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SOMMAIRE

Des ccufs fécondés de Lapine ont été cultivés de 1 & 3 heures en présence de thymidine tritiée &
des périodes comprises entre 'ovulation et la fin de la premiére division de segmentation.

La duplication de 'ADN s’effectue essentiellement au moment ot les pronuclei pleinement for-
més se rapprochent 'un de P"autre (stade IV) ; il s’écoule donc environ 3 heures entre la fécondation
et le marquage (phase G,), celui-ci (S) dure une & deux heures et la premiére division ne se produira
que 4 4 5 heures plus tard (phase G,). Au cycle cellulaire suivant, la phase G, disparait presque complé-
tement et la période de synthese S reste également de 'ordre de 1 heure.

INTRODUCTION

Chez les Mammiféres, SIRLIN et EDWARDS (1959), utilisant de 1'adénine 4C ont
observé le marquage des pronuclei seulement 13 heures aprés la fécondation, c’est-
a-dire peu de temps avant la premiere division de segmentation. En outre, le pronu-
cleus mile se marquerait le premier. Mais leurs images sont peu nettes et le stade
exact des pronuclei n'est pas précisable. Ils ne fournissent enfin aucune information
sur la durée de syntheése. _

Chez les Invertébrés, 1'étude faite sur 1'Oursin (SIMMEL, KARNOFSKY, I90I ;
HINEGARDXNER, FELDMAN, 1gb4) montre une duplication rapide et précoce de
I’ADN dans les pronuclei. La durée de synthése est beaucoup plus bréve que les

(") Adresse actuelle : Institut de Biologie « 1'r. Savulescu », Laboratoire de Génétique animale, Bucarest,
Roumanie.



152 S. OPRESCU, C. THIBAULT

durées généralement admises et qui varient de 3 & S heures, ce qui s’explique par la
rapidité du rvthme des divisions.

Nous avons étudié chez la Lapine la duplication de U ATIN depuis la fécondation
jusqu’a la premiére division.

MATERIEL, ET METHODES

Vingt-neuf Lapines élevées depuis plusicurs mois au laboratoire ont été accouplées avec des
males fertiles.

Elles ont été abattues 12 & 23 heures aprés Uaccouplement. Les acufs ont été recueillis par perfu-
sion avec du liquide de Locke et mis en culture pendant une & trois heurcs en présence de thymidine
tritiée a raison d'unc puCi par ml de Locke. Les ccufs ont été généralement fixés immédiatement
aprés I'incubation avec la thymidine, quelquefois cultivés pendant 1 4 6 heures supplémentaires dans
du Locke ou dans du sérum homologue,

Le Bouin Hollande a été le fixateur employé et les techniques d’inclusion et de coupes furent
celles décrites antéricurement (THIBAULT, 1949).

Apres déparaffinage, les coupes & 10 ont été étalées sur des lames spéciales Ilford, puis recou-
vertes de 'émulsion pelliculable Kodak AR 10 et maintenues 1 mois & 4 4°C dans une enceinte en
plomb. Apres révélation dans ’amidol (chlorhydrate de diamidophénol) et fixation, les lames étaient
plongées 25 & 30 minutes dans une solution de rouge solide Merck a o,1 p. 100 (1 g /litre dans une solu-
tion de (50,); Al, 4 5 p. 100). Cette coloration permet un excellent repérage des ceufs sur les lames et
une analyse suffisante de Iétat nucléaire. La chromatine et les nucléoles apparaissent en rouge plus
soutenu que le fond du cyvtoplasme ; de plus, les gros pronuclei apparaissent comme des taches claires
piquetées seulement par la chromatine ou les nucléoles. En cas d’hésitation sur I’état nucléaire,
P’examen au contraste de phase permettait de le préciser.

RESULTATS

I’ensemble des expériences et des résultats est résumé dans les tableaux 1 et 2.

L’analyse de l'état nucléaire des ceufs est indispensable pour permettre une
interprétation correcte du moment du marquage ; on ne peut se référer au délai écoulé
depuis 'accouplement que pour une estimation grossiére du moment du marquage,
car la pénétration du spermatozoide ne se produit pas dans tous les ceufs d'une méme
ponte au méime moment et il existe des différences dans le délai de fécondation d'une
lapine & I'autre. En outre, les conditions de culture dans le Locke n’autorisent pas
a admettre que 1'évolution des pronuclei dans ce milieu se soit effectuée 4 une vitesse
normale (Ex. lapine 67).

En se référant aux stades de la fécondation chez la Lapine décrits par THIBAULT
(1965), on doit distinguer les stades suivants :

Stade II: (Bufs venant d’étre fécondés : le spermatozoide fécondant occupe
encore une position tout a fait marginale, le 2¢ globule polaire étant ou non comple-
tement émis.

Stade 111 : (Bufs dans lesquels le pronucleus méle formé est encore de petite
taille, tandis que le pronucleus femelle est seulement en formation. A ce stade, un
puissant aster méle apparait.

Stade IV : Migration des pronuclei 'un vers 'autre ; 'aster mile est encore bien
visible et de nombreux nucléoles existent dans les pronuclei.
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Stade V : Les pronuclei sont centraux et accolés, ils ne renferment que 2 4 3 nu-
cléoles.

Sur 28 ceufs provenant de 6 lapines et se trouvant au stade II a la fin de 'incu-
bation avec la thymidine, aucun n’a été marqué. Il en fut de méme sur 21 ceufs pro-
venant de 6 lapines et se trouvant au stade IIL

TABLEAU I
Durée de mise en incubation avec la thymidine tritice

Heures aprés I'accouplement
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Au contraire, sur 19 ceufs provenant de 7 lapines et se trouvant au stade IV,
tous étaient marqués.

Sur 36 ceufs provenant de 10 lapines se trouvant au stade V, seulement g étaient
marqués.

Sur 6 ceufs provenant de 2 lapines et mis en contact avec la thymidine au mo-
ment de la prophase de la premiére division de segmentation, aucun n’était marqué.

11 ceufs provenant de 3 lapines et incubés 1 heure avec de la thymidine juste
aprés la segmentation étaient tous marqués.

On remarque donc que la duplication de 'ADN ne se produit qu’a partir du
stade IV et qu'elle est pratiquement limitée A ce stade. En effet, seulement g sur
36 ceufs ont été trouvés marqués au stade V.

De plus, sur ces 9 ceufs :

— 4 provenaient d’une lapine dont les autres ceufs (8) n’étaient pas fécondés
(lapine 97), ce qui suggére une fécondation tardive des quatre ceufs fécondés;
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— 3 provenaient d’une lapine dont 5 autres ceufs marqués étaient au stade IV
{lapine 88).

La fécondation se produit en moyenne 12 heures aprés l'accouplement, soit
environ une heure trente aprés le début de 'ovulation (voir THIBAULT, 1965) (Y).
La duplication de I’ADN débute environ 3 heures aprés la fécondation. Sa durée ne
parait pas dépasser 2 heures (durée du stade IV ; marquage aussi intense aprés une
heure de contact avec la thymidine qu’aprés deux ou trois heures).

La premiére division de segmentation se produit environ quatre heures aprés
la duplication de 'ADN.

TABLEAU 2
Stade des ceufs
Prophase ou
Lapine Ne G;éli%nggsn Stade 2 Stade 3 | Stade 4 Stade 5 ?eet; p};ifs Segmentés
division
( é
84 N. M. (5) | ‘
78 N.M. (5) | NOAL(9)
79 N. M. (9)
85 N. M. (10)
61 N. M. (&)
80 N. M. (2)
67 N. M. (1)
87 N. M. (1) M. (3)
81 N. M. (&) | N.M. (1) M. (1) |
73 | M. (1) N. M. (2)
82 ‘ M. (5) \
69 | L (1)
75 N.N ()
74 6 M. (1)
88 M. (5) M. (3)
89 N. M. (7)
83 ‘ ‘ N. M. 4)
76 ’ M. (3)
27 l M. (1)Y+ N. M. (2)
29 N. M. (&)
98 i N. M. (7)
9% 2 ‘ N. M. (2)
95 } | M. (1)
97 : | M. (%)
96 8 ‘ | N. M. (1) N.M () M (1)
91 1 ]‘ M. {9)
| |
N. M. — Euf non marqué
M. — Euf marqué
(5) — Indique le nombre examinés aprés coupe, développement et coloration.

(%) Certains ceufs sont pénétrés dés le début de ovulation, soit 10 heures 30 mn aprés accouplement;
on les retrouve au stade 1V, 2 heures 30 mn a 3 heures plus tard (THIBAULT, 1965).

Les derniéres pénétrations observées naturellement ont eu lieu trois & quatre heures aprés I'ovulation,
on retrouve ces ceufs au stade IV, trois heures plus tard. C’est peut-étre le cas des ceufs de la lapine 27.
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Si 'on assimile la période s’étendant de la fécondation a la premiére division

a un cycle cellulaire, on peut dire que G, dure 3 heures a 4 heures, S, 2 heures ou moins
et G,, 4 & 5 heures.

Euf marqué au stade IV :

Les deux pronucléi (@, &) ne sont pas encore au contact et il subsiste un reste astérien indiqué par
la zone claire entourant les pronucléi. Le pronucleus @ présente une distribution asymétrique de son ADN
(THIBAULT, 1959), la majeure partie de celui-ci étant tournée vers le pronucleus male.

(. P.: globules polaires
m. p : membrane pellucide

Au contraire, au cycle suivant, la phase G, est trés bréve, car la duplication de
TADN se fait immédiatement aprés la reconstitution des novaux, elle parait égale-
ment s’effectuer en un temps court de 'ordre d’une heure.

DISCUSSION ET CONCLUSIOXNS

La duplication de TADN dans V'ceuf de Lapine aprés la fécondation met en
évidence une phase G; relativement courte au cours du premier cycle et presque
inexistante au cours du second ; la durée de la synthése de ’ADN est beaucoup plus
bréve qu'on ne l'admet pour les tissus des Mammiféres. Le déclenchement de la
division n’est donc pas lié 4 'achévement de la duplication de ’ADN, mais a 1'éta-
blissement d’un certain état nucléaire ou cytoplasmique acquis au cours de la phase G,

Les résultats récents de Szor1osr (1964) différent également des nétres puisqu’a
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lopposé de SirLIN.et EDWARDS, il estime que la duplication de TADN commence
peu aprés la pénétration du spermatozoide chez le Lapin et le Hamster. Cet auteur
considére également que la durée de synthése est longue, de l'ordre de 5 a 6 heures,
mais les méthodes d’estimation ne sont pas précisées.

Les observations de SIMMEL et KARNOFSKY (1961) et HINEGARDNER et FELD-
MAN (1904) chez I’Oursin sont au contraire en plein accord avec les notres : la synthese
de ’AIN se fait dans les pronuclei avant leur accolement.

De plus, aprés la premiére division la synthése a lieu si précocement, entre la
télophase et l'interphase que HINEGARDNER et FELDMAN ont estimé que G, dispa-
raissait complétement.

Dans deus cas, le pronucleus femelle (jeune) était seul trés faiblement marqué,
le cas inverse n’a pas été observé. SIRLIN et EDWARDS ont, au contraire, estimé que
le pronucleus male se marquait le premier. Quoiqu’il en soit, cette asynchronie est
faible et probablement sans importance. On doit plutdt remarquer que la duplication
de 'ADN s’effectue simultanément dans deux noyvaux d’origine différente, non au
contact, mais placés dans une unique cellule, ce qui implique une régulation par le
cytoplasme.

L’origine des deux pronuclei est facilement identifiable chez 1a Lapine (THI-
BAULT, I903) et le marquage par la thymidine confirme la distribution asymétrique

de TADN dans le pronucleus femelle.
Recu pour publication en janvier 1965,

SUMMARY

DUPLICATION OF DNA IN THE EGG OF THE RABBIT AFTER FERTILISATION

The fertilised eggs of 29 rabbits were cultured for 1 to 3 hours in the presence of tritiated
thymidine from 12 to 23 hours after mating, After fixation and double inclusion the eggs were
cut at 1o p and covered with Kodak AR 10 photographic emulsion.

One month later the slides wevre examined after staining the eggs with solid red. This study
showed that the duplication of DNA 1s short, from 1 to 2 hours, that it occurs about 3 hours
after fertilisation and 4 to 5 hours before the first division of segmentation. After the first divi-
sion the G, phase is very short and the synthesis begins immediately with the reconstitution of
the nucleus; it also lasts only for 1 to 2 hours.
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