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La s y n t h ~ s e  du  D N A  d a u s  l e s  c e l lu l e s  g e r m i n a l e s  
de l ' ova ire  de p o u l e t  p e n d a n t  la  dern i~re  s e m a i n e  

de la  v ie  e m b r y o n n a i r e  

Dans un travail  pr~c6dent z nous avons d6montr~, par 
la m6thode de culture organotypique, qu '~ 17 ]ours une 
importaute synth~se de DNA se produit  dans les cellules 
germinales de l 'embryon femette de poulet. Dans le bu t  
de mieux comprendre ce ph~nom~ne nous avons pour- 
suivi une s6rie d'exp~riences dans ce domaine, in vitro et 
in vivo. 

Matdriel e~ mdthodes. Les experiences sont faites sur 
l'ovaire gauche de l 'embryon de poulet de la race Leg- 
horn blanche. Pour l '6tude in vitro, on pr61~ve des 
bandelettes transversMes de la partie moyenne de ta 
gonade d 'embryons de 15 ]ours 0 h ~t I6 ]ours 20 h. Ces 
bandelettes sont cultiv~es pendant  2 ou 3 ]ours sur le 
milieu standard de WOLFF et HXF~E~ ~, additionn6 de 
thymidine triti~e h la concentration de 4 ~Ci/ml de 
milieu (A.S. 3 C]mM). 

Pour l '~tude in vivo: (1) Dans des ceufs f~cond~s et 
incubus pendant  14, 15, 16, 17 ou 18 ]ours ~ 39,5°C on 
d6coupe une petite fen~tre dans la coquille, au niveau de 
ta chambre ~ air. Les ceufs sont tix6s en position verticale 
avec la fen~tre dirig~e vers le haut.  Sur la membrane de 
la poche ~t air 100 #Ci de solution aqueuse de thymidine-SH 
(6 C/mM, 1 ~Ci/~l) sont d~pos6s. Apr~s ~/= h 100 #1 de 
solution physiologique de Hanks sont ajout~s pour ~viter 
la dessication de la solution de thymidine. Apr~s 1 h, les 
ovaires sont fixes. 

(2) Des oeufs f~cond4s et incubus pendant  15 ]ours et 
7 h regoivent 50 #Ci de thymidine-aH de la m~me fagon. 
Ceci est r~p~t~ encore 7 lois, routes les 8-10 h (la derni~re 
lois apr&s 17 ]ours et 17 h d' incubation).  La fixation des 
ovaires se fait 2 ou 41 ]ours apr~s l'~closion de l 'embryon 
ainsi traitS. 

La fixation des ovaires est effectu~e ~ l 'aide d'alcool 
ac6tique & 4°C pendant  18 h. Les ovaires sont inclus 
dans ta paraffine et coup~s ~ 5 ~. Apr~s d6paraffinage, 
les coupes sont r~hydrat6es et les pr6curseurs acido- 
solubles sont  extraits par l 'acide perchlorique £ 2% 
0 °C pendant  20 min. Sans s6chage pr6alable pour ne pas 
d6t6riorer les structures cytoplasmiques et nucl6aires, les 
coupes sont immerg6es directement dans l 'bmulsion Ilford 
L4 dilu6e par moiti6 d'eau distill6e. La dur6e de l 'exposition 
dans l'obscurit6 est de 10, 30 ou 60 ]ours. Apres d6veloppe- 
ment,  les autoradiographies sont color~es ~ l 'haematoxy- 
line ferrique de Groat et contre-color6es ~ l'6osine ou 
au fast green. Pour l '~tude quanti tat ive,  les cellutes 
germinales marquees et non marqu6es de chaque huiti~me 
coupe sont compt~es. 

R~sultats. La Figure 1 repr6sente le ph~nom~ne integral 
obtenu en cul t ivant  des explants pendant  2-3 ]ours sur 
le milieu marque. Le taux de 1'incorporation de thymidine- 
~H s'~l~ve parfois jusqu'/~ 80%. 

La Figure 2 reprSsente l ' incorporation darts le noyaux 
des cellules germinales apr~s un  pulse d 'une heure in 
vivo. Comme nous avions observ6 auparavant  in vitro z, 
i l y  a in vivo aussi un  minimum d'incorporation /~ 14 
]ours et un maximum h 17 ]ours, avec des valeurs inter- 
m~diaires £ 15 et 16 ]ours. 

Chez les ovaires ayant  revu un  trai tement par injections 
r~p~t6es in vivo, 90-95~/o des celtules germinales .en 
prophase de m~iose sont marquees (voir Figures 3 et 4). 

Discussion. Avant  de discuter la signification de nos 
r~sultats, rappelons les limites de I'~tude quant i ta t ive en 
autoradiographie pour le mat6riel 6tudi~: 

(1) In  vitro surtout, il est parfois difficile de recon- 
naitre une cellule germinale darts une autoradiographie 

car, lorsque son noyau est fortement marqu6, les d6tails 
nucl6aires sont cach6s derriere un  nuage de grainsnoirs .  
Ipso facto, le stade dans lequel se trouve la celtule 
germinale est alors impossible ~ d6terminer. (2) La 
longueur du cycle mitotique des cellules germinales de 
l 'embryon de poulet, ~ diff6rents stades de la vie em- 
bryonnaire, n '6 tan t  pas connue, il n 'est  pas  exclu que 
certaines cellules apr~s avoir achev6 leur synth~se de 
DNA in vitro, se divisent en deux cellules-filles qui s o n t -  
elles - marqu6es sans avoir 6t6 elles-m6mes en phase S. 
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Fig. 1. Culture organotypique de bandelettes transversales de la 
pattie moyenne de l'ovaire. Le temps avant le signe + indique l'Age 
de l'embryon dont on a pr~lev~ un moreeau d'ovaire. Le temps 
apr~s le signe + repr6sente 1~ dur~e en culture organotypique. 
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Fig. 2. *Pulse* de thym/dine-SH A diff6rents Ages, in vivo, pendant 
1 h. Chaque point provient d'un embryon different. • = 10 ]ours 
d'expositlon autorad/ographique, A ~ 30 ]ours d'exposition auto- 

radiographique. Les deux courbes passent par les taux moyens. 

z M. CALLEBAUT et R. DuBoIs, C. r. hebd. S~anc. Acad. Sci., Paris 
261, gr. 12 (1955). 

2 E. WOLFF et K. HAFFEN, Tex. Rep. Biol. Med. I0, 463 (1952). 



420 Specialia EXPERIENTIA 23/6 

Fig. 3. Autoradiographie d'un ovaire gauche d'un poussin de 2 jours 
• ayant re~u des injections r6p6t6es de thymidine-aH A 15, 16 et 17 
jours. La presquc totalit6 des celhfles germinales est marqu6e. Los 
cctlules de la mddullaire sous-jacente sont 6galement fortement 
marqu6es. Coloration ~ l'hacmatoxyline ferrique, 6osine. Exposition 

autoradiographique: 30 jours, x 1050. 

Cela 6rant, nous pouvons  penser  que la synth~se du 
, D N A  observ6e ~ 14, 15, 17 et  18 jours peu t  ~tre due  h 2 

ph6nom~nes diff6rents:  
(1) Une u l t ime synth~se pr6m6iot ique du D N A  dans 

les cellules qui  deviennent ,  k ce moment ,  de v6ri tables 
o6cytes pr imaires  avec, p robab lement ,  une quan t i t6  de 
D N A  au niveau t6traploide.  E n  eifet,  la premiere  divis ion 
m6iot ique ne s 'ach~ve que des mois ou des ann6es plus 
tard,  &u m o m e n t  de l 'ovula t ion .  Chez les p lantes  e t  
an imaux  6tudi6s on a constat6,  par  des proc6d6s cy to-  
chimiques,  que  la quan t i t6  de D N A  e t  prot6ines basiques  
des m6iocytes  double au s tade  leptot~ne ou a v a n t  celui-ci 8. 
(2) Une synth~se de D N A  pr6mi to t ique  dans les o6gonies, 
juste  a v a n t  leur  division. 

Lors d 'une  6tude his to logique paralt~le nous averts pu 
consta ter :  A 14 jours :  l ' appar i t ion,  en grand nombre,  de 
cellules gcrminales  tt noyau  caract6r is t ique (appel6 noyau  
r6ticul6). Ce noyau  a l ' a spec t  d ' une  v6sicule presque  v ide  
et  cont ien t  de fins granules  chromat in iens  ramass6s au tou r  
d ' un  nucl6ole centra l  &off pa r t en t  des fibrilles tr~s fines 
vers 1~ membrane  nucl6aire. Let m e m b r a n e  nucl6aire, 
d e n t  la par t io  in terne  est  tapiss6e de granules,  est tr~s 
fine mais  tr~s net te .  A c e  stade, les cellules germinales  
n ' incorporen t  jamais  la thymidine-SH.  

A par t i r  de 15 jours :  on t rouve  exc lus ivement  des 
ccllules germinales  en divis ion dans  les cordons ge rminaux  
les plus 61oign6s du centre  du co r t ex  de l 'ovaire .  Dans  
cet te  part ie  centrale,  au contraire ,  on observe d6j~ quel-  
qucs cellules gcrminales  au s tade  leptot~ne. L ' ac t iv i t6  
mi to t ique  dans  les bords de l 'ovai re  cont inue  parfois 
jusqu'/~ la fin de Ia vie  embryonnai re .  

A 18 jours:  de tr6s nombreuses  cellules germinales  en 
prophase de m6iosc (leptot~nes et  zygot~nes) appara issent  
el,  paral l~lement ,  l ' incorpora t ion  d6crolt  rap idement .  

Conclusions. L'a l lure  de la courbe obtenue  in v ivo  par  
un pulse unique (~ diff6rents jours) est analogue ~ celle 
ob tenue  in v i t ro  par  cul ture  o rgano typ ique  sur milieu 
marqu6L  Le ph~nomSne global,  soi l  in v i t ro  pa r  cul ture  
prolong6e, soil  in v ivo  pa r  des ~pulses~ r6p6t~s de 
thymidine-3H,  nous a m i n e  k conclure que la plus grande 
par t ie  du D N A  des obcytes  qui  se t r ans fo rmeron t  plus 
t a rd  en oeufs se synth6t ise  ~ 15, 16 e t  su r tou t  ~ 17 jours.  
En  effet, selon la th6orie de %VALDEYER 4 au m o m e n t  de 
l 'dclosion chez les oiseaux car inates  l 'o6gen~se (c'est-~- 
dire la fo rmat ion  des nouvel les  cellules germinales  pa r  
divisions mi tot iques)  a d6jk pris  fin. On p e u t  pr~voir  que  
ces jours de la vie embryonna i re  seront  les plus propices 
pour  inf luencer  la dcscendance des embryons  femelles 
pa r  des substances  chimiques  ou des agents  physiques  ~, 

Summary. D N A  synthesis  in the  germ cells of the  o v a r y  
of the  chicken embryo  dur ing the last  week of incuba t ion  
is s tudied  in r i v e  and in v i t ro  by  t r i t i um au torad io-  
graphy.  
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Fig. 4, Autoradiographic d'un nvaire de poulet de 41 jours ayant 
resu le m~mc traitement. Dans le noyau de l'oScyte on reconnait les 
chromosomes plumeux marqu6s. Le eytoplasme de l'o5eyte n'est 
pas marqu6. Coloration h l'hacmatoxyline fErrique et fast green. 

Exposition autoradiographique: 60 jours. × 1060, 
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