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La synthése du DNA dans les cellules germinales
de Povaire de poulet pendant la dernidre semaine
de la vie embryonnaire

Dans un travail précédent? nous avons démontré, par
la méthode de culture organotypique, qu'a 17 jours une
importante synthése de DNA se produit dans les cellules
germinales de 'embryon femelle de poulet. Dans le but
de' mieux comprendre ce phénoméne nous avons pour-
§UIV} une série d’expériences dans ce domaine, in vitro et
in vivo,

, Mqtém'el et méthodes. Les expériences sont faites sur
Vovaire gauche de Pembryon de poulet de la race Leg-
horn blanche. Pour ’étude in vitro, on préléve des
bandelettes transversales de la partie moyenne de la
gonade d’embryons de 15 jours 0 h & 16 jours 20 h. Ces
bandelettes sont cultivées pendant 2 ou 3 jours sur le
milieu standard de WoLrr et Harren?, additionné de
thymidine tritiée 3 la concentration de 4 pCi/ml de
milieu (A.S. 3 C/mM).

_ Pour I'étude in vivo: (1) Dans des ceufs fécondés et
incubés pendant 14, 15, 16, 17 ou 18 jours & 39,5°C on
découpe une petite fenétre dans la coquille, au niveau de
la chambre 3 air. Les ceufs sont fixés en position verticale
avec la fenétre dirigée vers le haut. Sur la membrane de
la poche 2 air 100 uCi de solution aqueuse de thymidine-*H
(6 C/mM, 1 uCiful) sont déposés. Aprés 1/, h 100 ul de
solution physiologique de Hanks sont ajoutés pour éviter
la dessication de la solution de thymidine. Aprés 1 h, les
Ovaires sont fixés.

(2} Des ceufs fécondés et incubés pendant 15 jours et
7 h regoivent 50 uCi de thymidine-*H de la méme fagon.
Ceci est répété encore 7 fois, toutes les 8-10 h (la derniére
fois aprés 17 jours et 17 h d’incubation). La fixation des
Ovaires se fait 2 ou 41 jours aprés I'éclosion de 'embryon
ainsi traité.

La fixation des ovaires est effectuée & l'aide d’alcool
acétique & 4°C pendant 18 h. Les ovaires sont inclus
dans la paraffine et coupés & 5 u. Aprés déparaffinage,
les coupes sont réhydratées et les précurseurs acido-
solubles sont extraits par I'acide perchlorique & 2% a
0°C pendant 20 min. Sans séchage préalable pour ne pas
détériorer les structures cytoplasmiques et nucléaires, les
coupes sont immergées directement dans 1'émulsion Ilford
L4 diluée par moitié d’eau distillée. Ladurée de I'exposition
dans 'obscurité est de 10, 30 ou 60 jours. Apres développe-
ment, les autoradiographies sont colorées & 'haematoxy-
line ferrigue de Groat et contre-colorées & 1'éosine ou
au fast green. Pour l'étude quantitative, les cellules
germinales marquées et non marquées de chaque huitiéme
coupe sont comptées.

Résultats. La Figure 1 représente le phénoméne intégral
obtenu en cultivant des explants pendant 2-3 jours sur
le milieu marqué. Le taux de lincorporation de thymidine-
*H s'éldve parfois jusqu’a 80%,.

La Figure 2 représente l'incorporation dans le noyaux
des cellules germinales aprés un pulse d’une heure in
vivo. Comme nous avions observé auparavant in vitro?,
il y a in vivo aussi un minimum d’incorporation & 14
jours et un maximum & 17 jours, avec des valeurs inter-
médiaires A 15 et 16 jours.

Chez les ovaires ayant regu un traitement par injections
répétées in vivo, 90-959%, des cellules germinales en
prophase de méiose sont marquées (voir Figures 3 et 4).

Discussion. Avant de discuter la signification de nos
résultats, rappelons les limites de ’étude quantitative en
antoradiographie pour le matériel étudié:

(1) In vitro surtout, il est parfois difficile de recon-
naitre une cellule germinale dans une autoradiographie
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car, lorsque son noyau est fortement marqué, les détails
nucléaires sont cachés derriére un nuage de grains noirs.
Ipso facto, le stade dans lequel se trouve la cellule
germinale est alors impossible &4 déterminer. (2) La
longueur du cycle mitotique des cellules germinales de
I’embryon de poulet, & différents stades de la vie em-
bryonnaire, n'étant pas connue, il n’est pas exclu que
certaines cellules aprés avoir achevé leur synthése de
DNA in vitro, se divisent en deux cellules-filles qui sont —
elles — marquées sans avoir été elles-mémes en phase S.
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Fig. 1. Culture organotypique de bandelettes transversales de la

partie moyenne de 'ovaire. Le temps avant le signe + indique I'Age

de Yembryon dont on a prélevé un morceau d’ovaire, Le temps

aprés le signe 4+ représente 1a durée en culture organotypique.
Chaque point provient d'un embryon différent.
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Fig. 2. «Pulse» de thymidine-®H & différents ages, in vivo, pendant
1 h. Chaque point provient d’un embryon différent. e = 10 jours

d’exposition autoradiographique, 4 = 30 jours d’exposition auto-
radiographique. Les deux courbes passent par les taux moyens.
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Fig. 3. Autoradiographie d'un ovaire gauche d’un poussin de 2 jours
ayant regu des injections répétées de thymidine-*H i 15, 16 et 17
jours. La presquc totalité des cellules germinales est marquée. Les
cellules de la mdédullaire sous-jacente sont dgalement fortement
marquées. Coloration a I'hacmatoxyline ferrique, ¢osine. Exposition
autoradiographique: 30 jours. x 10G0.

Tig. 4. Autoradiographic d'un ovaire de poulet de 41 jours ayant
regu le méme traitement. Dans le noyau de 'oicyte on reconnait les
chromosomes plumeux marqués. Le cytoplasme de I'obcyte n'est
pas marqué. Coloration i I'haematoxyline ferrique et fast green.
Exposition autoradiographique: 60 jours. x 1060,
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Cela étant, nous pouvons penser que la synthése du
DNA observée a 14, 15, 17 et 18 jours peut étre due a 2
phénoménes différents:

(1) Une ultime synthése préméiotique du DNA dans
les cellules qui deviennent, & ce moment, de véritables
obcytes primaires avec, probablement, une quantité de
DNA au niveau tétraploide. En effet, la premiére division
méiotique ne s’achéve que des mois ou des années plus
tard, au moment de l'ovulation. Chez les plantes et
animaux étudiés on a constaté, par des procédés cyto-
chimiques, que la quantité de DNA et protéines basiques
des méiocytes double au stade leptoténe ou avant celui-ci®.
(2) Unc synthése de DNA prémitotique dans les odgonies,
juste avant leur division.

Lors d’une étude histologique paralidle nous avons pu
constater: A 14 jours: 'apparition, en grand nombre, de
cellules germinales & noyau caractéristique (appelé noyau
réticulé). Ce noyau a P'aspect d’une vésicule presque vide
et contient de fins granules chromatiniens ramassés autour
d’un nucléole central d'olt partent des fibrilles trés fines
vers la membrane nucléaire. La membrane nucléaire,
dont la partic interne est tapissée de granules, est trés
fine mais trés nette. A ce stade, les cellules germinales
n’incorporent jamais la thymidine-*H.

A partir de 15 jours: on trouve exclusivement des
ccllules germinales en division dans les cordons germinaux
les plus éloignés du centre du cortex de l'ovaire. Dans
cette partie centrale, au contraire, on observe déja quel-
ques cellules germinales au stade leptoténe. L’activité
mitotique dans les bords de lovaire continue parfois
jusqu’a la fin de la vie embryonnaire.

A 18 jours: de trés nombreuses cellules germinales en
prophase de méiosc (leptoténes et zygoténes) apparaissent
et, parallélement, 'incorporation décroit rapidement.

Conclusions. 1'allure de la courbe obtenue in vivo par
un pulse unique (a différents jours) est analogue a celle
obtenune in vitro par culture organotypique sur milieu
marqué?, Le phénoméne global, soit in vitro par culture
prolongée, soit in vive par des «pulsesy répétés de
thymidine-*H, nous améne & conclure que la plus grande
partie du DNA des otcytes qui se transformeront plus
tard en ceufs se synthétisc & 15, 16 et surtout 4 17 jours.
En effet, selon la théoric de WALDEYER?® au moment de
I'éclosion chez les oiseaux carinates l'odgenése (c’est-a-
dirc la formation des nouvelles cellules germinales par
divisions mitotiques) a déja pris fin. On peut prévoir que
ces jours de Ia vie embryonnaire seront les plus propices
pour influencer la descendance des embryons femelles
par dos substances chimiques ou des agents physiques®.

Summary. DNA synthesis in the germ cells of the ovary
of the chicken embryo during the last week of incubation
is studied in vivo and in vitro by tritium autoradio-

graphy.
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