
de suivre la cinétique d'incorporation du précurseur dans les divers compar-
timents cellulaires. L'étude quantitative des variations éventuelles de 1'in-
tensité des synthéses de RNA a &té réservée 3 1l'analyse biochimique, effec—
tuée en collaboration avec F. CANER (BERTOUT et al., 1981 ; CANER et al.,
sous presse). La nécessité de disposer d'une quantité importante d'ovocytes

nous ‘a obligé 3 restreindre l1'étude biochimique & P. cultrifera, espéce de

plus grande taille que N. diversicolor.

I -~ OVOGENESE NATURELLE

1 - Etude autoradiographique in vivo

L'étude cinétique de 1'incorporation Zn vivo de 1'uridine-3H
a été réalisée en microscopie photonique. N. diversicolor ayant déja fait
l'objet d'un tel travail (DHAINAUT, 1964b), notre 8tude a surtout &té effec~
tuée chei P. cultrifera. Les résultats concernant cette espéce sont consi=

gnés dans le tableau 4.
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Tableau &4 - Etude cinétique de 1'incorporation d'uridine~3H in vivo
au cours de l'ovogenése naturelle (P. cultrifera).

ZF : zone fibrillaire ; ZG :

a - Stade de prévitellogendse (20-40 u)

zone granulaire

ZFNUCIéc’le 2c Nucléoplasme Cytoplasme
I heure - - - _
6 heures + - M —
24 heures ++ A M *
3 jours ++ + ++ -
b - Stade de vitellogenése (60-100 y)
ZFNucléole 2G Nucléoplasme Cytoplasme
I heure ++ - +* _
6 heures o+t A A _
24 heures A ot i o
3 jours ++ A M -
6 jours + + M p

¢ ~ Stade d'élaboration des alvéole

s corticaux (130-180 u)

ZFNucléole 20 " Nucl&oplasme Cytoplasme
1 heure + - - N
6 heures ++ + + —
24 heures ++ A * ’
3 jours ++ =+ i ™
6 jours ++ =+ N -
d ~ Stade de maturité (220-240 u)
zFNuC1é°le 2 Nucléoplasme Cytoplasme
1 heure + - - —
6 heures + + - —
24 heures -+ + M _
3 jours -+ - * N
6 jours ++ ++ A *

= : marquage nul ;

+ : marquage plus ou moins intense selon le nombre de +.
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Dans les ovocytes en prévitellogenése, on constate que le nu-
cléoplasme est le seul site marqué apr@s un temps court d'incorporation et
reste le compartiment cellulaire le plus radioactif jusqu'id 24 heures aprés
l'injection du précurseur. Pendant le stade de vitellogenése, le marquage
apparalt en méme temps dans la zone centrale du nucléole et dans le nucléo-
plasme (Pl. XVIII, fig. a). C'est & ce stade que le nucléole montre le niveau
de radioactivité le plus élevé de toute la durée de 1l'ovogen&se (Pl. XVIII,
fig. B). Dans les ovocytes agés (stades d'élaboration des organites corti-
caux et de maturité), le nucléoplasme n'est plus marqué aprés un temps court
d'incorporation. Contrairement au stade précédent, seul le nucléole est ra-
dioactif (Pl. XVIII, fig. d).

Les résultats des incorporations de longue durée mettent en
évidence une diminution de la radioactivité cytoplasmique dans les ovocytes
dgés par rapport aux ovocytes jeunes (Pl. XVIII, fig. ¢ et f). Cette diminu-
tion semble avoir deux causes : d'abord une baisse des synthéses de RNA au
niveau des sites nucléaires (Pl. XVIII, fig. e) mais &galement un transfert
nucléo-cytoplasmique des molécules marquées moins important. En effet, &
partir d'une durée d'incorporation de 24 heures, le marquage nucléaire se
stabilise dans les ovocytes dgés (Pl. XVIII, fig. f) alors qu'il diminue
rapidement dans les ovocytes jeunes (Pl. XVIII, fig. c).

Les résultats obtenus chez N. diversicolor (Pl. XVIII, fig. g
et h et DHAINAUT, 1964b) montrent que les grandes lignes de la cinétique
d'incorporation de 1'uridine-3H sont semblables chez les deux espéces. Il
semble toutefois que la prépondérance du marquage nucléolaire sur le mar—
quage nucléoplasmique survienne & un stade plus précoce que chez P. cultri-

fera (tableau 5 a).

2 - Etude autoradiographique in vitro

L'incorporation in vitro de l'uridine-3H a &été réalisée chez
N. diversicolor et chez P. cultrifera. Elle a permis d'une part les expé-
riences de chasse du précurseur, d'autre part une application plus aisée

des techniques d'autoradiographie & haute résolution.

A - Stades de prévitellogenése et de vitellogenése

Les résultats obtenus aprés des temps courts d'incorporation
sans chasse du précurseur, confirment les observations faites in vivo. L'auto-
radiographie 3 haute résolution apporte certaines précisions sur la localisa-
tion des sites de synth&se des RNA. Ainsi, il apparait que le marquage nucléo-

plasmique est restreint au matdriel issu de la décondensation des chromoscmes
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(P1. XIX, fig. a et ¢ ; Pl. XX, fig. a). De méme, on observe que la ra-
dicactivité nucléolaire est due 3 une incorporation de l'uridine-3H au
niveau du constituant fibrillaire (Pl. XIX, fig. b et.d). Dams le cas
du nucléole ovocytaire de N. diversicolor, dont le composant fibrillai-
re est formé de 2 zones concentriques, le marquage est plus &levé dans
la couronne fibrillaire dense que dans la zone fibrillaire claire (Pl.
XIX, fig. b).

Les exﬁériences de chasse in vitro ont permis, elles
aussi, de préciser les résultats obtenus par l'étude cin&tique de 1l'in-
corporation 17 vivo du précurseur. Aprés une durée de chasse de 3 3 4
heures, la radioactivité a gagné la zone corticale du nucléole et 1l'en-
semble du nucléoplasme (P1. XX, fig. b). Six heures aprés l'immersion
dans la solution d'uridine froide, on observe une diminution trés nette
du marquage de la zome fibrillaire (Pl. XX, fig. c¢). C'est &galement 3
partir de cette pé&riode que les grains d'argent apparaissent au niveau
du cytoplasme. L'autoradiographie & haute résolution montre une locali-
sation préférentielle de la radioactivité dans les agrégats cytoplasmi-
ques, qu'ils soient (Pl. XX, fig. e) ou non (Pl. XX, fig. d) en comtact

avec des mitochondries.

B - Stade d'élaboration des organites corticaux

Contrairement au stade précédent, les granulations
nucléoplasmiques ne sont que trés faiblement marduées aprés une incor-
poration de courte durée (Pl. XXI, fig. a) ;ies grains d'argent sont
essentiellement localisés au niveau de la zome fibrillaire du nucléole
(Pl. XXI, fig. b). La chasse du précurseur est suivie d'une augmenta-
tion du marquage de la zome fibrillo-granmulaire (P1l. XXI, fig. c¢) puis
des granulations nucléoplasmiques (Pl. XXI, fig. d). Mais cette migra-
tion des molécules marquées vers le nucléoplasme puis le cytoplasme
est beaucoup plus limitée qu'au stade précédent, conformément aux ré-

sultats obtenus lors de l'étude cinétique in vivo.

3 -~ Etude biochimique

L'analyse biochimique a été réalisée 3 différents stades
de 1l'ovogenése, sur des lots homogénes du point de vue de la taille
ovocytaire. L'@tude des ovocytes d'un diamétre inférieur & 80 u n'a pu
étre effectuée par suite de 1'impossibilité de séparer ces derniers
des coelomocytes. Les tentatives d'isolement sur gradient de ficoll se
sont soldées par un &chec ; les coelomocytes s'agglomérent en amas dans

ce milieu.
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Les types de RNA synthétisés dans les ovocytes de différentes
tailles ont été déterminés aprés incorporation in vivo d'uridine~3H pendant
5 jours. Cette durée a é€té choisie en fonction des résultats autoradiogra-
phiques qui indiquent que 1'accumulation dans l'ovocyte d'une quantité ap-
préciable de RNA marqués nécessite ce délai. La figure 6 montre, pour les
différents stades étudiés, les courbes donnant la densité optique et la ra-
dioactivité des RNA séparés sur gradient de saccharose. On constate, en ce
qui concerne la période étudiée (80-220 u), que 1l'incorporation du précur-
seur diminue au fur et 3 mesure de la croissance ovocytaire. Cette baisse
est importante et atteint les trois classes de RNA séparés : 4-5 S (diminu-
tion de 70 %), 18 S (80 7Z) et 28 S (75 7).
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Profils de sédimentation des RNA extraits 3 partir de 4 lots
d'ovocytes de P. cultrifera, répartis en fonction de leur dia-
métre : 80 p (vitellogenése), 130 u, 160 u (Elaboration des or-—
ganites corticaux), 220 u (début du stade de maturité).

Densité optique (D.0.) 3 260 nm.

Radiocactivité en coups par minute (CPM) aprés incorpora=
tion d'uridine-3H pendant 6 jours.
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II - OVOGENESE EXPERIMENTALE

1 - Etude autoradiographique

L'intensité de la synthése des RNA dans les ovocytes‘main-
tenus en absence du facteur hormonal dépend de deux facteurs : le stade
atteint au moment de la levée expérimentale de l'inhibition cérébrale et
le temps &coulé depuis l'intervention expérimentale. Les résultats obte~
nus dans ces différentes conditions ont &té reportés dans les tableaux
5, 6 et 7.

Comme pouvaient le laisser prévoir les observations mor-
phologiques, les modifications les plus importantes concernent les ovo-
cytes en vitellogen&se lors de la suppression de l'action hormomnale
(tableaux 5 et 7). L'incorporation du précurseur est trés différente
pendant la phase précoce (10 jours aprés l'opération) et pendant la
phase tardive (23 jours aprés l'opération) de 1'ovogenése expérimentale.
Pendant la phase précoce de l'évolution, la cinétique d'incorporation
de l'uridine-3H ne montre pas de modifications trés nettes par rapport
aux témoins (Tableau 5 et Pl. XXII, fig. a et b). Le nucléole et les
granulations nucléoplasmiques sont marqués dé&s les temps courts d'in-
corporation (Pl.XXII, fig. a). Dans les ovocytes de N. diversicolor,
dont le nucléole est vacuolisé 3 ce stade, la radioactivité n'est déce-
lable qu'au niveau de l'anneau nucléolaire et jamais dans la vacuole
(P1. XXII, fig. e). Seuls des temps longs d'incorporation mettent en é&-
vidence une différence sensible avec les témoins. Il s'agit d'une diminu-
tion des transferts nucléo-cytoplasmiques, le marquage du noyau restant
assez élevé tandis que la radioactivité cytoplasmique augmente moins que
pendant l'ovogené&se naturelle (Tableau 5 b et Pl. XXII, fig. c et d).

Pendant la phase tardive de 1l'ovogenése expérimentale, la
synthése des RNA est trés faible par rapport 3 celle des témoins (Ta-
bleau 5 ¢). Le nucléole est encore le site marqué le plus rapidement,
bien que faiblement. Chez N. diversicolor, cet organite a subi, rappelomns-
le, la ségrégation de ses constituants et seule la sphére nucléolaire est
marquée |heure aprés l'injection (Pl. XXII, fig. f et g). Aprés une in-
corporation de longue durée, les grains d'érgent, trés peu nombreux, sont
répartis dans les deux zones de 1'amphinucléole. La radicactivité est
également décelable dans le nucléoplasme mais le cytoplasme n'est pas

- marqué (P1. XXII, fig. h).
La suppression expérimentale de 1'influence cérébrale pen-

dant le stade d'élaboration des organites corticaux n'entralne pas de
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Tableau 5 = Etude cinétique de l'incorporation d'uridine-3H in vivo au
cours de l'ovogenése expérimentale (N. diversicolor). Dia-
métre ovocytaire initial : 60-100 u (stade de vitellogenése).

a - Témoins

Nucléole Nucléoplasme Cytoplasme
1 heure + - -
6 heures et + -
24 heures e -+ +
48 heures +t+ ++ ++
5 jours ++ +  d
b - Aprés 10 jours d'évolution en absence d'hormone
Nucléole Nucléoplasme Cytoplasme
1 heure + - —
6 heures Rt + -
24 heures -+ ++ -
48 heures +4++ ++ +
5 jours ++ ++ ++
c - Aprés 23 jours d'évolution en absence d'hormone
Nucléole Nucléoplasme Cytoplasme
1 heure + -— -
6 heures + - -
48 heures quelques quelques _
grains grains
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modifications de l'incorporation de 1'uridine-3H par rapport aux té-
moins (Tableau 6). A ce stade, le métabolisme des RNA se comporte, vis=
3-vis de la décérébration, comme l'ensemble de la physiologie ovocy-
taire (PORCHET, 1974). En fait, les dosages de l'activité endocrine
montrent que le taux hormonal est trés faible pendant la phase d'éla-
boration des organites corticaux (DURCHON et PORCHET, 1971 ; PORCHET,
1972). On congoit alors facilement que l'opération ne modifie pas
1'environnement hormonal dans lequel évoluent les ovocytes et n'ait

aucune influence sur leur métabolisme.

2 - Etude biochimique

L'étude biochimique de la synthése des RNA a été réali-
sée sur des ovocytes d'un diamétre initial de 80-100 u (vitellogenése)
et de 150-170 p (élaboration des organites corticaux), aprés 12 jours
d'évolution en absence d'hormone. Dans le premier cas, on observe une
diminution trés importante de la radioactivité spécifique des RNA, qui
devient trés nettement inférieure 3 celle des ovocytes témoins ayant
évolué dans les conditions naturelles (Tableau 8). La baisse de la ra-
dioactivité spécifique intéresse les trois classes de RNA séparés en
gradient de saccharose (Tableau 8) mais elle est plus importante pour
le RNA 18 S (86 7 de diminution par rapport aux témoins) que pour le
RNA 28 S (77 %Z) et le RNA 4=5 S (58 Z). En outre, les profils de sé-
dimentation du RNA radioactif montrent deux pics supplémentaires (Fig.
7). Ces derniers résultent vraisemblablement de 1l'accumulation de pro-
duits intermédiaires du processus de maturation du rRNA 45 S, proces-
sus qui semble &tre perturbé en absence du facteur hormomnal.

La levée de 1'inhibition cérébrale pendant le stade de
1'élaboration des alvéoles corticaux (ovocytes de 150-170 u) ne pro-
voque aucun des effets observés dans les ovocytes plus jeunes. Les
radioactivités spécifiques (Tableau 9) et les profils de sédimenta-
tion (Fig. 8) sont sensiblement identiques & ceux des témoins, ce
qui est parfaitement conforme aux résultats de 1'étude autoradio-

graphique.
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Tableau 6 - Etude cinétique de 1'incorporation d'uridine-3H in vivo au
cours de l'ovogen&se expérimentale (¥N. diversicolor). Dia-
: 150-170 u (stade d'élaboration

métre ovocytaire initial

des organites corticaux).

a - témoins

Nucléole Nucléoplasme Cytoplasme
6 heures bt ++ -
48 heures ++ + ++
b - Aprés 10 jours d'évolution en absence d'hormone
Nucléole Nucléoplasme Cytoplasme
6 heures B s et —
48 heures ++ + Ry
c = Aprés 23 jours d'évolution en absence d'hormone
Nucléole Nucléoplasme Cytoplasme
48 heures ++ + .

Tableau 7 - Etude cinétique de 1'incorporation d'uridine-3H iz vivo au
cours de 1'ovogendse expérimentale (P. cultrifera). Diamé-
tre ovocytaire initial : 60-100 p (stade de vitellogenése).

a - témoins

Nucléole Nucléoplasme Cytoplasme
! heure ++ ++ -
4 jours +++ ++ o+t
b - Aprés 10 jours d'évolﬁtion en absence d'hormone
Nucléole Nucléoplasme Cytoplasme
! heure ++ -+ -
4 jours + + +
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IIT - DISCUSSION

I - Evolution de la synthése des RNA pendant 1'ovogenése

naturelle

A - RNA d'origine extranucléolaire

Dans les ovocytes jeunes, l'autoradiographie montre que
les granulations nucléoplasmiques deviennent fortement radioactives aprés
une incorporation d'uridine-3H pendant un temps court. Ce marquage révéle
vraisemblablement une synthése in situ de RNA extranucléolaire. Il est en
effet peu probable qu'il résulte uniquement d'une migration de RNA nucléo-
laires puisque dans les ovocytes en prévitellogenése, la radioactivité ap-
paraft au niveau des granulations nucléoplasmiques avant d'étre détectée
dans le nucléole. Il est bien connu que seuls les cistrons codant les rRNA
18 et 28 S sont transcrits dans le nucléole et que la synthése des autres
types de RNA (tRNA, rRNA 5 S, hnRNA) résulte du fonctionnement de génes
localisé&s dans la chromatine extranucléolaire. Ainsi, dans les ovocytes
d'Amphibiens, les génes impliqués dans la transcription de certains RNA
de type messager et du rRNA 5 S ont été localisé&s par hybridation molé-
culaire Zn sZtu (OLD et al., 1977 ; PUKKILA, 1975) au niveau des boucles
des chromosomes plumeux. Or, les granulations nucléoplasmiques des ovo-
cytes de Nergidae traduisent un phénoméne de décondensation des chromo-
somes méiotiques analogue 3 celui des chromosomes plumeux (voir chapitre
I). Il est donc tout 3 fait vraisemblable que 1'incorporation d'uridine-
34 par les zones extranucléolaires du noyau de 1l'ovocyte des Nereidae
témoigne de l'existence de synthé&ses de RNA de petit poids moléculaire
(4 S et 5 S) ou de précurseurs des mRNA (hnRNA), ou encore de plusieurs
classes de ces RNA 3 la fois. En effet, la nature exacte des RNA syn-
thétisés dans les ovocytes tré&s jeunes n'a pu étre déterminée, ces der-
niers n'étant pas accessibles 3 1'analyse biochimique. Toutefois,
1'examen des profils de sédimentation obtenus 3 partir d'ovocytes plus
dgés montre que le taux des RNA de coefficient de sédimentation hété-
rogéne (RNA dertype messager), par rapport aux RNA "stables" (4-5 S,

18 S, 28 8), est faible. Ce résultat est d'ailleurs conforme aux obser-
vations effectuées au cours de l'ovogenése de nombreuses espéces (GROSS
et al., 1965 ; BROWN et LITTNA, 1966 ; PIATIGORSKY et TYLER, 1967 ;
DAVIS et WILT, 1972). Il est donc fort probable que les RNA extranucléo-
laires synthétisés au niveau des granulations nucléoplasmiques soient,

en grande partie, des RNA 4 et 5 S.
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Tableau 8 - Radioactivités spécifiques des RNA extraits d'ovocytes de P.

. cultrifera au stade de vitellogenése (80-100 u). Comparaison
entre les témoins (ovogenése naturelle) et les ovocytes ayant
subi une &volution de 12 jours aprés l'ablation du prostomium
(ovogenése expérimentale).

Ovogenése naturelle Ovogenése expérimentale
Catégories . .
de Radio- aiigigté Radio- azigizté
RNA activité | D.O. spécifique activité | D.O. spécifique
(cpm) P 1 (cpm) P 1
(cpm/DO) (cpm/DO)
4-5 S 9 496 0,25 37 984 4 590 0,29 15 828
18 S 20 721 0,49 42 288 3 741 0,62 6 034
28 8§ 30 235 0,79 38 272 6 760 0,78 8 667

Tableau 9 - Radioactivit@s spécifiques des RNA extraits d'ovocytes de P.
cultrifera au stade d'élaboration des organites corticamux
(150-170 u). Comparaison entre les témoins (ovogenése natu-—
relle) et les ovocytes ayant subi une &volution de 12 jours
aprés l'ablation du prostomium (ovogenése expérimentale).

Ovogenése mnaturelle Ovogenése expérimentale

Catégories . .
de Radio= aizgizté Radio= aﬁigtgté
RNA activité| D.O. spécifique activité | D.O. spécifique
(cpm) P q (cpm) P qu

(cpm/DO) (cpm/DO)

4=5 8 3 220 0,18 17 889 2 135 0,16 13 344

18 S 8 523 0,61 13 972 6 255 0,59 10 602

28 S 13 440 0,97 13 856 9 990 0,88 11 352
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Il est intéressant d'examiner 1'évolution des synthé-
ses de RNA extranucléolaires au fur et & mesure de la croissance ovo-
cytaire. Dans les ovocytes en prévitellogené&se, ces synthé&ses sont plus
importantes que celles des rRNA d'origine nucléolaire. Cette prépondé-
rance des synth&ses non-nucléolaires s'atténue pendant la vitellogenése
pour disparaitre dans les ovocytes en phase d'élaboration des organites
corticaux. Cette observation est conforme aux études biochimiques de
GOULD et SCHROEDER (1969) et du présent travail, &tudes qui montrent
que la radioactivité spécifique des RNA de petit poids moléculaire di-
minue dans les ovocytes ZEgés. Ce résultat est 2 rapprocher des études
autoradiographiques et biochimiques effectuées chez les Amphibiens
(MAIRY et DENIS, 1971 ; VAN GANSEN et al., 1976 ; SCHEER et al., 1976)
et les Poissons (MAZABRAU et al., 1975 ; WEGNEZ et al., 1978). En effet,
les ovocytes de ces Vertébrés inférieurs synthétisent beaucoup plus de
RNA non-nucléolaires 4 et 5 S que de rRNA 18 et 28 S pendant la prévi-
tellogenése ; puis cette proportion s'inverse dans les ovocytes en vi-
tellogenése. Par contre, nos observations s'opposent aux résultats ob-
tenus au cours de l'ovogenése d'un autre ver marin, Urechis caupo, chez
lequel la synthése des différents types de RNA s'accroit dans les mémes
proportions (DAVIS et WILT, 1972 ; DAS, 1976).

B - RNA_d'origine nucléolaire

Les résultats autoradiographiques et biochimiques
montrent que les RNA d'origine nucléolaire (rRNA 18 et 28 S) sont syn-—
thétisés 3 tous les stades de l'ovogenése, mais & des taux trés diffé-
rents selon les stades. Dans les ovocytes en prévitellogenése, 1'auto-
radiographie (seule technique applicable i ce stade pour les raisons
exposées précédemment) indique que 1l'intensité des synthé@ses nucléolai-
res est plus faible qu'au stade suivant (vitellogendése). Ces synthéses
semblent atteindre un maximum pendant la vitellogenése, puis diminuent
ensuite sensiblement pendant les stades d'élaboration des organites cor—
ticaux et de maturité. Ces données autoradiographiques, qui sont en ac-
cord avec les observations morphologiques effectuées au niveau du nu-
cléole (voir chapitre II), sont confirmées par 1'analyse biochimique.
Cette technique a en effet permis de montrer qu'd partir d'un diamétre
ovocytaire de 80 u, la radioactivité spécifique des rRNA 18 et 28 S di-
minue progressivement jusqu'a la fin de l'ovogenése. Le fait que la
synthése des rRNA nucléolaires soit maximale pendant la vitellogenése

rappelle les observations effectuées chez les Amphibiens (MAIRY et



D.C. 260nm L8
‘ CPM

(x10-3) - 69 -

28S

18S

10 20 30 40

Nombre de fractions

Figure 7 - Profils de sédimentation des RNA extraits 3 partir d'ovocytes de
P. cultrifera au stade de vitellogenése (80-100 u).
a - Témoins. b - Ovocytes ayant subi une évolution de 12 jours aprés
ablation du prostomium. Densité optique (D.0.) a 260 nm.
—=w—- Radioactivité en coups par minute (CPM) aprés incorporation
d'uridine-3H pendant 5 jours. Dans le cas de l'ovogenése expérimen-
tale (b), remarquer la présence de 2 pics supplémentaires (fléches)
dans le profil des RNA radioactifs. Ils correspondent & des RNA dont
le coefficient de sédimentation est, pour les uns, compris entre 18

et 28 S, pour les autres, supérieur a 28 S.

CPM
Qs- -
b
a
044 28S L4

Figure 8 - Profils de sédimentation des RNA extraits & partir d'ovocytes de
P. cultrifera au stade d'élaboration des organites corticaux (150-

170 u).
a - Témoins. b = Ovocytes ayant subi une évolution de 12 jours aprés

l'ablation du prostomium. Densité optique & 260 nm.
—=w==— Radiocactivité en coups par minute (CPM) aprés incorporation

d'uridine-3H pendant 5 jours.
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DENIS, 1971 ; GURDON, 1974 ; SCHEER et al., 1976) mais s'oppose, 13
encore, 3 1'évolution de la synthése des RNA survenant pendant 1'ovo-
genése des Echiurides, chez lesquels DAVIS et WILT (1972) et DAS
(1976) ont montré que les synth&ses de rRNA augmentent au fur et 2a

mesure du déroulement de 1'ovogenése.

2 - Régulation hormonale de la synth&se des RNA ovocytaires

Les résultats obtenus tant au cours de 1l'ovogenése natu-
relle que de l'ovogenése expérimentale mettent en &vidence un parallé-
lisme étroit entre l'intensité de la synthése des RNA et 1'activité
endocrine cérébrale. Ce synchronisme suggére que 1'hormone gouverne le
métabolisme ovocytaire en contrSlant la transcription. Ce mécanisme
d'action ne différerait donc pas de celui qui est généralement admis
pour la plupart des hormones morphogénétiques.

L'étude de la régulation hormonale de l'ovogenése des
Nereidae nous apporte toutefois des connaissances trés inégales selon
la classe de RNA envisagée. Ainsi nous ne disposons que de trés peu
d'informations sur la régulation hormonale de la synthése des RNA de
type messager qui ne représentent qu'une faible partie des RNA syn-—
thétisés et somnt difficilemént accessibles aux techniques utilisées.
Tout au plus les résultats autoradiographiques nous permettent-ils
d'émettre 1'hypothése que la synthése des hnRNA est favorisée par un
taux hormonal &levé puisque l'incorporation de 1'uridine—3H par les
sites extranucléolaires décroit au fur et & mesure de la diminution
du taux hormonal. Mais, comme nous 1l'avons vu dans le paragraphe pré-

- cédent, les RNA extranucléolaires sont vraisemblablement constitués
8 la fois de hnRNA et de RNA 4 et 5 S et il est impossible de faire la
part exacte de chacun de ces deux types de molécules.

Nos résultats apportent, par contre, des dounnées plus
précises en ce qui concerne le contrdle hormonal du stockage des RNA
"stables" (tRNA, rRNA 5 S, 18 S et 28 S). Il apparait en effet trés
nettement que l'activité endocrine cérébrale est nécessaire i 1'&labo-
ration de ces RNA. Au cours de l'ovogenése naturelle, l'autoradiogra=-
phie et 1'analyse biochimique montrent que la synth&se des RNA stables
décroit parallélement au taux hormonal. Dans les ovocytes soustraits
expérimentalement 3 l'influence cérébrale pendant le stade de vitello-
genése, il se produit ume diminution brutale de l'incorporation de
1l'uridine-3H dans ces RNA. Ceci conduit, comme 1'ont montré des dosages

chimiques (CANER et al., sous presse), 3 un déficit important en RNA
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dans les ovocytes ayant évolué en absence d'hormone, par rapport aux ovocy-
tes ayant subi une ovogenése naturelle. Parmi les RNA stables, les RNA 18 et
28 S méritent une mention particuliére. En effet, leur synthé&se diminue de
facon plus importante que celle des RNA 4 et 5 S. De plus, la morphologie
nucléolaire subit des modifications spectaculaires (vacuolisation), vrai-
semblablement liées 3 une altération de la maturation du rRNA 45 S. La
sensibilité plus grande des rRNA 3 la stimulation hormonale a été souvent
signalée dans les études consacrées 3 la régulation des synth&ses de RNA,
surtout dans le cas d'hormones stéroides (revue dans LIAO, 1975), mais &ga-
lement peptidiques (TATA, 1970 ; TURKINGTON, 1972 ; BRAUER et al., 1976).
Toutefois, on sait que la transcription et la maturation des rRNA dépendent
de l'activité de g&nes extranucléolaires (JACOB et al., 1970 ; SCHMID et
SEKERIS, 1973 ; LEVEY et BRINSTER, 1978 ; VOETS et al., 1979). En outre, il
a été démontré que l'action hormonale ne s'exerce pas directement au niveau
de la transcription des cistrons ribosomiques, mais par l'intermédiaire de
mRNA codant des protéines régulatrices (BAULIEU et al., 1972 ; NICOLETTE et
BABLER, 1974).

Dans le systéme Que nous avons &tudié, la régulation hormonale
du stockage des rRNA ovocytaires pourrait s'effectuer selon un mécanisme sem—
blable. L'hormone cérébrale stimulerait la synthé&se de mRNA codant des pro-
téines (enzymes ?) qui jouent un rdle important dans la transcription et
surtout dans la maturation du rRNA nucléolaire. Cette hypothése permettrait
d'interpréter plusieurs observations. En particulier, l'altération de la ma-
turation du rRNA 45 S, provoquée par la suppression expérimentale de 1'in-
fluence cérébrale, pourrait s'expliquer facilement par une diminution brutale
de la synthése des enzymes intervenant dans ce processus. De méme, le fait
que les synthé&ses nucléolaires soient faibles au début de 1l'ovogenése, péricde
qui se déroule pourtant en présence d'un taux élevé d'hormone cérébrale, pour—
rait étre dU au temps de latence nécessaire 3 la synthése d'une quantité suf-
fisante de mRNA indispensables & la transcription et (ou) 4 la maturatiom du
rRNA, -



DEUXIEME PARTIE

SPERMATOGENESE
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RAPPEL DES DIFFERENTES ETAPES DE LA SPERMATOGENESE DES NEREIDAE

Chez les Nereidae, le déroulement de la spermatogenése nécessite
plusieurs mois. Ainsi, chez N. diversicolor, dont la longévité est de deux ans
les produits génitaux apparaissent au cours de la deuxiéme année. On observe
des spermatogonies dans le coelome 3 partir du mois d'octobre. Leur nombre
augmente lentement pendant la phase de prolifération spermatogoniale qui dure
plusieurs mois. La méiose et la spermiogenése surviennent peu avant la repro-
duction dont la période s'étend de février & avril. Il est relativement dif-
ficile de suivre 1'évolution compléte de la spermatogenése & partir d'animaux
prélevés dans la nature pour plusieurs raisons : &talement de la période de
reproduction, difficulté de déterminer certains stades avec précision et de
replacer dans un ordre chromologique correct les observations effectuées.
C'est pourquoi nous avons utilisé la possibilité de réaliser des cultures or—
ganotypiques chez N. diversicolor. Cette technique rend possible 1'étude de la
spermatogendse compléte chez un méme animal dans un délai assez court. Elle
permet en effet de soustraire les spermatogonies 3 l'action inhibitrice de
1l'hormone cérébrale et d'obtenir des spermatozoides en quelques jours (DURCHON
et SCHALLER, 1963) en cultivant des parapodes isolés. Les cellules qui, dans

*les conditions naturelles, subiraient un certain nombre de mitoses de multi-
plication spermatogoniale, entrent rapidement en méiose (DHAINAUT, 1964a). Mais
contrairement au cas de l'ovogenése, 1l'accélération de la spermatogenése ne
semble pas entralner de déséquilibre physiologique et les modalités de 1'é&vo—
lution des cellules ne sont pas différentes de celles de la spermatogenése na-
turelle (BERTOUT, 1976).

Dans ces conditions, la fixation régulidre de parapodes isolés,
cultivés 3 15°C, et leur &tude en microscopie &lectronique nous a permis de
suivre la chronologie de 1'@volution ultrastructurale des cellules germinales

midles chez N. diversicolor (BERTOUT, 1976).

I - STADE DE LA PROLIFERATION SPERMATOGONIALE

L'ultrastructure des spermatogonies telles qu'elles se présentent

lors de la mise en culture est illustrée par les Planches XXIII et XXIV. Les
spermatogonies sont réunies en "amas miriformes" qui sont en fait des groupes
de cellules isogéniques : les cystes germinaux (Pl. XXIII, fig. a). Les cel-
lules d'un méme amas sont en communication par des ponts cytoplasmiques qui

résultent de cytodiéréses incomplétes (Pl. XXIII, fig. b, ¢ et d). La cohésion
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des spermatogonies de chaque cyste est réalis@e grace 3 ume intrica-
tion trés complexe de prolongements cellulaires, le long desquels
s'établissent des jonctions du type desmosome (P1l. XXIII, fig. e).
Dans le cytoplasme, l'appareil de Golgi se signale par son
intense activité sécrétoire qui aboutit 3 1'@laboration de deux types
de vésicules : les "corps denses" et les "corps multivésiculaires"
(P1. XX1V, fig. a, b, ¢, d). Une étude cytochimique et cytoenzymolo-
gique a permis de préciser la nature de ces différentes formatioms.
L'emploi de la technique de THIERY (1967) montre que les corps denses
renferment des polysaccharides (Pl. XXIV, fig. e, f, g, h) vraisembla-
blement de nature glycoprotéique (BERTOUT, 1976). La recherche de 1'ac-
tivité phosphatasique acide selon la méthode de GOMORI modifiée par
MILLER et PALADE (1964) donne un résultat positif au niveau de la ma-
trice des corps multivésiculaires. Les corps demnses, par contre, sont

toujours indemnes de précipités de plomb (Pl. XXIV, fig. i, j).

II - STADE SPERMATOCYTE

1 - Passage du stade spermatogonie au stade spermatocyte I

La diminution brutale du taux hormonal, gqu'elle soit
naturelle (chez les animaux 3gés) ou provoquée expérimentalement par
la suppression de l'action cérébrale, entralne 1l'arrét des mitoses
spermatogoniales et l'entrée en interphase préméiotique. Dans les pa-
rapodes cultivés en absence de prostomium, cette &volution commence,
dans le cas d'explants maintenus 3 15°C, d&s le 3éme jour de culture.
L'entrée en interphase préméiotique ne s'accompagne que de modifica-
tions nucléaires qui seront envisagées en détail dans le chapitre V.
Les caractéres ultrastructuraux du cytoplasme restent idemtiques &

ceux du stade précédent.

2 - Prophase méiotique

La prophase méiotique commence aux 8&me et 9éme jour
de culture. Elle est marquée par la dissociation des amas miriformes.
On assiste, dés le stade leptoténe, au raccourcissement des prolonge-
ments cytoplasmiques et 3 la disparition des desmosomes (Pl. XXIV,
fig. k). Par contre, les ponts intercellulaires subsistent au moins
jusqu'au stade pachyténe (Pl. XXIV, fig. k). A la fin de la prophase
(diploténe, diacineése), les amas miriformes sont complétement dissociés

par suite de la résorption totale des prolongements cytoplasmiques et
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des ponts intercellulaires. Le spermatocyte qui s'appréte & subir les divi-
sions de maturation est alors une cellule de 6 y environ, qui posséde un
noyau globuleux de 4,5 p et dont la majorité du cytoplasme se trouve rejetée
i un pole de la cellule (Pl. XXV, fig. a).

L'appareil de Golgi continue @ &tre engagé, pendant toute la
~durée de la prophase, dans 1'élaboration des corps denses et des corps multi-
vésiculaires. La taille des corps denses augmente sensiblement et atteint

0,5 ¢ et plus.

3 - Divisions de maturation

Elles surviennment au lléme jour de culture. Pendant leur dé-
roulement, les corps demnses sont toujours présents et distribus, parmi les
autres organites cytoplasmiques, dans la bande périphérique laissée libre
par le fuseau de division (Pl. XXV, fig. b). Les quatre spermatides issues
d'un méme spermatocyte I sont reliées entre-elles par des ponts (Pl. XXV,
fig. d) résultant d'une cytodiérése incompléte lors de chacune des divisions
de maturation. Ces groupes de quatre spermatides (Pl. XXV, fig. c et d) of-
 frent alors l'aspect caractdristique, en "tétrade", fréquemment observé au

microscope photonique (DURCHON et PORCHET, 1971).

III - STADE SPERMATIDE

La spermiogenése se déroule au !} au 12éme jour de culture. Pendant
toute la durée de ce processus, les spermatides restent groupées en tétrades.
qui ne se dissocient que lorsque les spermatozoldes sont complétement &laborés

La formation de 1'acrosome est illustrée par les figures a, c, d et
e de la Planche XXV. La formation .de la vésicule acrosomienne est un processus
trés rapide. Aussitdt aprés 1'achévement de la méiose, on constate simultané-
ment la disparition des '"corps denses” et la présence d'ume vésicule acroso-
mienne (Pl. XXV, fig. a et c). Cette derniére renferme les mémes constituants
que les corps denses (Pl. XXV, fig. a et e).

Des dictyosomes sont présents dans les jeunes spermatides (Pl. XXV,
fig. c¢) et manifestent une légére activité sécrétoire qui reste, toutefois,
trés limitée. Les corps multivésiculaires, visibles depuis le début de la
spermatogenése, sont encore présents dans les jeunes spermatides (Pl. XXV,
fig. ¢) mais disparaissent 3 la fin de la spermiogenése.

L'élaboration du flagelle commence dés le début de la spermiogenése..

Son axonéme se constitue & partir du centriole distal.
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IV - STADE SPERMATOZOIDE

Les spermatozoides mirs (Pl. XXVI, fig. a) sont présents
dans les parapodes cultivés pendant 12 3 13 jours en absence d'hormo-
ne cérébrale. L'étude cytochimique et cytoenzymologique permet de
constater que si le tube axial de 1l'acrosome est le sidge d'une acti-
vité phosphatasique acide importante, la vésicule acrosomienne quant
3 elle, est indemne de tout précipité de plomb (Pl. XXVI, fig. d et
e). Par contre, cette derniére réagit de manidre positive 3 la mise
en évidence des polysaccharides selon la méthode de THIERY (Pl. XXVI,
fig. f). Le contenu de la vésicule acrosomienne a donc de nombreux
points communs avec celui des corps denses observés aux stades précé-
dents. En fait, ces derniers sont vraisemblablement des granules pro=-
acrosomiens élaborés trés précocement, dés le stade spermatogonie, ce
qui est un cas peu fréquent dans le régne animal (BERTOUT, 1976).

En ce qui concerne les autres &léments cytoplasmiques,
quelques mitochondries, des ribosomes et de nombreuses rosettes de
glycogéne, sont situés dans la moitié postérieure de la téte sperma-
tique (Pl. XXVI, fig. a). Les centrioles (Pl. XXVI, fig. b et ¢) et
le flagelle (P1. XXVI, fig. a) du spermatozoide de N. diversicolor
ne présentent pas de particularit@s par rapport & ceux des espéces
voisines &tudiées (BASS et BRAFIELD, 1974 ; DEFRETIN et WISSOCQ,
1974).



- 77 -

CHAPITRE V

EVOLUTION MORPHOLOGIQUE DU NOYAU AU COURS DE LA SPERMATOGENESE

I - STADE DE LA PROLTFERATION SPERMATOGONIALE

1 = Structure du noyau interphasique

Le noyau des spermatogonies se caractérise par sa forme trés
aplatie (Pl. XVII, fig. a). Son épaisseur ne dépasse pas 2,5 & 3 u pour une
longueur qui peut atteindre 7 & 8 u. La chromatine condensée est disposée en
mottes de taille et de contour trés irréguliers (Pl. XXVII, fig. a et b).

Les espaces interchromatiniens, trés développés, occupent de
larges plages au centre du noyau (Pl. XXVII, fig. a). Le contraste des cou-
pes par la technique de BERNHARD (1969) montre que ces zones interchromati-
niennes renferment trois catégories de formations ribonucléoprotéiques. Il
s'agit, selon les critéres de localisation et de morphologie ultrastructura=-
le utilisés par MONNERON et BERNHARD (1969), de fibrilles périchromatinien-
nes et de grains péri- et interchroﬁatiniens (P1. XXVII, fig. c¢). Les fibril-
les périchromatiniennes constituent un feutrage trés dense 3@ la périphérie
de 1'hétérochromatine. les grains périchromatiniens ont une taille moyenne
de 350 A. Ils se présentent isolément ou en groupes de quelques unités (Pl.
XXVII, fig. c). Les grains interchromatiniens, de taille plus réduite (200 &),

forment au contraire des amas importants (Pl. XXVII, fig. c).
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L'appareil nucléolaire est généralement composé de deux
nucléoles de ! u environ, souvent situés prés de 1l'enveloppe nucléaire
(Pl. XXVII, fig. a). Ils présentent un aspect compact (Pl. XXVII, fig.
a et b) qui rend parfois les constituants nucléolaires difficiles &
discerner de la chromatine & laquelle ils sont accolés (Pl. XXVII,
fig. a). La technique de contraste préférentiel des RNP permet de
mieux saisir la structure des nucléoles. Elle montre que le consti-
tuant fibrillaire, en contact &troit avec la chromatine périnucléolai-
re, est pénétré de travées de chromatine intranucléolaire (Pl. XXVII,
fig. c). On constate également qu'au stade spermatogonie, les RNP nu-
cléolaires sont essentiellement de nature fibrillaire, seul un nombre
restreint de granules est situé dans la région la plus externe de
l'organite (Pl1. XXVII, fig. c¢).

2 - Mitoses spermatogoniales

L'étude ultrastructurale du matériel nucléaire pendant
les divisions de multiplication spermatogoniale s'est révélée peu
aisée pér suite de la rareté des figures de mitose. La faible pro-
portion des cellules en division s'explique vraisemblablement par la
lenteur de la prolifération spermatogoniale qui, rappelons—le, s'étend
sur plusieurs mois. La Planche XXVIIT illustre deux stades de la mito-
se spermatogoniale. L'un est vraisemblablement la prophase comme le
laisse supposer 1l'enveloppe nucléaire encore présente (Pl. XXVIII,
fig. a et b). Les cellules de 1'amas muUriforme représenté sur la fi-
gure ¢ de la Planche XXVIII sont en télophase comme 1'indiquent les
chromosomes d&ja fusionnés. Dans ce cas, on peut noter entre deux
cellules filles le "corps résiduel"” qui subsistera pendant 1'inter—
phase sous forme d'un pont intercellulaire (BERTOUT, 1976).

La division se dé&roule de maniére synchrone dans les
spermatogonies d'un méme cyste. Toutefois, certaines des cellules
situées en position externe accusent parfois un léger retard sur

l'ensemble de 1'amas mriforme (Pl. XXVIII, fig. a, b et ¢).

II - STADE DE L'INTERPHASE PREMEIOTIQUE

L'entrée des cellules germinales mi3les en interphase pré-

méiotique s'accompagne d'une évolution tr&s caractéristique de l'or—
ganisation ultrastructurale du noyau. L'é&tude autoradiographique de

la synthése des acides nucléiques, réalisée parallé@lement (voir cha-
pitre VI), révéle que les différentes étapes de cette &volution cor-

respondent en fait aux périodes G;, S et Gy de l'interphase.
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1 - Phase G,
A partir du 38me jour de culture en absence du facteur hormonal,

on peut observer des modifications de la morphologie nucléaire dans un cer-
tain nombre d'amas miiriformes (Pl. XXIX, fig. a). Aprés 5 jours de culture;
ces transformations ont atteint la totalité& des cystes contenus dans les pa—
rapodes isolés.

L'évolution concerne d'abord la forme du noyau qui, jusqu'alors
aplatie, devient nettement sphérique (Pl. XXIX, fig. b). La chromatine est
disposée en trabécules d'épaisseur assez régulidre (0,2 u), anastomosées en
un réseau régulier, ce qui donne au noyau un aspect typiquement réticulé
(P1. XXIX fig. b et ¢, Pl. XXX, fig. a).

Les espaces interchromatiniens se trouvent fragment&s en zones
plus petites par suite du développement du réseau de chromatine (Pl. XXIX,
fig. b et Pl. XXX, fig. a). Parallélement, on assiste & une augmentation de
la quantité des RNP extranucléolaires. Ces derniéres qui étaient, au stade
spermatogonie, surtout dispos@es en bordure de la chromatine condensée, oc-
cupent maintenant tout le volume des espaces interchromatiniens (Pl. XXX,
fig. b et ¢). Ce développement des RNP semble s'accompagner d'une certaine
décondensation de la chromatine. Le contraste des coupes par la technique de
COGLIATI et GAUTIER (1973) montre en effet que les zones interchromatiniennes
renferment des fibres qui contiennent du DNA, agencées sous une forme beaucoup
moins condensée que dans le réseau d'hétérochromatine (Pl. XXXI, fig. a).

Le matériel nucléolaire s'accroit également de fagon sensible
par rapport au stade précé&dent. Les sections de noyau montrent souvent un nu-—
cléole central volumineux (Pl. XXIX, fig. c) qui peut atteindre 2 u de diamé-
tre. La masse fibrillaire compacte observée au stade spermatogonie fait place
3 un nucléolonéme trés riche en &léments granulaires (Pl. XXIX, fig. c¢). La
technique de COGLIATI et GAUTIER met en &évidence, 3 l'intérieur du massif nu~
cléolaire, l'existence d'un fin réseau de chromatine peu condenséde (Pl. XXXI,

fig. a), émanant de la chromatine péri~ et intranucléolaire (Pl. XXXI, fig. b)

2 -~ Phases S et q;

Dés le 58me jour de culture, les indices d'une nouvelle &volu-
tion de la structure du noyau apparaissent dans certains cystes germinaux. Au
78me jour, toutes les cellules présentent une nouvelle morphologie nucléaire.
Le noyau perd son aspect réticulé par suite d'une dispersion importante de la
chromatine. L'hétérochroﬁatine est maintenant constituée de mottes de petite

taille (0,1 3 0,2 u) disséminées dans le nucléoplasme (P1. XXX, fig. d).
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L'observation de coupes contrastées par la méthode de
BERNHARb permet de constater que la quantité des RNP présentes dans le
noyau diminue sensiblement. Cette diminution est surtout trés nette
pour les RNP extranucléolaires (Pl. XXX, fig. e). Par contre, l'état
d'évolution de 1'appareil nucléolaire n'est pas identique dans tous
les novaux et permet de différencier deux populations cellulaires.
Cette hétérogénéité peut s'expliquer par l'existence, & cOté d'une
majorité de cystes en phase S, d'un certain nombre de cellules en’
phase G, (voir chapitre VI). Dans le premier type cellulaire (Pl. XXX,
fig. e), les nucléoles restent aussi développés qu'en phase Gj. Dans
la deuxiéme catégorie de cellules, les signes de régression nuciéolai-
re sont indéniables (Pl. XXX, fig. d). Dans ce cas, l'organite, dont
la taille ne dépasse plus 0,3 p, est rejeté 3 la périphérie du noyau

et réduit au seul composant fibrillaire.

III - STADE SPERMATOCYTE

1 - Prophase méiotique

Du 8&me au 10éme jour de culture, 1l'évolutionm nucléaire
se poursuit par la prophase méiotique (Pl. XXXII, fig. a). Certains
stades de cette prophase ont pu &tre identifi&s en utilisant ies cri-
téres de WESTERGAARD et VON WETTSTEIN (1970). Les axes chromosomiques
non appariés des stades leptoténe ou jeune zygoténe (Pl. XXXII, fig. b).
se rencontrent surtout au 8éme jour. Les complexes synaptonématiques
(P1. XXXII, fig. a et c), caractéristiques des stades zygotdne et pa-
chyténe sont observés au 9&me et 10&me jours de culture.

La technique de BERNHARD permet de mettre en &vidence
des vestiges du nucléole (Pl. XXXIII, fig. a et c) et des RNP extranu-
cléolaires relativement peu abondantes (Pl. XXXIII, fig. a), dont cer-
taines appartiennent vraisemblablement aux complexes synaptonématiques
(P1. XXXIII, fig. b).

2 = Divisions de maturation’

Les deux divisions de maturation surviennent au 11&me
jour de culture, les méiocytes sont alors isolds les uns des autres
puisque les amas miriformes se dissocient 3 la fin de la prophase
(BERTOUT, 1976). Les différentes phases du processus sont assez dif-
ficiles 3 suivre en microscopie &lectronique. Les figures d et e de
la Planche XXXII illustrent deux aspects de télophase dont il est pra-
tiquement impossible de dire s'ils appartiennent 3 1'une ou 1l'autre

des divisions méiotiques.
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La technique de BERNHARD met en évidence une couche périchromo-
somique de mat&riel RNP. Ce matériel, distinct des ribosomes, semble essen-

tiellement de nature fibrillaire (Pl. XXXIII, fig. d).

IV - STADES SPERMATIDE ET SPERMATOZOIDE

La structure du noyau des spermatides semble relativement constante

pendant la spermiogenése. Dans les spermatides, le noyau, sphérique, renferme
une chromatine disposée en travées anastomosées, d'une épaisseur de 0,2 2
0,3 u. Ce réseau délimite les plages interchromatiniennes renfermant des RNP
(P1l. XXXIII, fig. e).

Dans le spermatozoide miir, le noyau offre l'aspect d'un hémisphére
dont la face convexe est dirigée vers le pdle basal de la té€te spermatique.
I1 est creusé en son axe par une invagination de 1l'enveloppe nucléaire qui
constitue le tube axial (BERTOUT, 1976 et Pl. XXVI, fig. a). La chromatine
forme une masse plus compacte que dans la spermatide par suite de la coales-
cence des travées anastomosées. Cette fusion s'accompagne d'une régression
du volume occupé par les espaces interchromatiniens qui se trouvent réduits,

pour l'essentiel, & un manchon entourant le tube axial (Pl1. XXXIII, fig. f).

V - DISCUSSION

1 - Morphologie ultrastructurale des RNP nucléaires

A - Stades préméiotiques

Au cours des stades préméiotiques (cycles de multiplication
spermatogoniale et interphase préméiotique), les noyaux interphasiques renfer-
ment trois types de formations ribonucléoprotéiques extranucléclaires (fibril-~
les périchromatiniennes, grains inter— et périchromatiniens) dont les carac-
téristiques générales sont identiques 3 celles décrites dans les cellules de
mammiféres (MONNERON et BERNHARD, 1969). Seuls les grains périchromatiniens
différent légérement de ceux des cellules de Mammiféres dans la mesure ol ils
sont d'une taille légérement inférieure (350 R) et dépourvus de halo c¢clair,
la présence de ce dernier &tant un des critéres d'identification (WATSON,
1962 ; MOYNE et al., 1974 ; FAKAN et PUVION, 1980). Il faut d'ailleurs noter
que cette catégorie de RNP nucléaires est celle qui semble montrer les plus
grandes variations selon le type cellulaire. Ainsi, les granules des anneaux
de Balbiani des glandes salivaires de Diptéres, dont la similitude avec les
granules périchromatiniens a &té démontrée (VAZQUEZ-NIN et BERNHARD, 1971)
ne possédent pas non plus de halo clair. De méme, chez 1'Eug1éne; les forma-

tions ribonucléoprotéiques qui remplissent un rSle similaire (MOYNE et al.,
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1975) présentent une structure en U radicalement différente de celle
des granules périchromatiniens des cellules de Mammiféres.

La structure des RNP nucléaires ne subit pas de mo-
difications lors du passage de la phase de multiplication spermatogo-
niale 3 l'interphase préméiotique. La seule différence entre ces deux
étapes préméiotiques est d'ordre quantitatif. La signification de
1'augmentation des synthéses de RNA qui survient 3 ce stade de la sper-
matogendse sera discutée dans le chapitre VI. Néanmoins nous pouvons
remarquer dés maintenant que 1'augmentation de la quantité des fibril-
les et des grains périchromatiniens est accompagnée d'un accroissement
du marquage des noyaux apré@s l'incorporation d'uridine tritiée. Cette
convergence entre les observations morphologiques et les résultats au-
toradiographiques est en accord avec le rdle attribué aux fibrilles et
aux grains périchromatiniens. On sait en effet que les fibrilles péri-
chromatiniennes renferment le hnRNA nouvellement transcrit, et que les
grains périchromatiniens sont vraisemblablement des formes de stockage
et de transport de ce méme hnRNA (revue dans FAKAN et PUVION, 1980).

B - Stades méiotiques

La méthode de mise en é&vidence préférentielle des
RNP révéle l'existence de matériel contrasté a la périphérie des chro-
mosomes méiotiques au cours de la spermatogenése des Nereidae. Pendant
la prophase, il semble qu'une partie de ce matériel RNP soit constituée
par les complexes synaptonématiques. Cette observation concorde avec
les résultats obtenus chez diverses espéces animales et végétales,
soit par la méme technique (ESPONDA et STOCKERT, 1971, 1972 ; ESPONDA
et GIMENEZ-MARTIN, 1972 ; CHEVAILLIER, 1974), soit par digestion enzy-
matique (NEBEL et COULON, 1962 ; WESTERGAARD et VON WETTSTEIN, 1970).

Notre étude met également en &vidence 1'existence
de RNP périchromosomiques pendant les divisions de maturation. Ces
observations permettent d'étendre aux chromosomes méiotiques les ré-
sultats acquis précédemment dans le cas de cellules somatiques en mi-
tose (PAPSIDERO et BRASELTON, 1973 ; MOYNE et al., 1974 ; MORENO DIAZ
DE LA ESPINA et al., 1976 ; FAKAN et NOBIS, 1978). MOYNE et GARRIDO
(1976) ont montré que les RNP assocides aux chromosomes mitotiques
étaient synthétisées & la fin de la phase G, ou au début de la pro-
phase. Une étude autoradiographique, comparable & celle des auteurs pré-
cédents a &té réalisée au cours de la spermatogenése des Nereidae (voir

chapitre VI). Bien que nos résultats ne permettent pas des conclusions



- 83 -

aussi précises que celles de MOYNE et GARRIDO, il semble néanmoins que des
RNA synthétisés pendant 1'interphase préméiotique soient présents dans le

noyau de cellules en méiose.

2 - Contrdle hormonal de la différenciation méiotique

Nos observations font apparaitre que les cellules germinales
miles de N. diversicolor entrent immédiatement en interphase préméiotique
aprés la suppression de l'action endocrine cérébrale. Des spermatogonies
dont la destinée &tait de subir un certain nombre de cycles mitotiques se
différencient donc directement en spermatocytes. Chez les Nereidae, le pas—
sage de la phase de prolifération spermatogoniale & la phase de différencia~
tion méiotique semble par conséquent sous le contrdle strict de 1'hormone
cérébrale. Ce fait est, 3 notre connaissance, assez rare dans l'ensemble du
régne animal. Chez les Mammiféres, 1'existence de 'déterminants méiotiques"
a 8té proposée (BYSKOV et SAXEN, 1970), mais les faits expérimentaux en fa-
veur d'une régulation hormonale, notamment hypophysaire, sont controversés
(MAULEON, 1973, 1975 ; RIVELIS et al., 1976). Chez les Insectes, les sperma-
togonies doivent obligatoirement subir un nombre déterminé de divisions mi-
totiques avant de se différencier en spermatocytes ; la séquence de ces évé~
nements étant insensible 3 1'action de 1'hormone juvénile (DUMSER et DAVEY,
1975).

Dans le cas ol un contrdle hormonal a été démontré, les méca-
nismes de régulation semblent beaucoup plus complexes que chez les Nereidae.
Ainsi, chez les Némertes, dont la spermatogenése est inhib&e, comme chez les
Nereidae, par un facteur endocrine cérébral, l'ablation du cerveau détermine
i la fois une prolifération des spermatogonies et une accélération des syn-
théses préméiotiques de DNA (RUE et BIERNE, 1978). Chez les Ecrevisses, le
passage de la phase de multiplication spermatogoniale 3 la méiose est contro-
lée par plusieurs hormones (AMATO et PAYEN, 1978). Enfin, au cours de l'ovo-
genése des Insectes, le déroulement des mitoses ovogoniales d'une part et
de la méiose d'autre part, nécessitent des stimuli hormonaux différents
(FURTADO, 1979). Le systéme de régulation de la spermatogenése des Nereidae
est donc fondamentalement différent de ces &ivers exemples. La prolifératiomn
des spermatogonies s'effectue en présence d'une activité cérébrale &levée et
la suppression de cette activité endocrine suffit 3 provoquer la différencia-
tion méiotique, la spermatogendse &tant capable de parvenir 3 son terme en

absence de toute action hormonale.
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CHAPITRE VI

EVOLUTION DE LA SYNTHESE DES ACIDES NUCLEIQUES AU COURS DE LA SPERMATOGENESE

I - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE DES SYNTHESES DE DNA

1 - Méthode de détermination du taux de réplication

Le taux de réplication d'une population cellulaire est défimi
comme étant le pouréentage de cellules en phase S, donc capables d'incorporer
de la thymidine dans leur DNA (VAN GANSEN, 1979). Il correspond & 1l'indice de
marquage aprés incorporation de thymi&ine—3H, c'est-3-dire & la proportion de
cellules marquées par rapport 3 l'ensemble des cellules de la population.

En ce qui concerne la spermatogenése des Nereidae, l'indice de
marquage a été déterminé dans les conditions suivantes. Des parapodes renfer—
mant des spermatogonies sont mis en culture en absence du facteur hormonal
cérébral. A intervalle régulier, 1'un d'entre eux est prélevé et transféré@
dans de l'eau de mer contenant de la thymidine-3H. Aprés 4 heures d'incorpo—
ration, il est fixé puis traité ultérieurement pour 1'autoradiographie en
microscopie photonique (voir matériel et méthodes). Les cystes dont les cel=
lules se trouvent en phase S incorporent intensément le précurseur radicactif
- (Pl. XXZIV, fig. a - d) et peuvent &€tre facilement dénombrés. L'indice de

marquage est calculé suivant la formule :
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Ni x 100

Indice de marquage (en pourcentage) =
Ny + N2

N1 : nombre de cystes marqués ; N2 : nombre de cystes non marqués

2 - Etude de 1'incorporation de la thymidine-3H

Le taux de réplication varie considérablement en fonc-
tion des stades de la spermatogenése (Fig. 9 et Pl1. XXXIV, fig. a - d).
La proportion de cellules en phase S est relativement faible chez les
spermatogonies au moment de la mise en culture. Elle reste peu élevée
jusqu'au 5&me jour de culture et a plutdt tendance 3 diminuer dans les
tous premiers jours. Elle augmente ensuite nettement pour atteindre
un maximum au 7éme jour. Le pourcentage de cellules marquées diminue
brutalement au 98me jour de culture, ce qui s'explique facilement
puisque 1l'étude morphologique montre que la prophase méiotique a
commencé, 3 ce moment, dans la plupart des amas miriformes.

Ces résultats permettent d'&tablir que la plupart des
tellules germinales (plus de 90 7) se trouvent en phase S préméioti-
que au 7éme jour de culture. Ils suggérent par ailleurs que cette
phase a une durée de plusieurs jours &tant donné qu'un pourcentage
notable de cellules (50 % environ) incorpore la thymidine-3H dés le
5&me jour. Il est probable que la faible proportion de cystes (moins
de 10 7) non marqués au 7&me jour représente des cellules chez les-
quelles la réplication est terminée et qui se trouveraient par consé-
quent en phase G,. Elles correspondent vraisemblablement au petit nom-
bre de cellules qui se distinguent de la majorité de la population par
la morphologie nucléolaire (voir chapitre V) et par l'intensité de
1'incorporation de 1'uridine-3H (voir paragraphe III-3 de ce chapitre).

Le taux de réplication extrémement &levé pendant 1'inter-
phase préméiotique différencie nettement cette dermiére des cycles mi-
totiques de multiplication spermatogoniale, lesquels sont caractérisés
par wm indice de marquage trés faible. En d'autres termes, les spermato-
gonies en cours de prolifération n'entrent pas toutes au méme moment
en phase §, alors qu'il se produit une relative synchroenisation des
cystes d'un méme animal lors de l'interphase préméiotique.

L'autoradiographie 3 haute résolution (Pl. XXXIV, fig.

e et f) permet de vérifier que la phase de synthése du DNA préméiotique
s'accompagne d'une organisation nucléaire particuliére. L'incorporation

de la thymidine~3H s'effectue en effet dans des noyaux dont la chromatine
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subit la dispersion décrite dans le chapitre I (Pl. XXX, fig. d). Par ailleurs,
les observations permettent de noter l'excellente spécificité de localisation
du marquage aprés incorporation de thymidine-3H. La figure f de 1la planche
XXXIV montre que la totalité des grains d'argent est situe au niveau de la
chromatine, le nucléole &tant absolument indemme de tous marquage. Ceci &car-
te pratiquement toute possibilité d'une incorporation de la radioactivité dams

d'autres molécules que le DNA.

II - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE DES SYNTHESES DE RNA

I -~ Etude de 1'indice de marquage

L'indice de marquage a &té déterminé & chaque stade de la sper-
matogenése aprés incorporation d'uridine-3H dans des conditioms identiques i
celles de la thymidine-3H. Seules ont &té dénombrées les cellules qui &labo-
rent une quantité relativement importante de RNA, c'est-2-dire, en pratique,
les cystes dont les noyaux cellulaires apparaissent sur les autoradiogrammes
sous forme de taches noires. L'indice de marquage apré&s incorporation d'uri-
dine-3H (Fig. 10) subit une évolution assez comparable i celle du taux de ré-
plication. Au moment de la mise en culture (jour 0), seule une faible propor-
tion des spermatogonies est le siége d'une synthése intense de RNA (Fig. 10
et P1. XXXV, fig. a). Les spermatogonies en phase de prolifération ne sont
donc pas toutes en méme temps en phase de synthése des RNA. De plus, l'imdice
de marquage peu &€levé montre que cette période n'occupe qu'une f%ible partie
de l'interphase de chaque cycle mitotique. Par contre, lorsque leé cellules
entrent en interphase préméiotique, l'indice de marquage augmente considéra-~
blement (Fig. 10). Cette augmentation précéde celle du taux de réplicatiom
puisqu’elle survient dés le 3&me jour de culture (Fig. 10). Au 5&me jour, la
totalité des cellules est en phase de synthése des RNA (Pl. XXXV, fig. b).
Une valeur &levée de l'indice de marquage se maintient jusqu'au 78me jour
(Fig. 10 et Pl. XXXV, fig. ¢). Il semble par conséquent que la phase de syn—
théses de RNA préméiotiques commence dés la phase G, (jour 3) et se poursuit

jusqu’'d la fin de la phase S (jour 7).

2 - Etude de 1l'intensité de marquage

L'étude de 1'indice de marquage apras incorporation d'uridine—
3H nous donne, pour chaque stade de la spermatogenése, la prdportion de la
population cellulaire en phase de synth&se des RNA mais ne nous fournit au-
cune indication sur 1l'intensité de cette synthése. Or, ce paramétre est im~

portant dans le cas des RNA puisque, contrairement 3 ce qui se produit pour
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Figure 9 - Evolution du taux de réplication au cours de la spermatogenése.

Figure 10 -

Histogramme donnant 1'indice de marquage (pourcentage de cystes
marqués aprés incorporation de thymidine-3H) en fonction de la
durée de culture.

Le taux de réplication est faible chez les spermatogonies en
phase de prolifération prélevées lors de la mise en culture
(jour 0). Par contre, l'indice de marquage atteint une valeur
supérieure 3 90 7 au 78me jour de culture, ce qui montre qu'a
ce moment presque toutes les cellules sont en phase S préméio-
tique. Au lléme jour, les cellules d'un certain nombre de cys-
tes se séparent pour subir les divisions de maturation ; la va-
leur de 1'indice de marquage donnée 3 ce stade ne concerne donc
que les cystes non encore dissociés. L'indice est nul au 138me
jour de culture, toutes les cellules ayant atteint le stade
spermatozoide.

Evolution de la proportion de cellules en phase de synthése des

RNA. Histogramme donnant 1'indice de marquage (I.m.: pourcentage
de cystes marqués aprés incorporation d'uridine-3H) en fonction

de la durée de culture (D.c.).

Comme pour le taux de réplication, l'indice est faible pendant
la phase de prolifération spermatogoniale (jour 0) (comparer
avec la figure 9). Pendant 1l'interphase préméiotique, il atteint
un maximum (jour 5) qui précéde de 2 jours celui du taux de ré=-
plication. Remarques identiques & celles de la figure 9 concer=-
nant la valeur de l'indice aux 1l&me et 13&me jours.



indice de marquage
A (R100)

1004

Thymidine3H

604

204

l o
o 3 5§ 7 & 1M W
Durée de culture (jours)

Lm. (£100)
i

" 100+

-804

Uridine 3H

60+

20+

— ,
0 3 5 7 ‘¢ 11 13 -
D.c.(jours)

- 89 -

Bus
ULLe f



- 90 -

le DNA, la quantité de RNA élaborée peut varier d'un stade de la sper=-
matogendse 3 un autre. C'est pourquoi nous avons réalisé une étude de
1'intensité de marquage qui donne une indication sur la quantité d'u-
ridine-3H incorporée par chaque cellule.

L'intensité de marquage a &té déterminée par mesure de
la quantité de lumidre réfléchie par les grains d'argent (voir maté-
riel et méthodes). Les contours cellulaires &tant pratiquement impos-
sible a délimiter, c'est le marquage d'une section de cyste entier
qui a &té mesuré. Les valeurs obtenues sont facilement transposables
3 1'échelle cellulaire puisque, les cellules isogéniques é&tant synchro-
nisées, leurs marquages respectifs sont sensiblement identiques. Il
nous a semblé préférable de ne mesurer que la radiocactivité des cel-
lules en phase de synthése des RNA, la prise en compte des cellules
non marquées abaissant de facon non significative 1'expression des
résultats. C'est pourquoi les mesures n'ont &été effectuées que sur
des cystes comptabilisés positivement lors de l1'établissement de 1'in-
dice de marquage.

Les résultats montrent que les spermatogonies en phase
de synthése des RNA lors de la mise en culture (jour 0) présentent
une intensité de marquage beaucoup plus faible que les cellules en
interphase préméiotique (Fig. 11). L'évolution de l'intensité des
synthéses de RNA a pl €tre suivie pendant toute la durée de cette
interphase. On observe que le taux d'incorporation de 1'uridine-3H
augmente dés le début de la phase G; (jour 3), atteint un maximum
au 58me jour de culture, puis décrolt légérement pendant la phase S
(jour 7). L'entrée de la majorité des spermatocytes en prophase méio-
tique (98me jour) s'accompagne d'une diminution brutale de 1'incorpo-
ration (Fig. 11 et Pl. XXXV, fig. d) qui devient presque nulle 3 la
fin de la spermatogenése (Pl. XXXV, fig. e et f).

3 - Localisation ultrastructurale du marquage nucléaire

En permettant une localisation ultrastructurale des
sites d'incorporation du précurseur, l'autoradiographie 3@ haute réso-
lution apporte des précisions sur 1l'origine intranucléaire des RNA
élaborés.

Ainsi, pendant la phase G; de l'interphase préméiotique
(58me jour de culture), on observe que 1l'augmentation de la synthése
des RNA est due surtout 3 une incorporation nucléoclaire trés Elevée.

Les synthéses qui se produisent dans les zones interchromatiniennes
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Figure 11 - Evolution de 1'intensité de marquage aprd@s incorporation

d'uridine-3H.

L'intensité de marquage est donnée en unités arbitraires lues

sous forme d'intensités électriques sur le galvanométre du micro-
photométre Leitz MPV (voir matériel et méthodes). Le marquage a
8té évalué sur des sections de cystes entiers (voir texte) ; les
mesures n'ont donc été éffectuées que jusqu'au stade ol les cystes
ne sont pas dissociés (9éme jour de culture). Chaque valeur est la
moyenne de mesures réalisées sur 15 cystes (ce qui &quivaut 3 plus
de 100 sections de cellules) ; l'&cart-type correspondant est
porté sur le graphique.
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sont beaucoup plus modestes (Pl. XXXVI, fig. a). Au 7&me jour, les
autoradiogrammes révélent, comme 1'&tude morphologique au méme stade
(voir chapitre V), l'existence de deux catégories de cellules germi-
nales, qui correspondent vraisemblablement aux phases S et G, de 1l'in-
terphase préméiotique (voir paragraphe II-1 de ce chapitre). Les pre-
midres (phase S), qui sont les plus fréquemment rencontrées, font en-
core l'objet, comme au 5éme jour, d'un marquage trés &élevé avec une
prépondérance des synthéses nucléolaires (Pl. XXXVI, fig. b). Dans la
seconde population (phase Gj), 1'incorporation de 1'uridine-3H est
nettement plus faible. La diminution du marquage va de pair avec la
régression du nucléole (Pl. XXXVI, fig. ¢).

Dans les spermatocytes en prophase méiotique, on cons-
tate que la radiocactivité diminue de manidre considérable (Pl. XXXVI,
fig. d), comme 1l'indiquait 1'autoradiographie en microscopie photo-
nique. Un marquage non négligeable est néanmoins détectable dans les
noyaux des cellules encore groupées en amas mUriforme, notamment au
stade pachyténe (Pl. XXXVI, fig. d). Dans ce cas, les grains d'ar-
gent sont disséminés‘dans les zones interchromatiniennes, la régres-
sion du nucléole &tant pratiquement achevée i ce stade. Les &tapes
ultérieures de la spermatogenése : dissociation des cystes, divisions
de maturation, spermiogen&se (Pl. XXXVI, fig. e), voient l'incorpora-

tion de l'uridine devenir pratiquement nulle.

III - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE DU DEVENIR DES RNA SYNTHETISES AVANT
LES DIVISIONS DE MATURATION

L'existence de synthéses de RNA trés intenses pendant 1'in-
terphase préméiotique et l'absence quasi compléte de ces synthéses au
cours des stades méiotiques et post-méiotiques nous ont incité & re-
chercher si les RNA é€laboré&s pendant les phases précoces de la sper-
matogenése sont conservés jusqu'aux stades ultérieurs. Des cellules
germinales 3 divers.stades de la spermatogenése ont &té marquées par
1l'uridine-3H dans les mémes conditions que précédemment. Au terme de
la période d'incorporation de 4 heures, les parapodes sont soigneuse-
ment lavés dans l'eau de mer puis mis de nouveau en culture jusqu'au
moment de la fixation qui survient 3 différents stades de la méiose

et de la spermiogenése.
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1 = Devenir des RNA pendant la méiose

A - Cellules fix&es pendant la prophase méiotique

Lorsque le précurseur est incorporé pendant l'interphase
préméiotique, on constate qu'au 98me jour de culture les amas de spermatocy-
tes en prophase sont tr&s marqués (Pl. XXXVII, fig. a et b). La radioactivité
est maximale lorsque l'incorporation a &té réalisée au S5éme jour de culture
(Pl. XXXVII, fig. a). L'autoradiographie 3 haute résolution montre que les
grains d'argent sont disséminés aussi bien dans le noyau que dans le cyto-
plasme (Pl. XXXVIII, fig. a et b).

B - Cellules fixées pendant les divisions de maturation

Les cellules fixées 3 ce stade (1l&me jour de culture)
peuvent étre marquées solt pendant l'interphase préméiotique (3éme-78me jour),
soit pendant la prophase méiotique (98me jour). Les spermatocytes présentent
une radioactivité importante lorsque 1'incorporation de 1'uridine-3H a lieu
pendant l'interphase préméiotique (Pl. XXXVII, fig. c). Par contre, ils ne
sont que faiblement marqués lorsque l'incorporation est effectuée pendant la
prophase (P1. XXXVII, fig. e).

I1 semble par conséquent qu'une certaine quantité de RNA synthé-
tisés pendant l'interphase préméiotique soit conservée pendant la prophase
méiotique et les divisions de maturation. En revanche, seule une petite quan-
tité des RNA élaborés pendant la prophase méiotique paralt &tre comservée pen-
dant les divisions de maturation. La localisation nuclé@aire d'une partie ap~—
préciable des RNA conservés (Pl. XXXVIII, fig. a - ¢) est 3 rapprocher de
l'existence de RNP associ@s aux chromosomes méiotiques (voir chapitre V). Les
observations autoradiographiques plaident en faveur de 1'idée selon laquelle
ces RNP seraient synthétisées pendant l'interphase préméiotique, selon un pro-

cessus analogue i celui de la mitose (MOYNE et GARRIDO, 1976).

2 - Devenir des RNA pendant la spermiogenése

Un marquage significatif est encore décelé au stade spermatide
aprés incorporation du précurseur pendant 1'interphase préméiotique (PL.
XXXVII, fig. d) ou la prophase (Pl. XXXVII, fig. e). La radioactivité est
néanmoins plus faible qu'aux stades qui précddent. Il semble par conséquent
qu'une proportion importante des RNA conservés soit dégradée pendant la mé&ios:«
et au début de la spermiogenése.

L'autoradiographie 3 haute résolution révéle qu'une grande nr.--
tie du marquage est localisé@e au niveau du noyau (Pl. XXXVIII, fig. d). L3

encore, la conservation de RNA synthétisés & des stades antérieurs pourrait
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expliquer l'existence des RNP nucléaires mis en &vidence par la métho-
de de BERNHARD (voir chapitre V), 3 un stade ol l'autoradiographie té-
moigne d'un arrét presque total de la synthé&se des RNA (voir paragra-

phe II de ce chapitre).

3 - Contrdles

Les résultats de telles expériences doivent €tre inter-
prétés avec prudence ; la réutilisation de produits de dégradation des
RNA marqués est une possibilité qui doit €tre envisagée. C'est pourquoi
des digestions enzymatiques ont &té réalisées pour détecter une éven-
tuelle incorporation de la radioactivité dans le DNA. La digestion par
la DNase ne provoque pas une diminution notable du marquage (Pl. XXXVII,
fig. f). Par contre, la RNase, seule ou précédée d'une hydrolyse par
la protéase, entraine la disparition presque compléte des grains d'ar-
gent (Pl. XXXVII, fig. g). L'absence de réutilisation des molécules
tritiées dans les RNA nouvellement synthétisés est plus difficile 3
vérifier. Toutefois l'existence d'un marquage parfois intemse (Pl.
XXXVII, fig. a = c) a des stades ol il a &€té démontré que la synthése
des RNA est trés faible est un argument en faveur de la réalité du
processus de stockage des RNA &laborés pendant les stades précoces de

la spermatogenése.

IV - DISCUSSION

1 - Evolution des synthéses de RNA au cours de la spermatogenése

A - Variations du taux de synthése des RNA

L'étude autoradiographique quantitative des synthéses
de RNA pendant la spermatogenése des Nereidae révéle l'existence de va-
riations considérables en fonction du stade considéré. En particulier,
des différences trés nettes ont &té décelées entre les interphases mi-
totiques de la période de prolifération spermatogoniale et l'interphase
préméiotique. Pendant la phase de multiplication spermatogoniale, le
taux d'incorporation de 1'uridine-3H est faible (8tude de 1'intensité
de marquage), et réduit 3 une période assez bréve de chaque cycle mito-
tique (étude de l'indice de marquage). Par contre, pendant 1'interphase
qui précéde la méiose, les résultats montrent que la synthése des RNA
est trés intense durant plusieurs jours. Pendant l'interphase préméio-
tique, les indices morphologiques (voir chapitre V) d'une augmentation

de la synthése des RNA (développement du nucléole, dispersion accrue de
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la chromatine, augmentation de la quantité& de RNP extranucléaires) concordent
parfaitement avec les données autoradiographiques.

Un tel résultat est en contradiction avec la plupart des
études effectuées chez d'autres espéces. L'autoradiographie révéle en effet
une diminution des synth&ses de RNA pendant 1'interphase préméiotique chez la
Souris (MONESI, 1964), Urechis caupo (DAS, 1968) et le Xénope (KALT, 1979).
Seuls TRES et KIERSZENBAUM (1977) signalent que, dans l'espéce humaine, le
marquage des spermatogonies et notamment de leurs nucl@oles est trés varia-

ble et vraisemblablement 1i& aux phases du cycle mitotique.

B - Synthése des différentes classes de RNA

L'autoradiographie 3 haute résolution permet d'apporter
des précisions sur la nature des RNA marqués puisque la localisation des sites
d'incorporation (nucléolaire ou extranucléolaire) fournit une indication sur
le type de RNA synthétisé. Il semble que chez les Nereidae, 1'élaboration de
certaines classes de RNA soit restreinte 3 des phases déterminées de la sper—
matogendse. Il apparait en effet que, pendant l'interphase préméiotique, sont
synthétisés 3 la fois du RNA nucléolaire (rRNA) et des RNA d'origine extranu~—
cléolaire, vraisemblablement surtout constitués par des hnRNA. En revanche,
seuls des RNA extranucléolaires sont &laborés pendant la prophase méiotique.
Cette absence compléte de synth&ses de rRNA au cours de la prophase s'accom-
pagne d'une régression des nucléoles (voir chapitre V). Elle oppose la sper—
matogenése des Nereidae 3 1'ensemble des données de la littérature. Les nom-—
breux travaux réalisés 3 ce stade chez différentes espéceg indiquent en effet
une augmentation des synth&ses de rRNA pendant la prophase méiotique avec un
maximum au zygoté&ne (KIERSZENBAUM et TRES, 1974 ; GALDIERI et MONESI, 1974 ;
TRES, 1975) ou au pachyténe (PARCHMAN et LIN, 1972 ; STEFANINI et al., 1974 ;
SUDERSTRUM et PARVINEN, 1976a). Par contre, la synthé&se des RNA d'origine ex~
tranucléolaire mise en évidence notamment pendant le stade pachyténe, est un
résultat similaire i ceux qui ont &té obtenus chez les espéces animales et
végétales les plus diverses (HENDERSON, 1964 ; MONESI, 1965 ; DAS, 1965 ;
DAS et al., 1965 ; UTAROJI, 1966 ; BRASIELLO, 1968).

C - Conservation des RNA synthétisés

Chez les Nereidae, les divisions de maturation et la sper—
miogenése sont marquées par un arrét pratiquement total de la synthése des
RNA. Le fait que les spermatides ne synthétisent pas de quantités apprécia~
bles de RNA constitue une caractéristique générale de la spermatogenése. Cer-
tains auteurs affirment que la tfanscription du génome haplolide des spermati-
des est inexistante (DAS, 1968 ; BRASIELLO, 1968 ; GOULD-SOMERO et HOLLAND,
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1974 ; BROCK, 1977). Il semble néanmoins subsister des synthé&ses de

RNA dans les spermatides jeunes chez les Rongeurs (MONESI, 1964, 1965 ;
UTAKOJI, 1966 ; MOORE, 1971 ; KIERSZENBAUM et TRES, 1975 ; SUDERSTRUM
et PARVINEN, 1976 b ; GEREMIA et al., 1978), les Qiseaux (MEZQUITA et
TENG, 1977), les Amphibiens (KRALT, 1979) et les Insectes (HENDERSON,
1964 ; MUCKENTHALER, 1964 ; DAS et al., 1965). Toutefois, il est gé-
néralement admis que la plus grande partie des RNA nécessaires aux
synthéses protéiques de la spermiogenése est €laborée pendant la pro-
phase méiotique (GOULD-SOMERO et HOLLAND, 1974 ; SUDERSTROM et PARVINEN,
1976b ; BETLACH et ERICKSON, 1976 ; GEREMIA et al., 1977). Les expérien-
ces réalisées chez Nereis diversicolor suggdrent que les RNA conservés
jusqu'aux stades post-méiotiques proviennent essentiellement des syn-—
théses effectuées pendant 1'interphase préméiotique. Cette différence
peut s'expliquer par le fait que, chez les Nereidae, la synthése des
RNA devient plus faible pendant la prophase méiotique, 3 l'inverse de

ce qui se produit chez les autres espéces &tudiées.

2 - Synthéses préméiotiques de RNA et contrdle hormonal de

la différenciation méiotique

L'étude de la synthé&se des RNA pendant la spermatogenése
de Nereis diversicolor fait ressortir une différence trés nette entre
les spermatogonies en cours de multiplication et les cellules s'appré-
tant 3 subir la méiose. L'incorporation d'uridine-3H est en effet beau-
coup plus élevée pendant 1'interphase préméiotique que pendant les cy-
cles mitotiques. Or, les travaux consacrés & la différenciation méioti-
que, tant dans le régne animal que végétal (revue dans D'AMATO, 1977 ;
HOLM, 1977) suggérent que se déroulent pendant l'interphase préméioti-
que des processus moléculaires essentiels dans le déterminisme des évé-
nements caractéristiques de la méiose (appariement des chromosomes,
formation des chiasmas, disjunction des chromosomes homologues). Ainsi,
HOTTA et al. (1966) ont montré que, contrairement 3 ce qui se produit
au cours des cycles mitotiques, la totalité du DNA n'est pas répliquée
pendant 1l'interphase qui précéde la méiose. La réplication d'une faible
proportion (0,3 & 0,4 %) du DNA est différée jusqu'au stade zygoténe, en
concordance avec 1'appariement des chromosomes. D'abord établies chez le
Lys (HOTTA et ql., 1966 ; STERN et HOTTA, 1969), ces données ont &té
étendues plus récemment aux Mammiféres (CHANDLEY, 1978). La synthése

des histones est également un &lément de la différenciation de la méiose
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qui intervient dés 1l'interphase préméiotique (SHERIDAN et STERN, 1967). En
effet, alors que la synthése des histones est synchrone de celle du DNA pen-
dant les cycles mitotiques, il n'en est pas de méme dans le cas de la méiose.
Seulement 75 7 des histones sont présentes 3 la fin de la phase S, leur syn-
thése n'est achevée que pendant la prophase méiotique (BOGDANOV et al.,

1968 ; ANTROPOVA et BOGDANOV, 1970 ; BOGDANOV et ANTROPOVA, 1971 ; BOGDANOV
et al., 1973).

En revanche, peu de travaux ont incriminé une augmentation de
la synthése préméiotique des RNA dans le processus de différenciation de la
méiose. Seuls, 3 notre connaissance, ROTH (1973) et AMATO et PAYEN (1978)
signalent respectivement une synthése de RNA anormalement faible chez un mu~
tant améiotique de la Levure de biére et un enrichissement en RNA avant la
méiose au cours de la spermatogenése d'une Ecrevisse. L'hypothése selon la-
quelle, au cours de la spermatogenése des Nereidae, l'augmentarion des syn-
théses de RNA joue un rdle important dans la différenciation méiotique, mérite
donc d'étre examinée. Une telle hypothése est d'autant plus attrayante que le
déroulement de 1'interphase préméiotique semble soumis au contrdle de 1'hormo-
ne cérébrale comme le suggérent plusieurs faits expérimentaux. Tout d'abord,
la suppression de l'action endocrine du cerveau provoque une séquence d'évé~
nements dont le premier est 1'augmentation de la synthése des RNA, laquelle
est suivie de la réplication préméiotique du DNA, puis de la méiose. En outre,
des expériences d'associations de cerveaux i des parapodes préalablement iso—
1és (DURCHON et al., 1965) ont montré qu'il était possible d'arréter la diffe-
renciation des méiocytes i condition de réintroduire le facteur hormonal
avant les synthéses préméiotiques de DNA.

On peut donc se demander : 1) si les différentes étapes de la
différenciation méiotique (réplication préméiotique du DNA, prophase, divi-
sions de maturation) sont obligatoirement tributaires d'une augmentation
préalable de la synthése des RNA ; 2) si la régulation hormonale de la dif-~
férenciation méiotique s'exerce par l'intermédiaire d'um contrdle de la syn—
thése préméiotique des RNA. Pour tenter de répondre 3 ces questions, deux sé-
ries d'expériences ont été entreprises. En premier lieu, 1'évolution de la
synthése des RNA, la réplication du DNA et le déroulement de la méiose ont
&té examinés apréds réintroduction de 1l'action hormonale 3 différents stades
de la spermatogenése (chapitre VII). Dans un deuxiéme temps, nous avons re-
cherché si l'action de substances inhibitrices de la synthése des RNA avait
des effets comparables & ceux de la réintroduction'de l'activité endocrine

cérébrale (chapitre VIII).
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Figure 12 - Réintroduction de 1l'action hormonale. Diagramme du protocole
g g p

expérimental.

Des parapodes sont isol&s. Certains d'entre—eux sont cultivés
en absence de prostomium jusqu'au terme de la spermatogenése.
(a : témoins "parapodes isclés'") . D'autres sont associés 3 un
prostomium provenant d'un individu jeune, soit dés la mise en
culture (b : témoins "prostomium"), soit aprés 1 jour (c), 3
jours (d), 5 jours (e), 7 jours (f), 9 jours (g) ou 11 jours
(h) de culture. Dans chaque série, des explants sont fixés (F)
périodiquement. Dans certains cas, la fixation est précédée
d'une incorporation de thymidine-°H ou d'uridine->H pendant
4 heures ( jwwmmi ),

wee= Cylture en absence de 1'action hormonale.

e—e—um Culture en présence de l'action hormonale.
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CHAPITRE VII

EFFETS DE LA REINTRODUCTION DE L'ACTION HORMONALE

.,
2

Bls
LopnE
1 - PROTOCOLE EXPERIMENTAL -

Des parapodes isolés sont mis en culture et ainsi soustraits &

1'inhibition hormonale du cerveau. Les spermatogonies qu'ils renferment don~
nent des spermatozoides en 12 3 13 jours et constituenit les témoins "parapo~-
des isolés". L'action hormonale est réintroduite en associant un prostomium
prélevé chez un individu jeune & un parapode primitivement isolé. L'associa-
tion peut E@tre effectuée soit dés la mise en culture des parapodes (témoin
"prostomium"), soit apré&s des durées variables de culture, donc 3 différentes
étapes de la spermatogenése (Fig. 12). L'évolution des cellules germinales
est suivie grdce & l'étude de parapodes fixés périodiquement. L'état cellu-
laire est déterminé d'un triple point de vue : taux de réplication, intensité
de la synthése des RNA, morphologie ultrastructurale. Dans les deux premiers
cas, la fixation est précédée d'une incorporation de thymidine-3H ou d'uridine

3u (Fig. 12), dans les conditions indiquées dans le chapitre VI.

II - REINTRODUCTION DE L'ACTION HORMONALE PENDANT L'INTERPHASE PREMEIOTIQUE

Les résultats obtenus sont trés différents selon la période de

l'interphase pendant laquelle 1'association avec un prostomium est effectuée.
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1 - Avant la phase S préméiotique

A - Avant 1l'augmentation de la synthése des RNA

) La réintroduction de l'activité endocrine avant le

3éme jour de culture empéche la production de spermatozoides. Les cel-
lules germinales subissent alors une &volution sensiblement identique

i celle des témoins "prostomium'. Le taux de réplication se maintient
pratiquement 3 une méme valeur jusqu'au lléme jour de culture (Fig. 13 b).
Cette valeur est peu différente de celle des spermatogonies prélevées au
moment de la mise en culture (jour 0). Le taux de réplication diminue for—
tement pour des durées de culture relativement longues (15 & 20 jours),
mais ne subit jamais 1'augmentation caractéristique de la phase S pré-
méiotique observée au 7éme jour chez les témoins 'parapodes isolés”

(fig. 13 a).

La morphologie ultrastructurale des noyaux indique
également que les cellules des parapodes associés 3 un prostomium avant
le 38me jour de culture subissent une é&volution similaire 3 celle des té-
moins "prostomium'. Pendant les 7 ou 8 premiers jours, les noyaux conser-
vent 1'aspect qu'ils présentent lors de la mise en culture (Pl. XXXIX,
fig, a). Puis les cellules subissent des modifications assez diffici-
lement interprétables. Vers le 10éme jour de culture (Pl. XXXIX, fig. b),
la morphologie nucléaire rappelle celle des cellules en interphase pré-
méiotique (noyaux réticulés, de forme sph@rique). Mais cette évolution
conduit 3 une organisation inhabituelle (Pl. XXXIX, fig. c) qui n'est
observée 3 aucun stade de la spermatogenése naturelle. Ainsi, au 20&me
jour de culture, la chromatine présente un aspect intermédiaire entre
1'état condensé et 1'é&tat dispersé, tandis que les espaces interchroma-
tiniens apparaissent relativement denses aux &lectrons. Ces transforma-
tions donnent naissance & des noyaux ol les limites des différents cons-
tituants sont difficiles 3 discernmer (Pl. XXXIX, fig. ¢). Aucun indice

de 1'entrée en méiose n'a 8td décelé dans de telles cellules.

B - Pendant 1'augmentation de la synth&se des RNA

L'association d'un prostomium 3 partir du 38me jour
de culture ne bloque pas l'entrée en interphase préméiotique mais mo-
difie trés nettement la chronologie de la spermatogenése. L'étude du
taux de réplication (Fig. 13 a et ¢) montre que la phase S préméiotique
survient avec un retard d'autant plus important que la réintroduction
de 1l'activité hormonale est plus précoce. Ainsi, pour une réassociation
parapode-prostomium au 3&me jour, le retard est de 4 & 5 jours. Il n'est

plus que de 2 jours pour une réassociation au 58me jour (Fig. 13 c¢).
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Figure 13 - Effer de la réintroduction de 1'action hormonale sur le taux de réplication [Indice de marquage (I.m.) aprés
incorporation de thymidine=3H],
Tous les cystes &tudiés provi t de parapodes isolés 3 partir d'un méme snimal.

:

a - Témoins "parapodes iszolds", &voluant en absence de l'activité hormonale pendant toute la durée de la culture
(voir figure 9).

b - Réintroduction de l'activité emdocrine au ler jour de culture (fléche). Le taux de réplication reste sensi-
blement identique 3 celui des cellules prélevées au moment de la mise en culture (jour 0). Il diminue & par-
tir du 15éme jour mais ne subit jamais 1'augmentation caractéristique de la phase S préméiotique. Les cellu—
les sont encore groupées en cystes au 20éme jour (voir figure 15).

¢ - Réintroduction au 5éme jour (flache). Le maximum atteint par le taux de réplication (phase S préméiotique)
est décalé de 2 jours par rapport au témoin (histogramme a). Les cellules ayant subi ce léger décalage sont
encore en prophase méiotique au 20éme jour (voir figure 15).

d - Réincroduction au 728me jour (fléche). Pas d'effet pur le taux de réplication (comparer avec 1l'histogramme a).
Les cellules de cette série expérimentale sont encore en prophase méiotique au }5éme jour et ne subissent. les:
divisions de maturation qu'au 20éme jour de culture (voir figure I5).
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L'étude de l'intensité de marquage aprés incorpora-
tion d'uridine-3H permet de suivre 1'évolution de la synthése des RNA
dans de telles conditions expérimentales (Fig. 14). On constate que,
pendant les premiers jours qui suivent la réintroduction du facteur
hormonal, il se produit une diminution de l'incorporation de 1'uridine-
38 par rapport aux témoins "parapodes isolés". Par contre, alors que
chez les témoins la synthése des RNA cesse pratiquement aprés le 9éme
jour de culture (lors de la dissociation des cystes), les cellules
remises en présence du facteur hormonal restent groupées en amas muri-
formes et continuent 3 &tre le sidge d'une incorporation d'uridine-3H,
au moins jusqu'au 15&me jour de culture. L'intensité de marquage, quoi-
que faible, est significative (Fig. 14).

L'observation de ces amas au microscope &lectronique
montre que les noyaux conservent une morphologie caractéristique de
1'interphase préméiotique (Pl. XXXIX, fig. d) pendant une durée plus
ou moins longue (Fig. 15). Les indices de l'entrée en prophase méio-
tique sont d'autant plus précoces que l'association parapode—prostomium
est plus tardive (Fig. 15). Cette étude ultrastructurale indique en
outre que, dans tous les cas, la durée de la prophase est nettement su-
périeure 3 celle des témoins "parapodes isolée" (Fig. 15).

En conclusion, il apparalit que la réintroduction de
1'iphibition cérébrale pendant 1'augmentation de la synthése des RNA,
provoque un léger retard de la phase $§ préméiotique, un allongement
de la dur@e de 1l'interphase préméiotique et de la prophase méiotique,

accompagnés d'un étalement des synthéses de RNA.

2 - Pendant la phase S préméiotique

Lorsque les cellules ont atteint la phase S de l'inter-
phase préméiotique, l'association d'un prostomium est encore capable
"de modifier le déroulement de la spermatogenése. Mais cette interven~
tion expérimentale n'alt&re pas 1l'histogramme donnant le taux de ré-
plication en fonction de la durée de culture. Ce dernier est pratique-
ment identique & celui du témoin "parapode isolé" (Fig. 13 a et d).
Par contre, l'examen de la morphologie nucléaire révéle
que les premiers indices de l'entrée en prophase méiotique apparais-—
sent avec environ deux jours de retard par rapport aux témoins (Fig.
15 et P1. XXXIX, fig. e). En d'autres termes, il se produit une légére
augmentation de la durée de l'interphase préméiotique, due vraisem—

blablement & un allongement modéré de la phase Go. De plus, comme
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Figure 14 - Effet de la réintroduction de 1l'action hormonale sur l'intensité

de marquage aprés incorporation d'uridine-3H.
intensité de marquage (I.m.) chez les témoins "parapodes
isolés" soustraits 3@ l'activité@ endocrine pendant toute la durée
de la culture.
intensité de marquage aprés réintroduction de l'action hor-
monale (£l&che), au 3éme jour (a) ou au S5éme jour (b).
Chez les témoins, les mesures ont &té interrompues apré&s le 9éme
jour par suite de la dissociation des cystes (voir légende de la
figure 11). Par contre, la réintroduction de l'action hormonale
retardant la dissociation des cystes (voir figure 15), les mesures
on pu étre poursuivies pour des duré@es de culture plus longues.
Dans ce cas, on constate que l'intensité de marquage est faible
mais significative par rapport au bruit de fond. .
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dans le cas de la réintroduction de 1l'action cérébralé aux 3éme et
58me jours, on constate une augmentation de la durée de la prophase
méiotique (Fig. 15). La dissociation des amas miriformes (fin de pro-
phase) et les divisions de maturation survenant au 20éme jour de
culture, la prophase a donc, dans ce cas, une durée de 9 jours alors
qu'elle ne dépasse pas 2 & 3 jours chez les témoins "parapodes

isolés".

III - REINTRODUCTION DE L'ACTION HORMONALE PENDANT LA MEIOSE
ET LA SPERMIOGENESE

La réintroduction de 1l'inhibition cérébrale aprés le 7éme
jour de culture ne modifie pratiquement pas le cours ultérieur de la
spermatogenése (Fig. 15). Lorsque l'intervention expérimentale sur-
vient au 9&me jour, seules quelques cellules accusent un retard de
2 3 3 jours sur les témoins (Fig. 15). Il s'agit vraisemblablement
de cellules encore en phase S lors de la réassociation parapode-
prostomium, étant donné que les synthéses de DNA s'étendent du 5éme
au 98me jour (Fig. 9 et 13 a).

On peut dire que l'action hormonale n'a plus aucun effet
lorsqu'elle est réintroduite pendant la prophase méiotique (9éme
jour) et a fortiori pendant les divisions de maturation ou la sper—
miogendse (lléme jour). L'évolution est identique 3 celle des cel-
lules soustraites 3 1'inhibition cérébrale pendant toute la durée
de la culture (témoin "parapode isol&"). Ces résultats sont confor—

mes aux observations de DURCHON et al. (1965).

IV - DISCUSSION

1 -~ Réversibilité de la suppression expérimentale de

1'action hormonale

DURCHON et al. (1965) avaient démontré précédemment
que les effets de la levée expérimentale de 1l'inhibition cérébrale
sont réversibles lorsque l'association parapode—prostomium inter=
vient avant la phase S préméiotique. Nos résultats permettent de
préciser qu'il est possible d'empé@cher la différenciation méiotique
et de maintenir les cellules germinales en phase de multiplication
spermatogoniale 3@ condition de réintroduire l'action hormonale avant
1'augmentation des synthéses préméiotiques de RNA. Le moment & partir

duquel la détermination méiotique ("commitment to meiosis') devient
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Témoin "parapode isolé"
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Figure 15 - Effet de la réintroduction de l'action hormonale sur la chronologie
de la spermatogenése. Voir légende de la Figure 12.
Signification des figurés :

e@ Spermatogonies Interphase Prc.;ph.?se
OQ au stade de la YA méiotique
D) prolifération e

@ préméiotique

8§ Divisions Ele paturation @\\ Spermatozoides

® Spermiogenése

L'&volution ultrastructurale des cellules provenant de parapodes associés 3 un
prostomium avant le 3&me.jour de culture (c) est identique 3 celle des cellules
maintenues -en présence de l'activité endocrine cérébrale dés le début de la
culture (b). La réintroduction de l'action hormonale pendant l'interphase pré-
méiotique provoque une augmentation de la durée de cette derniére et de la pro-
phase méiotique (d, e, f). La réintroduction pendant la prophase (g) n'a que
peu d'effet (voir texte). Enfin, le déroulement de la spermatogenése est identi-~
que 3 celui des t&moins "parapodes isolés" (a) lorsque la réintroduction.est fai-
te pendant les divisions de maturation (h). R

B I
R AR
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irréversible se situe donc au début de la phase G| de 1l'interphase
préméiotique. Cette période critique est beaucoup plus tardive dans
des types cellulaires chez lesquels le passage du comportement mito-
tique au comportement méiotique est contrdlé par des facteurs externes
(température, lumiére, milieu de culture, etc...). Il est en effet en-
core possible de faire réintégrer le cycle mitotique jusqu'd la fin
de la phase S préméiotique chez des organismes unicellulaires (SIMCHEN
et al., 1972 ; FUJISHIMA et HIWATASHI, 1978), pendant la phase Gy dans
les microsporocytes du Lis (STERN et HOTTA, 1968 ; PARCHMAN et ROTH,
1971 ; NINNEMAN et EPEL, 1973) ou méme pendant le stade préleptoténe
lorsqu'il existe (BENNETT et STERN, 1975 ; MAULEON, 1975 ; LUCIANI
et al., 1977).

Dés que l'augmentation de la synthése des RNA est
déclenchée, 1l'action hormonale est incapable de provoquer un retour
4 la phase de multiplication spermatogoniale. De plus, la réintro-
duction de 1l'activité cérébrale est également inapte Z bloquer to-
talement le processus qui conduit 3 la méiose. Elle n'induit qu'un
retard dans le déroulement des différentes étapes de la différencia-
tion méiotique. Au niveau du métabolisme des RNA, on constate de méme
que la synthése n'est pas totalement inhibée mais seulement ralentie.
Elle se poursuit, bien qu'd un taux trés faible, pendant une durée
plus longue que chez les témoins (Fig. 14). Tout se passe comme si
l'entrée en prophase méiotique ne pouvait avoir lieu qu'aprés 1'ac-
cumulation d'une certaine quantité de RNA. La réversibilité de la
levée de l'inhibition cérébrale apparait donc étroitement liée 3 la
possibilité d'empécher cette accumulation. Réintroduite avant 1'aug—-
mentation de la synth8se des RNA, 1'hormone serait capable de 1'inhi-
ber et par conséquent de maintenir les spermatogonies en phase de
prolifération. Lorsque la synthése préméiotique des RNA est enclenchée,
le facteur hormonal ne pourrait que ralentir 1l'accumulation des RNA

et retarder, de ce fait, le processus de différenciation méiotique.

2 - Contrdle hormonal des différentes &tapes de la

différenciation méiotique

3 Dans les expériences de réintroduction de 1'action hor-
monale aprés le 3éme jour de culture, l'analyse des causes du retard
dans le déroulement de la méiose apporte des éléments importants

concernant le mécanisme du contrSle hormonal de la différenciation
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méiotique. Lorsque l'hormone est réintroduite avant la phase S, on constate
que les divisions méiotiques sont différées d'un laps de temps qui englobe
non seulement un retard de l'entrée en phase S, mais &également une augmen-
tation de la durée de la phase Gy et de la prophase méiotique. Lorsque 1l'as-
sociation d'un prostomium est effectuée pendant la phase S, cette interven-
tion n'a aucune conséquence sur la réplication du DNA mais a encore un effet
important sur la durée de la prophase méiotique. Ces résultats font apparai-
tre que la régulation hormonale du déroulement de la prophase est relative-
ment indépendante de son effet sur la réplication préméiotique du DNA. Il
-est possible que le retard induit dans l'entrée en phase S préméiotique

soit la conséquence d'un ralentissement des synthéses de RNA, grace 3 un mé-
canisme de régulation analogue 3 celui du cycle mitotique. Dans ce cas, il a
8té en effet démontré que l'entrée en phase S ne peut se faire qu'aprés une
accumulation suffisante de RNA (revue dans PRESCOTT, 1976), et notamment de
TRNA (BATFIELD et al., 1973 ; EPIFANOVA et al., 1975 ; DARZYNKIEWICZ et al.,
1979). L'allongement de la phase Gy préméiotique peut également s'expliquer
par analogié avec les connaissances acquises sur le cycle mitotique. On sait
en effet qu'une transcription de RNA est nécessaire pendant la phase G, (re-
vue dans TOBEY et al., 1971), ces RNA étant vraisemblablement indispensables
3 la synthése des protéines du fuseau de division et 3 la condensation des
chromosomes (PRESCOTT, 1976). Il est plausible qu'il en soit de méme dans le
cas de la méiose chez les Nereidae, et que le retard de l'entrée en prophase
méiotique soit une conséquence de la diminutio; des synthéses de RNA provo-
quée par l'action hormonale.

En revanche, peu de données bibliographiques, 3 notre conmais-
sance, permettent d'expliquer l'allongement de la durée de la prophase méio~-
‘tique par un ralentissement de l'accumulation des RNA pendant 1l'interphase.

_ Cette conséquence de la réintroduction de 1l'action hormonale apparalit pour—
tant comme une des plus spécifiques dans le processus de régulation de la
différenciation méiotique chez les Nereidae. Il importe donc de vérifier si
ce résultat de 1'action endocrine cérébrale est bien en relation avec une
diminution des synthéses préméiotiques de RNA. C'est dans ce but que les ef-

fets d'inhibiteurs de la synthése des RNA ont &té étudiés (chapitre VIII).
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Figure 16 = Action des inhibiteurs de la synthése des RNA. Diagramme du
protocole expérimental.
Des parapodes sont isolés et mis en culture sur milieu normal
jusqu'au terme de la spermatogenése. Ces parapodes renferment
‘- des cellules qui ne sont traité@es par les inhibiteurs & aucun
moment de leur évolution et constituent les témoins de 1'expé-
rience (a). D'autres parapodes sont cultivés sur un milieu
contenant un des trois inhibiteurs utilisés, soit dés la mise
en culture (b), soit aprés des durées variables de culture sur
milieu normal (¢, d, e, £, g). Dans chaque série, des explants
sont fixés (F) périodiquement. Dans le cas ol 1'inhibiteur est
introduit au 3éme jour de culture, les fixations effectuées aux
Séme et 78me jours sont précédées d'une incorporation d'uridine-
3H pendant 4 heures ( =i ).

cvm——— Culture sur milieu normal.

esewmmmmce=  Culture en présence d'un des trois inhibiteurs.
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CHAPITRE VIII

EFFETS D’ INHIBITEURS DE LA SYNTHESE DES RNA

I - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les inhibiteurs (Actinomycine D, a-Amanitine, Cordycepine) ont &té
utilisés dans les conditions indiquées dans le chapitre "matériel et méthodes”
Les parapodes isolés sont mis en présence de l'une des trois substances, soit
dés la mise en culture (jour 0), soit aprds des temps variés d'évolution (jour
1, 5, 7, etc...), c'est-3~dire 3 différents stades de la spermatogenése (Fig.
16) . Les parapodes sont cultivés sur le milieu contemant 1'inhibiteur jusqu'au
moment de la fixation. Celle=ci est effectuée 3 intervalles réguliers pour
examen de l'&tat des cellules germinales : &tude ultrastructurale, &tude au-
toradiographique des synthéses de RNA (Fig. 16). Dans ce dernier cas, la fi-
xation est précédde d'une incorporation d'uridine—3H dans les mémes conditions

que précédemment (voir chapitres VI et VII).

II ~ TAUX D'INHIBITION DES SYNTHESES DE RNA

Avant d'examiner l'effet de l'inhibition de la synthése des RNA sur
1'évolution des cellules germinales miles, il est impératif d'é&valuer l'impor-
tance de la diminution de ces synthé&ses aprés action de chacune des substances
inhibitrices. Dans ce but, des parapodes isolés sont cultivés sur le milicu
contenant l'un des inhibiteurs, i partir du 3@me jour, c'est-d-dire dés le dé-

but de 1'augmentation de la synth&se des RNA. L'importance de l'incorporaf ivu
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de 1'uridine-3H est ensuite &valude au 5&me et au 7éme jour de cultu-
re, autrement dit aprds 2 et 4 jours de traitement par l'inhibiteur.
La figure 17 montre que 1l'intensité de marquage des amas

miriformes soumis & 1l'action des inhibiteurs est nettement inférieure

d celle des cellules non traitées. La diminution est sensiblement du

méme ordre de grandeur pour les trois substances utilisées. L'impor-

tance exacte de cette diminution est difficile & &valuer. Deux proces—

sus sont en effet 3 considérer :

1) 1'intensité de la synthése des RNA évolue en fonction des stades
de la spermatogenése (voir chapitre VI) H

2) la vitesse d'évolution est différente chez les cellules traitées
et non traitées puisque les inhibiteurs ralentissent le déroule-
ment de la spermatogenése (voir paragraphe IV de ce chapitre). Le
choix des valeurs & comparer est donc délicat (Fig. 17). Quoiqu'il
en soit, il ressort de cette &tude que les trois substances pro-
voquent une inhibition trés conséquente de la synthé&se des RNA

dans les cellules germinales m3les des Neretdae.

IIT - EFFETS DES INHIBITEURS SUR LA MORPHOLOGIE ULTRASTRUCTURALE
DU NOYAU .

Compafée d celle des témoins, la morphologie nucléaire des
cellules traitées subit des modification de deux ordres. Les unes
résultent du retard provoqué dans le déroulement de la spermatogené—
se et seront examinées dans le paragraphe suivant. Les autres sont
directement liées 3 l'inhibition de la synthése des RNA et sont
plus ou moins caractéristiques de 1l'inhibiteur employé. Les obser—-
vations ont &té réalisées sur des cellules en interphase préméio-
tique traitées dés le début de 1'augmentation de la synthése des

RNA (3éme jour de culture) et prélevées tous les deux jours (Fig. 16).

1 = Actinomycine D

L'étude ultrastructurale de cellules exposées pendant
deux jours & l'actinomycine D permet d'observer les effets spécifi-
ques de cette substance sur la morphologie des constituants du noyau.
Aucune modification n'est décelable au niveau de la chromatine et des
espaces interchromatiniens. Par contre, le nucléole subit le proces-
sus bien connu de la ségrégation nucléolaire (SCHOEFL, 1964). L'al-
‘tération de la morphologie du nucl&ole débute par une régression du

nucleonema, les parties granulaires de ce dernier ayant tendance 3
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Figure 17 — Effet des inhibiteurs de la
synthése des RNA sur l'inten—
sité de marquage aprés incor—
poration d'uridine-3H.
Les inhibiteurs ont &té introduits dans le
milieu de culture au 3éme jour. inten-

sité de marquage des cellules non traitées.
intensité de marquage des cellules
traitées par 1'un des trois inhibiteurs :
actinomycine D (a), c—amanitine (b), cor—
dycepine (c).

La diminution de 1'intensité de marquage
est trés importante mais il est difficile
d'en évaluer 1'importance avec exactitude
(voir texte). Ainsi, aprés 2 jours de
traitement, la diminution est d'environ

80 T par rapport sux cellules non traitées
cultivées pendant la méwe durée (5 jours).
Par contre, elle n'est que de 60 2 si la
comparaison est effectuée par rapport aux
cellules non traitées, cultivées pendant
seulement 3 jours, dont le stade est vwrai-
semblablement plus proche des cellules
traitées, &tant domné le retard provoqué
par l'inhibiteur (voir figures 18, 19 et
20). De méme, la légére augmentation de
1'intensité de marquage, constatée aprés

4 jours de traitement (jour 7), peut s'ex—
pliquer non par un affaiblissement de 1'im
hibition mais par le fait que le stade té—
moin correspondant soit non le jour 7 mais
le jour 5, stade pendant lequel la synthése
des RNA est trés élevée.

o/
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se désagréger dans le nucléoplasme (Pl. XL, fig. a). Le nucléole de-
vient essentiellement de nature fibrillaire et la ségrégation s'effec~-
tue entre un "corps central' relativement peu opaque aux &lectrons et
des "coiffes" denses (Pl. XL, fig. b = d). Cette évolution est donc
comparable 3 celle qui a &té décrite dans de nombreux types cellulai=-
res {(revue dans SIMARD, 1970 ; BUSCH et SMETANA, 1970).

2 - c—Amanitine

L'a-amanitine ne provoque pas de modifications trés
spectaculaires au niveau de 1'organisation ultrastructurale du noyau.
Nous n'avons observé aucun des effets signalés par de nombreux auteurs,
notamment la dispersion et la ségrégation du nucléole (MARINOZZI et
FIUME, 1971 ; PETROV et SEKERIS, 197! ; KEDINGER et SIMARD, 1974 ;
DERENZINI et MOYNE, 1978).

Seuls apparaissent, élcaté d'une majorité de cystes qui
semblent intacts (Pl. XLIII, fig. a), une faible proportion de cellules
dont les noyaux sont en pycnose. Ce processus commence (28me jour -de
traitement) par une condensation de la chromatine (Pl. XL, fig. e)
suivie de la migration de cette derniére & un pdle du noyau (Pl. XL,
fig. £f). Le nucléole est réduit 3 une sphére de nature fibrillaire
(P1. XL, fig. g). Aprés 4 jours d'exposition & l'o—amanitine, la
chromatine atteint un &tat de condensation maximale par suite de la
réduction presque totale des espaces interchromatiniems (Pl. XL,
fig. h).

Cette dénaturation du noyau est accompagnée de la dis-
sociation des amas miiriformes et de la régression des divers organi-
tes cytoplasmiques. Seuls subsistent les ribosomes (Pl. XL, fig. h).
Ce processus aboutit 3 une phagocytose par les é€léocytes présents

dans le liquide coelomique.

3 - Cordzcegine

' Des trois inhibiteurs utilisés, la cordycepine est ce=
lui qui provoque les altérations nucléaires les plus profondes, dans
la totalité des cellules traitées.

Dés le 28me jour d'exposition & cette substance, la plu-
part des amas miiriformes renferment des noyaux dont le nucléoplasme
est anormalement transparent aux électrons (Pl. XLI, fig. a). Cette
morphologie nucléaire semble due & la régression du matériel inter—

chromatinien, selon le processus signalé par PUVION et al. (1976),
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mais pour des temps d'exposition 3 1'inhibiteur beaucoup plus courts. Ce phé-
nomdne s'amplifie au fur et 3 mesure de la poursuite du traitement (Pl. XLI,
fig. b et ¢). Au 68me jour, les noyaux de toutes les cellules sont constitués
de mottes de chromatine dispers@es dans un nucléoplasme qui apparalt optique-
ment vide (Pl. XLI, fig. ¢).

I1 se produit également une &volution nucléolaire tout 3 fait
caractéristique. Au 28me jour de traitement, presque tous les nucléoles ob-
servés présentent une forme annulaire (Pl1. XLI, fig. a). L'anneau nucléolaire
est formé de plages fibrillaires denses et d'un mat&riel de nature fibrillo-
granulaire, moins opaque aux &lectrons (Pl. XLI, fig. d). La zone centrale
délimitée par l'anneau est peu différente du nucléoplasme, contrairement au
cas des nucléoles vacuolisés des ovocytes (voir chapitre III). Certaines cel-
lules possé&dent des nucléoles ségrégés (Pl. XLI, fig. e et f£) pratiquement
identiques 3 ceux qui résultent de l'action de 1l'actinomycine D. Le nombre
de ségrégations nucléolaires augmentant sensiblement avec la durée du trai-
tement par la cordycepine, il est vraisemblable que cette modification de la
morphologie nucléolaire constitue un stade postérieur 3 celui du nucléole an-
nulaire. Cette &volution est comparable 3 celle qui a &té observée dans les
cellules végétales (STOCKERT, et al., 1970 ; GIMENEZ-MARTIN et al., 1973).

Parallélement & ces transformations de la structure du noyau,
le cytoplasme subit de profondes altérations. Il perd progressivement la plus
grande partie de ses organites (Pl. XLI, fig. b et c) et semble se vider, no-

tamment, de tous ses ribosomes (Pl1. XLI, fig. c).

IV - EFFETS DES INHIBITEURS SUR LA CHRONOLOGIE DE LA SPERMATOGENESE

Le déroulement de la spermatogenése est perturbé par 1l'action des

inhibiteurs de la synthé&se des RNA, de manidre plus ou moins importante selon
la substance utilisée et selon le stade 3 partir duquel intervient 1'inhibi-
tion. Les résultats obtenus ont &té& regroupés dans les figures 18, 19 et 20.
On voit que les trois substances employées ne provoquent de modifications que
lorsqu'elles interviennent avant le 118me jour, c'est—3-dire avant les divi-

sions de maturationm.

1 - Actinomycine D

L'actingmycine D détermine de profondes perturbations dans le
déroulement de la spermatogenése. Toutefois, elle ne bloque pas définitive—
ment ce processus, méme lorsqu'elle est utilisée d&s la mise en culture des
parapodes (jour 0). Dans ces conditions, elle cause un allongement considé-

rable de la durée de l'interphase préméiotique mais n'empé@che pas les sper—
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matogonies d'évoluer et d'entrer en prophase méiotique (Fig. 18 et
P1. XLII, fig. a 2t b).

L'addition d'actinomycine D pendant 1'interphase pré-
méiotique (jours 3, 5 et 7) détermine un retard de l'apparition des
spermatozoides, retard d'autant plus important que l'introduction de
1'inhibiteur dans le milieu de culture est précoce (Fig. 18). Dans
tous les cas, il apparalt que ce délai est essentiellement 4 3 un
étalement de la prophase méiotique (Fig. 18 et Pl. XLII, fig. ¢ et
d).

Dés l'entrée des cellules en prophase (jour 9), 1l'ac~
tinomycine D n'a plus aucun effet sur le déroulement chronologique
de la spermatogenése. La production des spermatozoides ne subit aucun

retard par rapport aux témoins (Fig. 18).

2 - a~Amanitine

Lorsqu'elle est employée pendant l'interphase préméio-
tique, l'ac—amanitine cause un allongement trés net de la durée de la
prophase méiotique (Fig. 19 et Pl. XLIII, fig. a et b). Néanmoinms,
les retards dus & cet inhibiteur sont plus faibles que ceux provo-
qués par 1l'actinomycine D.

En revanche, l'introduction d'o—amanitine pendant la
prophase méiotique (jour 9) produit encore, et contrairement 3 1'ac-
tinomycine D, un léger retard (2 jours) de l'apparition des sperma-

tozoides (Fig. 19,et Pl. XLIII, fig. c).

3 - Cordycepine
Les effets de la cordycepine sont difficilement inter—

prétables par suite des altérations cellulaires considérables qu'elle
provoque. Il est en effet parfois difficile de différencier les cel-
lules en interphase préméiotique et les spermatocytes en prophase.
Néanmoins, la persistance de cellules groupé@es en cystes aprés des
durées de culture supérieure & 1] jours (Fig. 20) montre que cette
substance est responsable de retards importants dans le déroulement
de la spermatogenése.

A Par ailleurs, les graves perturbations de la structure
nucléaire n'empéche pas une certaine évolution des cellules germina-
. les puisque des figures de prophase ont été observées (Pl. XLIII,

fig. d). Toutefois, contrairement aux cas des deux autres inhibiteurs,
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Témoin (non traité)

o
-0

20

]
Durée de culture

Figure 18 — Effet de l'actinomycine D sur le déroulement chronologique de la
spermatogenése.

Culture sur milieu normal. .

Culture en présence d'actinomycine D.

Pour la signification des figurés, voir la légende de la figure 15.
Ajoutée au milieu dés la mise en culture (b) ou pendant l'interpha-
se préméiotique (¢, d, e), l'actinomycine D provoque une augmenta-
tion de la durée de 1l'interphase préméiotique et de la prophase
méiotique. L'addition au milieu de culture aprés 1l'entrée en prophase

(f, g) ne modifie pas la chronologie de la spermatogenése par rapport
3d celle des témoins (a).
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Témoin (non traité)

(e
B

2

Durée de culture
(jours)

S0P

Figure 19 - Effet de l'e—amanitine sur le déroulement chronologique de
la spermatogenése.

Culture sur milieu normal.

mmssmesmes Culture en présence d'a~amanitine.
Pour la signification des figurés, voir la légende de la
figure 15.
Ajoutée dés la mise en culture (b) ou pendant 1l'interphase
préméiotique (c; d, e), l'a—amanitine provoque un retard dd
essentiellement 3 1'augmentation de la durée de la prophase
méiotique. Ce retard est en général moins important que pour

QZT. les 2 autres inhibiteurs (voir figures 18 et 20). Ajoutée au
ﬂg%) milieu de culture pendant la prophase (f), elle détermine un
v léger retard de la spermatogenése, contrairement 3 1'actino?

mycine D (voir figure 18). Lorsque les divisions de matura+
tion sont en cours (g), l'addition d'a—amanitine ne provoque
pas de retard par rapport au témoin (a).
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Témoin (non traité)
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Figure 20 ~ Effet de la cordycepine sur le déroulement chromologique de la

spermatogenése.
Culture sur milien normal.
memwmemm=e (Culture en présence de cordycepine.

Pour la signification des figurés, voir la légende de la figure 15

Aprés l1'addition de cordycépine d&s la mise en culture (b) ou pen-

dans 1l'interphase préméiotique (c, d, e), des cellules groupées-er

amas sont encore observées au 20éme jour de culture. Etant domnée
1'altération considérable de 1l'ultrastructure cellulaire, il est

difficile de déterminer quel stade précis (interphase préméiotique

ou prophase méiotique) ont atteint ces cellules. Ajouté pendant
la prophase méiotique (f), 1'inhibiteur provoque un léger retard
de la spermatogenése. Il n'a plus d'effet 3 partir des divisioms

de maturation (g).
I/” g
£ R
"-\. LILE
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seuls des axes chromosomiques caractéristiques du stade leptotéme sont
présents (Pl. XLIII, fig. d), & 1'exclusion de complexes synaptonéma-
tigues. Il semble par comséquent que l'appariement des chromosomes ne
s'effectue pas aprés action de la cordycepine. Les complexes synaptoné-
matiques ne sont observés que lorsque l'inhibiteur intervient plus tar—

divement (9&me jour de culture),apréds de début de la prophase méiotique.

V - DISCUSSION

] - Effets des inhibiteurs de la synthése des RNA

L'étude de l'action des inhibiteurs de la synthése des
RNA au cours de la spermatogendse n'a fait l'objet que de travaux ponc-
tuels (MEYER, 1969 ; BARCELLONA et BRINKLEY, 1973 ; GOULD-SOMERO et
HOLLAND, 1974) qui contrastent avec la quantité impressionnante de don~
nées relatives aux cellules somatiques. Chez les Nereidae, l'effet de
ces substances 3 différents stades de la spermatogenése corrobore les
conclusions tirées de l1'Btude autoradiographique de la synthése des
RNA (voir chapitre VI). Comme chez la Drosophile (GOULD-SOMERO et
HOLLAND, 1974), l'utilisation des inhibiteurs aprés la prophase méio-
tique n'a aucune conséquence sur le déroulement de la spermatogenése,
ce qui confirme que la plupart des RNA nécessaires 3 la spermiogenése
sont synthétisés avant la méiose. |

Le; résultats de 1'autoradiographie 3 haute ré&solution
(voir chapitre VI) suggérent que les différentes classes de RNA ne
sont pas synthétisées de maniére équivalente & tous les stades de la
spermatogendse. En particulier, la synthése des rRNA d'origine nucléo-
laire parait restreinte 3 1'interphase préméiotique tandis que les RNA
extranucléolaires sont €laborés 2 la fois pendant l'interphase et au
début de la prophase méiotique. Les trois inhibiteurs utilisé@s ayant
des effets spécifiques sur les différentes catégories de RNA, nous
pouvions nous attendre & obtenir des résultats variables selon la
substance employée.

Il est connu que l'actinomycine D 3 faible dose inhibe
préférentiellement la synthése des rRNA (PERRY, 1963). Il semble que
ce soit le cas dans les conditions ol nous avons utilisé cette substan-
ce chez les Nereidae. elle produit une fiorte innibition de la synthése
des RNA pendant 1l'interphase préméiotique (Fig. 17 a), stade pendant
lequel les synthéses nucléolaires sont prépondérantes. De plus, 1l'ac—

tinomycine ne provoque de retard dans la chronologie de la spermatoge-
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nése que lorsqu'elle est employée & ce stade (Fig. 18). Elle n'a plus aucun
effet pendant la prophase méiotique (Fig. 18), lorsque cesse la synthése
des RNA d'origine nucléolaire. '

L'a—amanitine est considérée comme un inhibiteur spécifique
de la RNA polymérase II, donc de la synthése des RNA de type messager
(LINDELL et al., 1970). Or, pendant 1l'interphase préméiotique, 1l'o—amanitine
semble inhiber la synthése de toutes les catégories de RNA (Fig. 17 b).
Cet effet non spécifique a &té signalé dans de nombreux cas (TATA et al.,
1972 ; SEKERIS et SCHMID, 1972 ; LEVEY et BRINSTER, 1978 ; VOETS et al.,
1979). Il est probablement 1ié aux doses &levées (100 pg/ml) que nous avons
8té contraint d'utiliser pour obtenir des résultats reproductibles et serait
di & 1'inhibition de la synthése des mRNA nécessaires 3 la transcription et &
la maturation du rRNA (JACOB et al., 1970 ; SCHMID et SEKERIS, 1973 ; VOQETS
et al., 1979). En revaﬁche, on constate que, lorsque l'oa—amanitine est intro-
duite pendant la prophase méiotique, elle provoque, contrairement & l'actino-
mycine, un retard dans le déroulement de la spermatogenése (Fig. 19). Cet
effet est vraisemblablement en rapport avec son action spécifique sur la
synthése des RNA extranucléolaires, qui sont les seuls 3 etre &laborés i
ce stade.

La cordycepine agit au niveau de 1'adenylation des hnRNA
(DARNELL et al., 1971) mais peut avoir, en fonction de la dose utilisée, une
action inhibitrice sur la production de tous les types de RNA (SIEV et al.,
1969 ; PENMAN et al., 1970). Les cellules germinales de N. diversicolor ont
di étre soumises, comme pour l'a-Amanitine , 3 des concentrations en cordi-
cepine relativement &levées qui semblent entrainer une diminution de la syn~

thése des différentes classes de RNA (Fig. 17¢).

2 - Convergence entre les effets de l'inhibition des synthéses

de RNA et ceux de l'action endocrine cérébrale

L'addition d'inhibiteurs de la synthése des RNA 3 des cultures
de parapodes privés d'hormone cérébrale permet, dans certaines conditions, de
mimer les effets de l'association d'un prostomium. La convergence des résul-
tats obtenus dans les deux cas est particulidrement manifeste lorsqu'on
intervient pendant les synthéses préméiotiques de RNA. A ce stade, l'emploi
des inhibiteurs a des effets tout 3@ fait identiques 3 ceux de la réintroduc—
tion de 1'hormone sur le délai d'entrée en méiose et sur la durée de la pro=-
phase méiotique. Cette similitude est d'autant plus significative que les
mesures de 1'incorporation d'uridine-3H font apparaitre que, dans les condi-
tions ol ils ont &té& utilisés, les inhibiteurs ne provoquent pas un arrét

total de la synthése des RNA mais une diminution comparable & celle qui est
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produit par la réintroduction de 1'activité hormonale. L'ensemble de
ces résultats apporte donc des arguments en faveur de 1'hypothése
émise précédemment, selon laquelle 1) la différenciation méiotique
nécessite 1'accumulation d'une certaine quantité de RNA pendant 1l'in-
terphase préméiotique 2) l'hormone cérébrale contrdle les différen—
tes étapes de la différenciations méiotique, et notamment le déroule-
ment de la prophase méiotique, par l'intermédiaire d'une régulation
des synthéses préméiotiques de RNA.

En revanche, les inhibiteurs sont incapables de repro-
duire les effets de 1'association d'un prostomium avant le 3éme jour
de culture, c'est-3-dire avant l'augmentation de la synthése des RNA.
En effet, méme lorsqu'ils agissent dés la mise en culture, ils provo-
quent un retard de la méiose mais n'empéchent jamais définitivement
la différenciation méiotique. Le contrSle hormonal de la différen-
ciation méiotique ne peut donc se ré&duire 3 une simple régulation
quantitative des synthéses préméiotiques de RNA. Il semble au con-
traire que 1'hormone ait une action trés spécifique en contrdlant
1'expression de génes impliqués dans le passage du stade de la multi-
plication spermatogoniale au stade de la différenciation méiotique.
Par analogie avec le contrdle génétique de la méiose chez des orga-
nismes unicellulaires tels que les levures (HIRSCHBERG et SIMCHEN,
1977 ; SHILO et al., 1978), on peut en effet suggérer que le choix
entre le comportement mitotique et le comportement méiotique s'ef-
fectue parallélement i la mise en route du programme génétique qui
conduit 3 la division (SHILO et al., 1978). Dans le cas de la sper-
matogendse des Nereidae, les génes intervenant dans ce choix seraient
sous le contrdle de 1'hormone cérébrale.

En outre, il est int&ressant de rapprocher nos observa-
tions des connaissances actuelles concernant l'existence, au cours du
cycle cellulaire, de périodes critiques pendant lesquelles s'effectue
la régulation de la prolifération. Certains auteurs divisent la phase
Gy en 2 secteurs : GjA et G)B (SMITH et MARTIN, 1973), ou la séparent
par un "point de restriction" ("R point" de PARDEE, 1974) ou "de dé-
part" ("Start" de HARTWELL, 1974). C'est pendant ces phases critiques :
GjA, "R point", "Start", que les cellules sont sensibles aux facteurs,
tels que les hormones (JIMENEZ DE ASUA, 1977), qui contrSle la prolifé-
ration. Ces périodes sont également essentielles dans le processus de

différenciation méiotique. Ainsi, chez les levures, le déclenchement
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Figure 2] - Représentation schématique de 1'hypothése concernant le contrdle hormonal de la spermatogenése chez les Nereidae.

a - Présence d'une activité endocrine cérébrale &levée. Les spermatogonies sont maint en ph de prolifé-

ration. Elles traversent les cycles mitotiques successifs tant que le taux hormonal est suffisamment important

b - Suppression de 1'activité endocrine, soit naturellement chez les animsux 3gés, soit expérimentalement. Les
cellules en phase Gy A "quittent" le cycle mitotique, se différemcient et entremt en méiose, Lorsque la sup—
pression de 1'activité endocrine est provoquée par la mise en culture de parapodes isolés, la chronologie de
la différenciation méiotique est la suivante : augmentetion de la synthése des RNA 3 partir du 3éme jour de
culture, phase S préméiotique (6&me~73me jour) méiose 2 partir du 82me jour (début de la prophase).

Les cellules peuvent, sous 1'effet de la réintroduction de 1'activité cérébrale, "r&€intégrer” le cycle mito~
tique 3 condition de n'avoir pas atteint un point critique qui se situe au début de 1'augmentation de la sya-
thése des RNA préméiotique (Jime jour de culture). Ce point critique est vraisemblablement peu différent de
la limite entre les secteurs G; A et G; B (index).
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de la méiose est étroitement 1ié au "start" (HIRSCHBERG et SIMCHEN,
1977 ; SHILO et al., 1978). Chez Tetrahymena, c'est pendant la phase
GjA que les cellules sont déterminées soit & se diviser par mitose,
soit 3 entrer en conjugaison et 3 subir la méiose (WOLFE, 1976). Or
nous avons montré l'existence, au cours de la spermatogenése des Ne~
reidae, d'un point critique avant lequel la suppression de 1l'action
hormonale est réversible (voir chapitre VII). Il est donc possible
que le cycle spermatogonial présente, en Gj, une période pendant la-
quelle s'effectuerait, sous le contrdle de 1'hormone cérébrale, le

choix entre mitose spermatogoniale et différenciation méiotique.

En conclusion, 1l'ensemble des données bibliographiques et
de nos propres résultats permet de proposer un mécanisme du contrdle
hormonal de la spermatogenése chez les Nereidae (Fig. 21). L'hormone
cérébrale contrdlerait ce processus 3 un stade pfécis : le passage
de la phase de prolifération spermatogoniale 3 la phase de différen-
ciation méiotique. Le cycle spermatogonial présenterait en Gy une
période critique (secteur G;A par exemple). Si l'action hormonale
s'exerce pendant cette période (Fig. 21 a), le cycle mitotique se
poursuit et les spermatogonies subissent une mitose supplémentaire.
Si l'activité endocrine est absente (Fig. 21 b), des génes spécifi-
ques que l'on pourrait qualifier "d'initiateurs de la méiose" se
trouveraient, déréprimés et stimuleraient la mise en route d'un pro-
gramme de différenciation comprenant successivement une augmentation
de la synthése des RNA, la réplication du DNA et le déroulement de

la méiose.
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I - EVOLUTION DU NOYAU AU COURS DE LA GAMETOGENESE

Les résultats fournis par les observations morphologiques, la cyto-
chimie et 1'étude de la synthése des acides nucléiques nous apportent un cer-
tain nombre de précisions concernant la différenciation des constituants nu—

cléaires au cours de la gamétogendse des Nereidae.

1 - Ovogenése

Pendant la phase de croissance, les ovocytes des Nereidae ren~
ferment deux types de formations nucléaires : les ''granulations nucléoplasmi-
ques" et le nucléole. La dispersion de la chromatine semble atteindre un &tat
extréme, ce qui rend difficile l'interprétation précise des différents consti-
tuants extranucléolaires. Néanmoins, 1'étude de 1'évolution morphologique du
novau réalisée dés le début du stade diploténe révéle que les 'granulations
nucléoplasmiques” sont issues de la décondensation des chromosomes méiotiques
et présentent de nombreuses ressemblances avec le matériel des chromosomes
plumeux ou dictyés décrits dans 1'ensemble du régne animal (BAL et al., 1969 ;
BAKER et FRANCHI, 1967 ; MOTT et CALLAN, 1975). L'étude autoradiographique
montre que les "granulations nucléoplasmiques" sont le sidge d'une incorpora-
tion appréciable d'uridine-3H. On peut suggérer, par anaiogie avec les chromo-
somes plumeux (PUKKILA, 1975 ; OLD et al., 1977), que les RNA synthétisés au
niveau des "granulations nucléoplasmiques” sont de différentes catégories :
hnRNA, rRNA 5 S, tRNA.

Le nucléole posséde une organisation assez rarement signalée
dans le cas des ovocytes. La dualité du constituant fibrillaire observée

-~

chez les Nereidae conduit 3 rattacher- la structure de cet organite au modéle
proposé pour les nucléoles i centres fibrillaires (MIRRE et STAHL, 1978 a et
b ; GOESSENS et LEPOINT, 1979). Par ailleurs, nos observations font apparai-
tre que le nucléole ovocytaire subit une évolution morphologique tout a fait
remarquable. Les études autoradiographique et biochimique réalisées parallée-~
lement montrent que cette é&volution correspond aux variations de 1l'intensité
des synthéses de rRNA 18 et 28 S. Il devient maintenant possible de définir
chaque étape de l'ovogendése des Nereidae, non seulement par des caractéristi-~
ques cytoplasmiques (prévitellogenése, vitellogenése, &laboration des organi-
tes corticaux), mais &galement par un type d'organisation nucléolaire, lié i
un taux déterminé de synth@se des RNA ribosomiques.
En ce qui_concerne 1'évolution de la synthdse de chacun des

différents types de RNA, l'ensemble des résultats suggére 1) que chaque
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catégorie de RNA n'est pas élaborée avec une intensité constante pen-—
dant toute la durée de l'ovogené&se, 2) que les synthéses des diver—
ses classes de RNA ne sont pas synchronisé@es. En effet, dans les ovo-
cytes jeunes (prévitellogenése), le taux de synthése des RNA extranu-
cléolaires est beaucoup plus €levé que celui des RNA nucléolaires.
Cette prépondérance s'atténue puis disparalt au fur et 3 mesure de la
croissance ovocytaire. La production des rRNA nucléoclaires semble at-
teindre un maximum pendant la vitellogenése puis décroit progressive-
ment jusqu'd la fin de l'ovogendése. Il est donc probable que, confor-
mément 3 ce qui se produit chez les Vertébrés inférieurs (DENIS, 1977),
il n'existe pas de synchronisation entre la synthése des RNA 4 et 5 S
et celle des rRNA 18 et 28 S.

Les résultats obtenus chez les Nereidae permettent donc
de mieux saisir plusieurs aspects de la différenciation et de 1'&volu-
tion des formations nucl@aires au cours de l'ovogenése. Toutefois,
l'explication précise de certaines observations est encore obscure.
C'est ainsi que 1l'échec de la mise en &vidence du DNA 3 1'échelle ul-
trastructurale entrave 1'interprétation exacte de certains constituants
du nucléole et des '"granulations nucléoplasmiques“. De méme, les connais-—
sances sur 1'é@volution de la synthése des différentes classes de RNA se
trouvent limité&es par l'impossibilité d'étudier les ovocytes trés jeu-
nes par des méthodes biochimiques. Nous nous proposons d'essayer de
combler «ces lacunes par la mise en oeuvre de techniques d'hybridation
moléculaire Zn situ. Nous espérons ainsi pouvoir localiser avec exac-
titude les génes codant divers RNA "stables" (rRNA 18 et 28 S, RNA 4 et
5 S) et obtenir plus de précisions quant aux modalités de 1'@laboration

de différents types de RNA ovocytaires.

2 - Spermatogenése

La possibilité de provoquer expérimentalement la méiose
nous a permis de procéder i une &tude détaillée de 1'évolution des
constituants nucléaires pendant la spermatogenése. En particulier,
pendant l'interphase préméiotique, on observe que la chromatine, le
nucléole et les RNP nucléoplasmiques subissent une &volution trés
caractéristique en fonction des stades Gy, S et Gy,

L'étude de la synthése des RNA fait apparaitre un cer-
tain nombre de particularit@s de la spermatogendse des Nereidae.
Contrairement aux autres espéces &tudiées (MONESI, 1964 ; DAS, 1968 ;
KIERSZENBAUM et TRES, 1974 ; KALT, 1979), on constate 1) que la ma-
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jeure partie des RNA est élaborée pendant 1'interphase préméiotique, 2) que
la synthése des RNA d'origine nucléolaire cesse dés la fin de 1l'interphase
tandis que celle des RNA extranuclé&olaires se poursuit pendant la prophase
méiotique. Par contre, le fait qu'une partie des RNA synthétisés avant les
divisions de maturation soit vraisemblablement conservés jusqu'au stade
spermatide est en accord avec la plupart des données de la littérature
(GOULD-SOMERO et HOLLAND, 1974 ; BETLACH et ERICKSON, 1976 ; SODERSTROM et
PARVINEN, 1976b ; GEREMIA et al., 1977).

Le résultat le plus original fourni par 1'étude de la sperma-
togenése concerne sans doute la transition de la phase de prolifération
spermatogoniale 34 la phase de différenciation méiotique. L'autoradiographie
indique en effet que la synthése des RNA est beaucoup plus intense pendant
l'interphase préméiotique que pendant les cycles mitotiques de multiplica-
tion. Contrairement aux synthéses de DNA (STERN et HOTTA, 1977) et d'histo-
nes (revue dans D'AMATO, 1977), le taux de synthése préméiotique des RNA a
été rarement impliqué dans le processus de différenciation de la méiose. Nos
résultats expérimentaux (réintroduction du facteur hormonal, emploi d'inhi-
biteurs) montrent trés nettement que le raientissement de 1a synthése des RNZ
entralne des retards dans le déroulement de la méiose. De nouvelles recher—
ches seront nécessaires pour déterminer le rSle exact de 1l'augmentation de le

synthése des RNA dans la différenciation mé@iotique mile chez les Nereidae.

II - MECANISME DE LA REGULATION HORMONALE

L'ensemble des observarions effectuées témoigne de la sensibilité
des constituants nucléaires aux variations de 1l'activité endocrine cé&rébrale.
Ces variations, qu'elles soient naturelles ou expérimentales, déclenchent
rapidement des changementé qui se traduisent, au niveau moléculaire, par des
modifications de la synthése des RNA.

Au cours de 1l'ovogenése, les expériences montrent trés nettement
que 1l'hormone cérébrale est nécessaire au stockage des RNA stables. Ce-
pendant, il semble que la régulation hormonale n'agisse pas directement sur
la transcription de ces RNA mais plutdt & des &tapes ultérieures de leur &la-
boration. Les analyses biochimiques suggérent notamment que 1'hormone inter-
vient au niveau de la maturation du rRNA 45 S. Les connaissances actuelles
concernant la production des RNA stables (JACOB et al., 1970 ; SCHMID et
SEKERIS, 1973 ; LEVEY et BRINSTER, 1978 ; VOETS et al., 1979) permettent de
penser que 1'hormone cérébrale des Nereidae pourrait stimuler la synthése de
mRNA codant des prot&ines indispensables & 1'élaboration des RNA stables ovo-

cytaires.
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Pendant la spermatogenése, l'hormone exerce &galement un
effet incontestable sur les RNA. Les expériences de suppression et de
réintroduction de 1l'activité endocrine cérébrale montrent que la syn-
thése préméiotique des RNA ne peut se réaliser qu'en absence de 1'acti-
vité endocrine cérébrale. Toutefois, les effets d'inhibiteurs utilisés
dans le but de mimer 1l'action hormonale suggérent que cette dermiére
ne peut pas étre réduite 3 une simple régulation quantitative de la
synthése préméiotique des RNA. Les diverses observations plaident plu-
t6t en faveur d'ume action sur les génes responsables du choix entre
le comportement mitotique et le comportement méiotique.

Ces conclusions incitent 3 penser que l'hormone cérébrale
agit spécifiquement sur des génes bien déterminés, qui différent se-
lon le type cellulaire effecteur : génes responsables de la matura-
tion des RNA stables (ovocytes), génes impliqués dans la tramsition
de la phase de prolifération spermatogoniale 3 la phase de différen-
ciation méiotique (cellules m3les). Ce mécanisme est conforme aux
conceptions actuelles concernant les modalités du contrdle de la
différenciation cellulaire par les hormones morphogénétiques. La
plupart des auteurs considérent en effet que ces derniéres stimu~
lent la synthése de protéines spécifiques en déréprimant sélective-
ment les génes correspondants (O'MALLEY et al., 1979 ; TATA et SMITH,
1979 ; TATA, 1980).

L'étude de l'action hormonale sur les constituants du noyau
des cellules germinales permet donc de mieux comprendre certains des
effets de 1'hormone cérébrale des Nereidae. Néammoins, la diversité
et la complexité de son action posent encore des problémes fondamen-
taux. Il faut en effet garder présent 3 l'esprit les faits suivants :
1) cette hormone ne contrdle pas l'expression d'un seul géne (ou
d'un seul groupe de génes) mais 1l'ensemble du programme de différen-
ciation d'un type cellulaire, 2) le taux hormonal décrolt au cours
de la réalisation de ce programme. Ainsi, au cours de l'ovogenése,
certains processus nécessitent un taux hormonal élevé (vitellogenése,
accumulation des RNA stables), d'autres un taux plus faible (&labo-
ration des organites corticaux). De méme, au cours de la spermatoge-
nése, la multiplication spermatogoniale s'effectue en présence d'une
activité endocrine forte tandis que la différenciation méiotique se
déroule en absence du facteur hormonal. On peut supposer, comme

PORCHET (1974), qu'il existe "une cascade de dérépressions géniques
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lides chacune 3 une certaine concentration hormonale du milieu intérieur".
Mais le mécanisme exact par lequel un géne bien défini est activé par un

taux hormonal déterminé pose encore de nombreux problémes.



RESUME
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1 Dés le début de la phase de croissance ovocytaire, les chromosomes méiotiques

(stade diploténe) subissent une décondensation qui aboutit 3 des formations

appelées 'granulations nucléoplasmiques"”. Ces dermiéres, qui présentent un
certain nombre d'analogies avec les chromosomes plumeux des Amphibiens et les

chromosomes dictyés des Mammifidres, semblent constituer un état extréme de

dispersion du matériel chromosomique.

! La morphologie du nucléole ovocytaire n'est pas constante pendant toute la
durée de la phase de croissance. Au début de son développement (stades de
prévitellogenése et de vitellogenése), cet organite est formé de 3 consti-
tuants : fibrillaire clair, fibrillaire dense, granulaire. Les résultats de
la cytochimie et de 1'autoradiographie 2 haute résolution suggérent que ce
type d'organisation nucléolaire peut €tre rattaché au modéle proposé (GOESSENS

et LEPOINT, 1979) pour les nucléoles & centres fibrillaires.

-

! Le nucléole a &té &tudié 3 chacune des &tapes de 1'ovogenése. L'organisation
caractéristique du stade de vitellogenése disparait lors du stade d'élaboratiom

des organites corticaux. En particulier, le cortex granulaire fait place 3 un

constituant fibrillo—granulaire beaucoup moins riche en granules. Le stade de

maturité voit les constituants nucl&olaires se ségréger en deux hémisphéres
1]

pour former un amphinucléole.

Il est donc possible de définir chaque stade de 1'ovogenése non seulement par
la nature des synthé@ses cytoplasmiques (prévitellogenése, vitellogenése, &la-
boration des organites corticaux, maturité), mais également par la structure du

nucléole. De plus, la confrontation de l'évolution de cet organite 3 celle de

l'activité endocrine cérébrale montre qu'il existe un synchronisme rigoureux

entre les remaniements de l'organisation nucléolaire et les variations du taux

hormonal.

I L'étude autoradiographique, 3 haute résolution, de l'incorporation d'uridine-3H
révéle 1l'existence de deux sites de synthése des RNA ovocytaires : les granula-

tions nucléoplasmiques et le nucléole.
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t Dans le cytoplasme, 1'étude cinétique de la migration des molécules ra-
dioactives montre que les "agrégats cytoplasmiques' sont les premiers
sites marqués. Ces formations, proches des 'nuages" et du "ciment inter-
mitochondrial" décrits chez d'autres espéces, pourraient &tre le lieu

d'assemblage des ribosomes.

I L'étude autoradiographique et biochimique de la synthése des RNA a cha-
cun des stades de l'ovogenése fait apparaltre que les différentes clas-
ses de RNA ''stables" (RNA 4 et 5 S, rRNA 18 et 28 S) ne sont pas synthé-
tisés avec la méme intensité pendant toute la durée de la croissance

ovocytaire.

! En particulier, la synthése des RNA d'origine nucléolaire (rRNA 18 et

28 S) atteint un maximum pendant le stade de vitellogenése puis décroit
progressivement jusqu'i la fin de l'ovogenése. I1 est possible de relier
chaque é&tape de 1'évolution morphologique du nucléole 3 un taux déter-
miné de synthése des rRNA. L'organisation nucléolaire typique du stade
de vitellogenése correspond & des synthéses trés &levées. Les modifica-
tions ultrastructurales observées pendant le stade d'élaboration des
organites corticaux sont corrélatives d'une diminution de ces synthéses.
Enfin, la ségrégation nucléolaire (amphinucléole) traduit leur arrét

pratiquement total.

B Les synthéses des différentes catégories de RNA ne semblent pas synchro-

nisées, Dans les ovocytes jeunes, le taux de synthése des RNA extranu-
cléolaires est beaucoup plus &levé que celui des RNA nucléclaires. Cette
prépondérance s'atténue puis disparalt au fur et 3 mesure de la crois-

sance ovocytaire.

I La suppression expérimentale de l'activité.endocrine cérébrale provoque
une accélération de 1'évolution nucléolaire. Chez Perinereis cultrifera,
les transformations morphologiques que subit le nucléole dans les condi-

tions expérimentales ne différent pas de celle qui sont observées au
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cours de l'ovogendse naturelle. Par contre, chez Nereis diversicolor, le

nucléole est l'objet de modifications caractéristiques. On assiste, em parti-

culier, au développement considérable d'une vacuole au centre de l'organite.

Au niveau moléculaire, on constate que la synthése des RNA stables diminue

trds nettement aprés la suppression expérimentale de l'action hormonale.

L'analyse biochimique révéle que la maturation du rRNA précurseur 45 S est

altérée.

1 Ces résultats permettent de proposer une hypothése concermant le mécanisme

de la régulation hormonale de la synthé&se des RNA stables ovocytaires chez

les Nereidae. L'hormone cérébrale aurait un effet stimulateur sur la synthése

de ces RNA mais n'agirait pas sur leur transcription. Elle exercerait son ac=

tion régulatrice au niveau de la maturation des RNA stables.

1 Au cours de la spermatogenése, la suppression de l'activité& endocrine provo-

que le passage de la phase de prolifé@ration spermatogoniale & la phase de dif-

férenciation méiotique. La chronologie de la spermatogenése, aprés mise en

cul ture de

3éme
78me
9eéme
11&éme
12&me

138me

jour
jour
jour
jour
jour

jour

parapodes en absence de cerveau, est la suivante : .

: premiers indices de l'entr8e en interphase préméiotique

: phase S préméiotique

prophase méiotique

: divisions de maturation

spermiogenése

spermatozoides

I L'étude ultrastructurale des divers &léments du noyau (chromatine, nucléole,

RNP nucléoplasmiques) fournit un certain nombre de critéres qui permettent de

distinguer les cellules en interphase préméiotique des spermatogonies en phase

de prolifération. En outre, pendant l'interphase préméiotique, une é&volution

des constituants nucl@aires en fonction des phases Gj, S et Go a &té mise en

évidence.
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1 Le taux de réplication (indice de marquage apré&s incorporation de thymi-

dine-®H) des spermatogonies en phase de prolifération est relativement
faible. Ce qui signifie que ces cellules n'entrent pas toutes au méme
moment en phase S du cycle mitotique. Par contre, il se produit une cer-

taine synchronisation lors de l'entrée en phase S préméiotique puisque

le taux de réplication atteint prés de 100 7 (au 7&éme jour de culture)
lors du processus de différenciation méiotique induit par la suppression

de l'activité endocrine.

U L'8tude de l'indice de marquage apré&s incorporation d'uridine-3H fait

apparaitre que la suppression de l'action hormonale provoque, comme dans
le cas de la réplication du DNA, une augmentation considérable de la pro-
portion de cellules en phase de synthése des RNA. L'étude de l'intensité
de marquage montre que ces synthéses sont plus &levées pendant l'inter-
phase préméiotique que pendant les cycles mitotiques de la phase de pro-
lifération spermatogoniale. L'augmentation de la synthése des RNA pour-

rait jouer un rdle dans le passage du comportement mitotique au compor—

tement méiotique.

I L'intensité de la synthése des RNA varie au fur et 3 mesure du déroule-
ment de la spermatogenése. Pendant 1l'interphase préméiotique, les syn-—
théses atteignent un maximum avant la phase S (5&me jour de culture).
Puis elles diminuent pour devenir trés faibles pendant la prophase méio-
tique. Elles sont pratiquement inexistantes au cours des divisions de
maturation et de la spermiogenése. La majeure partie des RNA est donc
élaborée pendant l'interphase préméiotique. Il est &raisemblable qu'une

fraction de ces RNA est conservée jusqu'd la spermiogenése.

-

I L'autoradiographie & haute résolution donne des indications sur la na-

ture des RNA synth&tisés au cours des différents stades de la spermato-

genése. Ainsi, on constate que la synthése des RNA d'origine nucléolaire
(rRNA) cesse d&s la fin de l'interphase préméiotique. En revanche, 1'éla-
boration des RNA extranucliéolaires (hnRNA ?) se poursuit pendant la pro-

phase méiotique, au moins jusqu'au stade pachyténe.
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! Les expériences de réintroduction de 1l'action hormonale 3 différents stades

de la spermatogenése (association d'un prostomium & un parapode primitivement
isolé) permettent de montrer :
- qu'il est possible d'empé&cher la différenciation méiotique & conditionh

d'intervenir avant un point critique (3éme jour de culture), qui correspond

au début de 1'augmentation des synthéses préméiotiques de RNA.
- qu'aprés ce point critique (3éme-78me jour de culture), 1l'association d'um

prostomium ne provoque qu'un ralentissement du processus de différenciation

méiotique.
-~ que l'intervention n'a plus aucun effet aprés le début de la prophase méio-

tique (9éme jour de culture).

1 Dans le cas de la réintroduction du facteur hormonal pendant la phase de syn—~
thése préméiotique des RNA (32me-78me jour de culture), le ralentissement du
processus de différenciation méiotique est di 1) & un retard de 1l'entrée en

phase S, 2) surtout 3 une augmentation de la durée de la prophase méiotique.

Parallélement, 1l'autoradiographie révéle une diminution de 1'intensité des
synthéses de RNA. Il semble que 1'hormone exercerait son action régulatrice

de la différenciation méiotique par 1l'intermédiaire d'un contrdle de la syn—

thése préméiotique des RNA.

8 L'action d'inhibiteurs de la synthése des RNA (Actinomycine D, o~Amanitine,
. Cordycepine)

- provoque des altérations nucléaires typiques telles que la ségrégation nu=
cléolaire,

- entralne une diminution de la synthé&se des RNA pouvant atteindre 80 Z.

i Les inhibiteurs ont &té ajoutés au milieu de culture 3 différentes étapes de
la spermatogenése. Les résultats obtenus montrent que ces substances miment
certains des effets de l1'hormone cérébrale. Elles permettent, notamment, de
retarder la différenciation méiotique. Par contre, méme employées dés la mise
en culture, elles sont incapables, contrairement & la réintroduction du facteu
hormonal, de bloguer la différenciation méiotique. Le contrSle hormonal de ce
processus ne peut donc se réduire 3 une simple régulation quantitative des sym

théses préméiotiques de RNA.
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! Les divers résultats expé&rimentaux (réintroduction du facteur hormonal,
action des inhibiteurs) suggérent que 1'hormone cérébrale contrdle la
spermatogenése pendant une période critique @u cours de la phase G;) du
cycle cellulaire. Elle agirait en exergant son action sur 1l'expression

de génes responsables du choix entre le comportement mitotique (phase de

prolifération spermatogoniale) et le comportement méiotique {(phase de

différenciation des spermatocytes).
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