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Article original
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Résumé &horbar; Chez des escargots en début d’hibernation, l’extirpation totale du cerveau (ganglions
cérébroïdes : GC et corps dorsaux associés : CD) augmente la synthèse d’ADN des spermatogo-
nies lorsque les animaux sont placés à 25 °C pendant un mois. Cet effet n’est pas observé si les ani-
maux sont maintenus à 5 °C. La réimplantation immédiate de la totalité du cerveau à des escargots
cérébrotomisés et placés à 25 °C ne corrige pas complètement les effets de l’ablation de leur cer-
veau. L’implantation soit de CD soit de GC à des escargots cérébrotomisés montre que les CD
ramènent les synthèses d’ADN et les muliplications spermatogoniales au niveau des témoins, tandis
que les GC les stimulent. Les GC et les CD exercent donc des effets antagonistes qui contrôlent la
synthèse d’ADN dans les spermatogonies de l’escargot durant l’hibernation.

Helix aspersa / spermatogenèse / cerveau / hibernation / température

Summary &horbar; Effect of the cerebral ganglia and dorsal bodies on temperature-induced DNA
synthesis in the gonads of hibernating Helix aspersa. Brain extirpation of snails at the start of
their natural hibernation increased the synthesis of DNA in spermatogonia when the animals were
transferred from 5 to 25 °C for a 4-week period. This effect did not occur if animals were maintained
at 5 °C. The reimplantation of brain (cerebral ganglia: CG + associated dorsal bodies: DB) in brain-
ablated snails failed to correct the effects of brain extirpation. The implantation of either DB or CG in
cerebrotomized hosts showed that, compared to shams, DB restored the level of DNA synthesis and
spermatogonial proliferations whereas CG stimulated it. The CG and associated DB were therefore
found to exert antagonistic effects which are responsible for the control of spermatogonial DNA syn-
thesis in hibernating Helix aspersa.
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INTRODUCTION

Chez les Mollusques pulmonés, la repro-
duction et la gamétogenèse dépendent
des facteurs de l’environnement (Joosse,
1984; Gomot et al, 1989) qui agissent par
l’intermédiaire du système endocrine dont
on connaît plusieurs centres producteurs
d’hormones (Joosse, 1988).

Chez Helix aspersa en dormance, nous
avons observé que la méiose mâle est in-
hibée par les basses températures (6 à
10 °C), tandis que les températures supé-
rieures à 16 °C stimulent la multiplication
des spermatogonies et la spermiogenèse
(Gomot et al, 1986). Après extirpation du
cerveau, nous avons ensuite montré, par
mesure d’incorporation de thymidine tritiée
et observation autoradiographique, que
celui-ci exerce une action inhibitrice sur la

multiplication des spermatogonies et des
spermatocytes induite par la chaleur au
début de l’hibernation (Gomot et Gomot,
1989).

L’objet du présent travail est de cher-
cher comment interviennent les 2 consti-
tuants principaux du système neuro-

endocrine cérébral que sont les ganglions
cérébroïdes (GC) et les corps dorsaux

(CD) de la gaine conjonctive périganglion-
naire. Pour cela, nous avons procédé
d’une part à l’extirpation du cerveau et

d’autre part à sa réimplantation ou à celle
des GC ou des CD. Nous avons vérifié
l’état de survie et le fonctionnement des

tissus transplantés par des études ultra-

structurales et cyto-immunologiques. Pour
ces dernières, nous avons choisi de re-

chercher deux peptides, le FMRFamide et
la méthionine-enképhaline, dont nous

connaissons la localisation dans le cer-

veau des escargots et qui jouent un rôle
important dans le contrôle des corrélations
endocrines (Marchand et Dubois, 1986;
Griffond et Mounzih, 1989; Marchand et al,
1991). Nous avons ensuite comparé les

effets des différentes interventions sur la

multiplication des spermatogonies.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les animaux

Les expériences ont été réalisées sur des escar-
gots Helix aspersa nés au printemps, élevés en
parcs extérieurs et récoltés à l’état adulte à leur
entrée en hibernation naturelle au mois d’oc-
tobre. Ils ont été ensuite conservés un mois en
chambre froide à 5 °C à l’obscurité avant la réa-
lisation des expériences.

Conditions expérimentales

Les escargots en hibernation sont réveillés pen-
dant quelques heures afin de pratiquer les inter-
ventions sur le cerveau selon la technique dé-
crite précédemment (Gomot et al, 1990a).
Aussitôt après extirpation (E) du cerveau, des
escargots reçoivent l’implantation dans l’hémo-
coele d’un cerveau entier (groupe E + 1, n = 12),
tandis qu’à d’autres on implante seulement les
ganglions cérébroïdes (groupe E + GC, n = 12)
ou le conjonctif périganglionnaire cérébral conte-
nant les corps dorsaux (groupe E + CD, n = 12).
Des animaux témoins (T, n = 12) subissent uni-
quement l’anesthésie et la section du tégument.
Après l’opération, les escargots sont conservés
à 5 °C pendant une semaine. Ensuite, 2 lots
d’animaux témoins et opérés sont constitués;
l’un demeure à 5 °C (n = 24), tandis que l’autre
est placé à 25 °C (n = 24).

Après 4 semaines à 5 °C ou 25 °C, 6 escar-
gots de chaque groupe expérimental reçoivent
dans l’hémocoele de la région viscérale une in-
jection de thymidine-3H du CEA (Commissariat
à l’Énergie Atomique - 91191 Gif-sur-Yvette)
d’activité spécifique 1 Cilmmol, à raison de 5
ycilg de poids frais dans 0,02 ml de liquide de
Ringer. Cinq heures plus tard, au moment du
sacrifice, on prélève 2 morceaux des organes
étudiés : un est fixé pour les examens cytologi-
que et radioautographique, l’autre est pesé pour
la détermination de la teneur en ADN et pour la
mesure de la thymidine-3H incorporée.



Étude comparée de la synthèse d ADN
dans la gonade et la glande à albumen
(organe témoin) par mesure
de l’incorporation de thymidine-3H

L’évaluation de la synthèse d’ADN est faite par la
mesure de l’incorporation de thymidine-3H (Soko-
love et al, 1983). Ces valeurs d’incorporation sont
rapportées à la quantité d’ADN dosée par spec-
trofluorimétrie (Brunk et al, 1979). Les comparai-
sons des résultats, exprimés en dpm/pg d’ADN,
sont faites par application du test non paramétri-
que U de Mann et Withney (Siegel, 1956).

Étude cytologique
et radioautographique

Les organes subissent une double fixation gluta-
raldéhyde-acide osmique avant d’être inclus dans
l’ERL 4206 et traités pour les examens cytologi-
ques et radioautographiques selon les procédés
déjà décrits (Gomot et al, 1990b). La comparai-
son du nombre et de la surface des organites des
cellules des corps dorsaux est réalisée par ana-

lyse d’images sur photos de microscopie électro-
nique et application du test (t) de Student.

Observations cyto-immunologigues

Des cerveaux témoins et des greffons sont fixés
dans du liquide de Bouin-Hollande/sublimé puis
débités en coupes de 7 jim d’épaisseur. Les
coupes sont traitées en immuno-enzymologie
selon la procédure décrite par Marchand et ai
(1982) pour le FMRFamide et Marchand et Du-
bois (1986) pour la méthionine-enképhaline.

RÉSULTATS

État des animaux et des greffons

Survie

Les escargots cérébrotomisés ou implan-
tés, maintenus en inactivité à 5 ou 25 °C,

survivent aussi bien que les témoins : au-
cune mortalité n’est enregistrée pendant la
durée de l’expérience.

Aspect cytologique
des transplants cérébraux

Les organes transplantés ne sont pas reje-
tés, ils sont retrouvés dans l’hémocoele au
moment du sacrifice de l’animal.

L’étude comparée des CD et des GC a
été conduite dans les transplants des es-
cargots placés à 25 °C chez qui l’implanta-
tion entraîne des modifications de la syn-
thèse d’ADN de la lignée mâle.

Les cerveaux implantés entiers pren-
nent une forme globuleuse et sont entou-
rés par une épaisse capsule conjonctive. À
l’intérieur, les ganglions cérébroïdes limités
par une lame basale conservent leur struc-
ture et leurs relations avec les cellules des

corps dorsaux par l’intermédiaire d’axones.
Certains neurones ont une réaction met-

enképhaline positive, tandis que d’autres
sont FMRFamide positifs. Les cellules des
corps dorsaux ont le même aspect que
dans les cerveaux témoins et présentent
une réaction positive à la met-enképhaline.
Les organites cytoplasmiques (appareil de
Golgi, mitochondries, inclusions lipidiques,
grains de sécrétion) y ont le même déve-
loppement que dans les cerveaux témoins
(tableau 1).

Lorsque les ganglions cérébroïdes iso-
lés sont implantés, les neurones survivent
bien (fig 1), mais leur disposition est forte-
ment modifiée. L’activité des cellules neu-
rosécrétrices est attestée par le dévelop-
pement important de l’appareil de Golgi et
les nombreux grains de sécrétion (fig 2)
qui sont libérés par exocytose (fig 3) dans
leur environnement immédiat.

Les cellules des corps dorsaux (séparés
des ganglions cérébroïdes) implantés dans
l’hémocoele (fig 4), prennent un aspect





très différent de celui des cellules des CD

des cerveaux greffés entiers et des cer-
veaux témoins. Les changements ultra-

structuraux les plus apparents, confirmés
par l’étude morphométrique, concernent la
forte diminution des enclaves lipidiques
(tableau 1), le développement de l’appareil
de Golgi (fig 5, tableau 1), l’apparition de
très nombreuses vésicules hérissées et de
vésicules de réticulum lisse (fig 5), la dimi-
nution du nombre de grains de sécrétion
(tableau 1). Les mitochondries moins nom-
breuses ont une surface relative équiva-
lente (tableau 1), leur taille augmente et

elles changent d’aspect; leur matrice de-
vient dense aux électrons et leurs crêtes
s’orientent longitudinalement (fig 6). On re-

connaît encore quelques axones en

contact étroit avec les cellules des CD,
mais ils ne contiennent plus de grains de
sécrétion (fig 7).

Évolution des synthèses d ADN
dans l’ovotestis

Action de la cérébrotomie
sur la synthèse d’ADN gonadique
en réponse à l’augmentation
de la température

Chez les escargots témoins ou traités
maintenus à 5 °C, l’incorporation de thymi-
dine-3H dans la glande à albumen et dans





la gonade est très faible (tableau 11). La
spermatogenèse est bloquée au stade

spermatocytes.
À 25 °C, chez les témoins, la spermato-

genèse s’effectue complètement en 4 se-
maines (fig 8). Alors que l’incorporation de
thymidine-3H reste constante dans la

glande à albumen, elle est multipliée par 5
dans la gonade (tableau 11). Ce sont les
cellules mâles, spermatogonies et sperma-
tocytes en début de prophase méiotique,
qui incorporent le précurseur radioactif.

La cérébrotomie ne modifie pas la diffé-
renciation des spermatozoïdes qui semble
comparable à celle des témoins. Par

contre, elle provoque une augmentation (x
3,5) de la synthèse d’ADN gonadique qui
se traduit par un nombre plus important de
spermatogonies et de spermatocytes mar-
qués (fig 9). L’incorporation de thymidine
n’est pas affectée dans la glande à albu-
men.

Action de la réimplantation du cerveau
entier, des ganglions cérébroïdes
ou des corps dorsaux isolés

À 5 °C, l’incorporation de thymidine-3H
dans la gonade et la glande à albumen de-
meure faible et ne varie pas de façon signi-
ficative quelle que soit la réimplantation
pratiquée (tableau 11).
À 25 °C, la réimplantation du cerveau

entier dans l’hémocoele d’escargots préa-
lablement cérébrotomisés ne ramène pas
le niveau de synthèse d’ADN gonadique à
celui des animaux témoins. Elle ne corrige
donc que partiellement les effets de l’abla-
tion du cerveau (E + I pas différent de E;
tableau 11).

La réimplantation des ganglions céré-

broïdes provoque une stimulation très im-

portante de la synthèse d’ADN dans les cel-
lules mâles : l’incorporation de thymidine-3H
est 2 fois plus importante que chez les





escargots cérébrotomisés et 8 fois plus que
chez les témoins (tableau II). Le nombre de
spermatogonies et de spermatocytes mar-
qués est élevé (fig 10).

La réimplantation du conjonctif péricéré-
bral contenant les CD diminue significati-
vement la synthèse d’ADN gonadique des
escargots cérébrotomisés et la ramène au
niveau de celle des animaux témoins

(tableau 11). Ce même traitement diminue
le nombre de cellules mâles marquées
(fig 11 ).

DISCUSSION

Chez l’escargot (Gomot et al, 1990b),
comme chez la limace (Sokolove et al,
1983), lorsque les synthèses d’ADN gona-
dique sont stimulées expérimentalement,
ce sont essentiellement les cellules de la li-

gnée mâle (spermatogonies et spermato-
cytes en début de prophase méiotique) qui
incorporent la thymidine tritiée.

Les expériences d’extirpation du cer-

veau suivies, soit de la réimplantation du
cerveau entier (GC + CD), soit de la réim-
plantation des GC ou des CD, mettent en
évidence les fonctions respectives des GC
et des CD dans la régulation de la sperma-
togenèse des escargots. De plus, elles

confirment les résultats antérieurs : rôle de
la température dans la réalisation de la

spermiogenèse (Gomot et al, 1990b), exis-
tence d’une activité cérébrale inhibitrice de
la multiplication des spermatogonies et

des spermatocytes (Gomot et Gomot,
1989).

L’implantation des GC et des CD isolés
apporte des éléments nouveaux qui témoi-
gnent de l’existence d’interrelations fonc-
tionnelles étroites entre ces 2 organes.

Lorsqu’ils sont séparés, les GC et les CD
exercent individuellement une action oppo-
sée sur la synthèse d’ADN des spermato-
gonies et des spermatocytes. Les CD im-
plantés seuls inhibent la synthèse d’ADN.
Leurs cellules ont un aspect fortement acti-
vé qui peut s’expliquer par la suppression
du contrôle inhibiteur de type nerveux

exercé par les GC (Vincent et al, 1984b).
L’action des GC sur les CD pourrait s’effec-
tuer par l’intermédiaire des neurones

FMRFamide positifs et de leurs axones qui
sont en contact avec les cellules des CD

(Griffond et Mounzih, 1990) car le FMRF
amide synthétique inhibe in vitro la syn-
thèse des protéines des CD (Griffond et

Mounzih, 1989).
Inversement, l’implantation des GC iso-

lés augmente très nettement la synthèse
d’ADN des spermatogonies. Ceci peut ré-
sulter de l’absence d’un effet inhibiteur di-
rect des CD sur les cellules mâles et/ou

d’un effet stimulateur des GC sur ces

mêmes cellules; la seconde hypothèse
suggère une influence inhibitrice des CD
sur les GC, comme cela avait été supposé
par Bohmig (1931) chez Planorbarius.

Cette action inhibitrice des CD sur la sper-

matogenèse opposée à leur action stimula-
trice sur la vitellogenèse (Vincent et al,





1984a) apporte un élément nouveau de
compréhension de la régulation de l’her-

maphrodisme chez les escargots.
Les résultats des associations in vitro

de CD isolés et de gonades (Vincent et al,
1984a) ou des implantations de GC et de
CD séparés décrites dans ce travail met-
tent en évidence la coexistence dans le

cerveau d’Helix aspersa de facteurs stimu-
lateurs et de facteurs inhibiteurs. Aussi,
peut-on penser, comme Mathieu (1987)
chez Mytilus, que le contrôle de la multipli-
cation goniale fait intervenir 2 facteurs an-
tagonistes dont les taux respectifs détermi-
nent les phases de la gamétogenèse en
fonction des conditions d’environnement.

En conclusion, nos expériences appor-
tent la preuve que le cerveau exerce une

influence globale inhibitrice sur la multipli-
cation des spermatogonies et des sperma-
tocytes au début de l’hibernation. Cette ac-
tion semble résulter de 2 influences

antagonistes des CD et des GC qui peu-
vent produire respectivement un facteur in-
hibiteur (CD) et un facteur mitogène (GC).
Cette action inhibitrice du cerveau contrôle
la multiplication des spermatogonies et

des spermatocytes pendant la période d’hi-
bernation.
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