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IMPORTANCE RELATIVE DES STIMULATIONS
DE L’ACCOUPLEMENT : PARADE, COPULATION
ET INSEMINATION SUR LA PRODUCTION
OVARIENNE DE DROSOPHILA MELANOGASTER

RESUME

La stimulation globale que constitue l'accouplement pour une fe-
melle de Drosophile peut étre décomposée en plusieurs stimulus sim-
ples ayant chacun un effet sur la physiologie de la femelle et particuliere-
ment sur sa fécondité.

L'utilisation de males castrés, de males génétiquement stériles et
de males normaux permet de distinguer l'effet des stimulus suivants :
parade nuptiale, coaptation des piéces génitales, sécrétion des glandes
accessoires males, apport de spermatozoides.

La parade nuptiale a elle seule ne semble pas avoir d'influence sur
l'ovogeneése. L’addition successive des autres stimulus provoque un ac-
croissement -par paliers de 'activité ovarienne. N

L'action synergique des stimulus provoque d’autre part une dimi-
nution de la variabilité des résultats qui traduit l'approche d’un opti-
mum physiologique.

SUMMARY

In the Drosophila female, the normal mating results in a global sti-
mulation which increases its egg production. By using several kinds of
males (castreted, genetically sterile and normal) it was possible to divide
this global stimulation into the following elementarv stimuli : courtship
genitalia coaptation, paragonial fluid supply and sperm presence.

When acting alone, courtship does not seem to exerce any effect
upon odgenesis. Addition of the other stimuli results in a progressive
increase of the ovarian activity.
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The synergic action of the efficient stimuli brings the oogenesis to
different levels.

A reduction of the individual variability between the female is also
observed as the egg production increases.

La stimulation de l'ovogenése par l'accouplement chez les Insectes
et particulierement chez Drosophila melanogaster est connue et étudiée
depuis longtemps et le critere de fécondité est certainement celui qui
rend le mieux compte des effets de la copulation sur la physiologie de
la femelle de Drosophile. On peut citer en particulier : David (1963),
David et Merle (1966) Merle et David (1967 a, b) Boulétreau-Merle
(1973), etc...

Puis les auteurs ont essayé d'identifier les différents stimulus regus
par la femelle. Le plus étudié est certainement le « sex peptide » produit
par les paragonies du male qui fut découvert par Fox (1956) puis iden-
tifié par Chen et Diem (1961). Il a été utilisé soit par implantation des
paragonies chez la femelle (Garcia-Bellido, 1964 ; Leahy, 1966 ; Merle,
1968), soit par injection du peptide lui-méme (Leahy et Lowe, 1967 ; Chen
et Buhler, 1970).

Des études comparables ont été faites chez Musca domestica
Riemann, Moen et Thorson (1967), Adams et Nelson (1968), Riemann et
Thorson (1969) ; chez Aedes aegvpti : Leahy et Craig (1965) puis Fuchs,
Craig et Hiss (1968) et Fuchs, Craig et Despommier (1969) qui identifie-
rent la « matrone » et chez les Acridiens : Pickord, Ewen et Gillott
(1969).

Moins nombreuses sont les études sur l'effet spécifique de la pré-
sence des spermatozoides dans les voies génitales femelles : Manning
(1962), Merle (1970). '

Si les séquences et le mode d’action de la parade sont bien connus

Bastock et Manning, 1955 ; Bennet-Clarke et Ewing, 1967 ; Burnet, Con-

nolly et Denis, 1971 ; Ewing, 1964 ; Ewing et Bennet-Clarke, 1968 ; Man-
ning, 1967 ; Maynard-Smith, 1956 ; Mayr, 1950 ; Milani, 1951 ; Spieth,
1952, 1966, 1968), les effets de cette stimulation purement nerveuse sur
I’'ovogenese et l'oviposition ont été peu étudiés de méme que la stimula-
tion mécanique de l'accrochage des piéces génitales et de l'intromission
de I'édéage. Seul Kummer (1960) a tenté d’en observer les effets sur la
ponte a l'occasion d’une étude de longévité.

C’est pourquoi il a paru intéressant de préciser ce probleme et de
séparer les différents types de stimulations en utilisant des males privés
de leur appareil génital interne.

MATERIEL ET METHODES

La fécondité a été mesurée chez des femelles inséminées hétérozygotes F1 vestigial-
Champetiéres élevées a 25° C, a l'obscurité, sur un milieu a4 base de levure de biére tuée
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et de farine de malis (Davip, 1953). Ces femelles ont été isolées dés 1'émergence puls main-
tenues dans les mémes conditions dans des tubes de verre bouchés par du coton, pendant
toute la durée des expériences. La nourriture constituée par du milieu ncrmal coulé sur
une lame de verre était changée tous les jours et les ceufs déposés par la femelle sur le
milieu étaient dénombrés. Toutes les femelles ont été disséquées en fin d'expérience, c'est-
a-dire soit au bout de 8 jours, soit aprés 20 jours afin de déterminer le nombre d'ceufs
qu'elles gardaient en rétention dans les ovalres.

Chacun des types de stimulation apportés par le male par sa feule présence et par
la copulation a pu étre mis en évidence par l'utilisation de différentes sortes de males.

— des males normaux hétérozygotes vestigial-Champetiéres, fréres des femelles étudices.

— des mailes XO issus du croisement entre des femelles vestigial et des males & XY
attachés. Ces miles ont l'avantage de ne pas produire de spermatozoides par arrét
de la spermatogenése au stade spermatide, mals leurs paragonies sont tout A fait
fonctionnelles et la production du liquide séminal est sensiblement normale.

-—— des males hétérozygotes vestigial-Champeliéres privés de leur tractus génital interne.
L’ablation a été faite sur des males agés de 5 jours, c'est-a-dire en plelne posses-
sion de leur potentiel sexuel. Elle consistait & extirper, par une incision de la face
ventrale de I'abdomen au niveau du 3¢ segment abdominal, la totalité des testicules,
des paragonies et du canal éjaculateur. II ne restait done a l'intérieur de l'abdomen
que le bulbe éfaculateur et le pénis. Les piéces externes sclérifiées et leur muscu-
lature restaient, en principe, intactes.

— des miles opérés mais chez lesquels 1'opération avalt provoqué une certaine ankylose
de la partle postérieure de l'abdomen. Cecl se traduisait chez ces madles par une
obturation plus ou moins compléte de la partie terminale externe du tractus génital
par un mélange de secrétions et de déjections qui immobillsalent complétement
I'édéage. Avec ces males, I'étude n’a été poursulvie que huit jours.

Des femelles vierges isolées donnalent la valeur de base de la fécondite.

Des femelles vierges groupées par 2 ont permis de définir l'action de la prisence
d'un autre individu sur la vitellogenése. Cette étude n'a aussi été effectuée que pendant
les hult premiers jours.

RESULTATS

1 - Fécondité journaliére

Les effets des diverses stimulations sont traduits par les courbes de
fécondité journaliere (figure 1).

La femelle vierge isolée, nourrie normalement, qui ne subit aucune
stimulation extérieure, présente une fécondité qui reste assez faible.
Nulle les deux premiers jours, elle s’accroit jusqu’au 9¢ jour pour se sta-
biliser a 30-35 ceufs par femelle.

Les femelles qui cohabitent avec des males sans appareil génital
présentent une ponte plus abondante, cependant la forme générale de la
courbe reste la méme. Quelques ceufs sont pondus le 2¢ jour puis leur
nombre s’accroit. La stabilisation de la ponte s’effectue des le 53¢ jour, a
un niveau trés nettement supérieur a celui des femelles vierges laissées
seules. Dés le 3¢ jour, les pontes obtenues sont statistiquement diffé-
rentes.

Les femelles maintenues avec des males XO présentent une courbe
de ponte beaucoup plus proche de celle des femelles inséminées. Non
seulement le nombre d’ceufs déposés est beaucoup plus important (en
movenne 90 ceufs par jour et par femelle) mais ces femelles présentent
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Fig. 1. — Fécondité journaliere de femelles isolées mises en présence de

différents types de males. A: femelles vierges; B: femelles avec miles
castrés; C: avec males stériles; D: avec miles fertiles.

un maximum de ponte situé au début de la vie. La moyenne décroit en-
suite réguliérement jusqu’a la fin de l'expérience.

Les femelles fécondées par des males normaux ont une ponte tres
abondante qui débute dés le 2° jour et présente un maximum de 127
ceufs par femelle le 5¢ jour. On observe ensuite une décroissance assez
réguliere jusqu’au 20¢ jour.

2 - Production des ceufs au cours des 8 premiers jours de vie

Elle se traduit principalement par le total des ceufs pondus pendant
ce laps de temps, mais aussi par le nombre d’'ceufs en rétention dans le
tractus génital femelle. Ce nombre, déterminé par dissection, donne une
indication supplémentaire sur l’état physiologique de la femelle. Le fait
que les observations portent sur 8 jours seulement n’est pas arbitraire ;
ceci correspond a la durée de la premiére vague de vitellogenese chez
la femelle vierge.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 1.



TABLEAU I

INFLUENCE DE DIVERS TYPES DE MALES SUR LE NOMBRE D'GEUFS PONDUS EN 8 JOURS ET LE NOMBRE D’'(EUFS EN RETENTION
m, moyenne ; C.V., coefficient de varlation ; n, nombre de femelles ; V, variation du nombre d’ceufs pondus par rapport aux femelles vierges lsolées.

CONDITIONS EUFS PONDUS EUFS EN RETENTION v
n
EXPERIMENTALES m C.V. m cv.
Femelles vierges par deux 114,60 4 13,90 66,48 49,11 3,67 40,92 30 X 0,78
Femelles vierges lsolées 145,29 |- 12,83 56,55 42,60 | 2,36 24,83 41 X 1,00
Miles castrés (1) 177,76 4 21,54 49,96 37,84 3,37 36,69 17 X 1,22
Males castrés (2) 295,61 + 19,50 33,64 31,05 -+ 2,09 27,84 26 X 2,03
Mailes stériles XO 495,49 + 15,64 22,54 25,96 -+ 1,20 24,01 51 X 3,41
Miles fertlles 712,48 + 48,01 12,64 26,00 + 1,69 32,59 25 X 4,90

(1) pléces génlitales non fonctionnelles.
(2) pléces génitales fonctionnelles.
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Outre les 4 cas correspondant a ceux de la figure 1, on trouve deux
catégories supplémentaires de femelles : des femelles vierges maintenues
par deux dont la production d’'ceufs est nettement inférieure a celle des
femelles vierges isolées ; des femelles en présence de méles opérés mais
dont les pieces génitales externes ont été immobilisées au cours des
8 jours d’observation, a partir d’'un age qui n'est pas toujours le méme
pour les 17 males.

Si I'on prend comme référence la production ovarienne de la femelle
vierge isolée, on peut calculer, pour chacun des groupes de stimulations
représentés par chacun des types de males, un coefficient qui exprime
I'activation subie par la femelle (V) au niveau de sa fécondité. Ce coeftfi-
cient est d'autant plus élevé que la gamme des stimulations est plus com-
plete. C’est ainsi que la fécondité de la femelle peut étre augmentée de
preés de 5 fois par 'action du male normal.

Le coefficient de variation calculé sur le nombre d’'ceufs pondus dé-
croit régulierement lorsque la production des ceufs augmente et que
les divers stimulus entrent en jeu.

Le nombre des ceufs en rétention dans les voies génitales femelles
diminue lorsque les stimulations s'ajoutent.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Si 'on admet que les femelles vierges isolées présentent le typc
d'ovogenése et d'ovulation de base d'une femelle soumise 2 un minimum
de stimulations extérieures, chacune des autres catégories de femelles
traduit I'effet de la présence et de l'additivité des diverses stimulations.

Les males castrés dont les piéces génitales externes sont bloquées
sont toujours excités par la présence de la femelle mais les séquences
de la parade, telles que les décrivent Bennet-Clarke et Ewing (1967) ou
Spieth (1966, 1968) se limitent aux battements d’ailes et au léchage.
C’est donc une stimulation purement nerveuse que recoit la femelle.
Elle n'a pas d’effet significatif sur le taux de production des ceufs. La
différence d’ceufs formés et 1’'écart type élevé s’expliquent par le fait que
les males ont été bloqués plus ou moins tardivement aprés leur opéra-
tion et qu’ainsi, pendant les premiers jours certains ont pu avoir le
comportement plus efficace des males non bloqués.

Les males opérés et qui gardent leurs pieces génitales externes mo-
biles poursuivent la parade et les tentatives d’accouplement plus loin
que les précédents. Le déroulement des séquences peut aller jusqu’a
I'accrochage et peut-étre l'intromission. En plus de la parade, la femelle
re¢oit donc une stimulation mécanique au niveau de ses pieéces génitales
qui provogue une ovogenése et une ponte beaucoup plus abondante que
dans le cas précédent, contrairement 4 ce qu'avait observé Kummer en
1960 (en présence de certains males particulierement actifs, le taux de
ponte a pu atteindre 90 ceufs par femelle et par jour). Il semble que
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ces différences soient dues a la technique opératoire. L’ablation du trac-
tus génital se faisait ici par une incision assez antérieure (3¢ ou 4° seg-
ment abdominal) alors que Kummer sectionnait seulement le canal éja-
culateur en avant du bulbe. Cette section pratiquée dans la partie pos-
térieure de l'abdomen a l'inconvénient de léser les muscles du bulbe
¢jaculateur et le réseau nerveux important de cette partie de I'abdomen.
Les males utilisés par Kummer ressembleraient alors beaucoup plus
aux males de la premiere catégorie chez qui l'opération provoque une
certaine ankylose de la partie postérieure de I'animal qui se complique
ensuite par I'immobilisation des pieces génitales.

Outre les stimulations nerveuse et mécanique, les males XO appor-
tent aux femelles le stimulus chimique que constitue le liquide parago-
nial et plus particulierement le sex peptide qu’il contient. La stimula-
tion apportée par ces males a déja été étudiée chez des femelles en ina-
nition protéique (Merle, 1970). La production des ceufs limitée par le
milieu nutritif était de 80 % de celle des femelles inséminées par un
méle normal pour une durée de 20 jours alors que la production des
femelles sur milieu normal n’est ici de que 75 % pour 20 jours et 69,5 %
seulement si l'on ne considére que les 8 premiers jours d’expérience.
Ce sex peptide si efficace a été trouvé par Fox (1956) dans les males
de Drosophile puis situé dans les paragonies par Chen et Diem (1961),
et purifié par Leahy et Lowe (1967). Utilisé en injection, sur des fe-
melles vierges, il provoque une ponte abondante (Chen, Buhler, 1970),
beaucoup moins cependant que la véritable copulation avec un male
XO0. Ceci tient peut-étre a la quantité de sex-peptide recu par la femelle
mais aussi a l'effet des deux autres stimulations nerveuse et mécanique.

Le stimulus supplémentaire apporté par le male fertile est la pré-
sence de spermatozoides qu'il introduit dans les voies génitales femelles.
L'action de ce stimulus a l'intérieur de la femelle est mal connu. C=
pourrait étre la production par les spermatozoides eux:mémes d'unc
substance chimique transportée ensuite par 'hémolymphe (Manning,
1962) ou bien seulement la présence et la mobilité des spermatozoides
a lintérieur des organes de stockage qui entraineraient la stimulation
de la femelle. Quel que soit son mode d’action, ce stimulus est relative-
ment important.

Il est intéressant de noter que la présence d'un individu de méme
sexe a un effet défavorable sur la vitellogenése et sur l'ovulation puis-
que le nombre moyen des ceufs en rétention est légérement plus élevé
que chez la femelle vierge seule.

Le nombre d’'ceufs en rétention diminue 4 mesure que les stimulus
des males s’ajoutent. Ce phénomeéne correspond a une accélération de
la vitesse de production des ceufs par I'ensemble des germarium, a une
élimination plus fréquente des ceufs mirs dont le temps moyen de sé-
jour dans les voies génitales femelles diminue ainsi qu'a une levée de
plus en plus compléte de l'inhibition de Vovulation qui existe chez la
femelle vierge.
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Malgré ces résultats, on ne peut cependant pas mesurer de fagon:
précise, l'effet propre a chacune des différentes stimulations car des
problemes se posent au sujet de leur fréquence et de la persistance de.
leur effet. .

On sait que les femelles inséminées par un méale normal refusent la
copulation pendant 7 a 8 jours (Merle, 1970), délai apres lequel la ré--
ceptivité sexuelle réapparait. Il est donc probable que les femelles en
présence de males normaux ne se sont accouplées que 2 ou 3 fois pen-
dant la durée de l’expérience. ‘

Il n’en est pas de méme pour les femelles en présence de males X0
chez lesquelles la réceptivité n’est que trés faiblement inhibée : un ac-
couplement est possible pratiquement tous les jours. La fréquence des
stimulations est donc beaucoup plus élevée et la quantité de liquide
paragonial transmise certainement plus importante.

Les tentatives d’accouplement des males castrés doivent étre elles
aussi, assez nombreuses, puisque la réceptivité sexuelle de la femelle
reste inchangée, sans que l'on puisse cependant fixer un chiffre méme:
approximatif.

La rémanence de chacune des stimulations est assez difficile a es-
timer. I1 est probable qu’elle est inverse de leur fréquence, c’est-a-dire
que l'effet de la coaptation des pieéces génitales ou du transfert de li-
quide paragonial est assez peu durable alors que la stimulation par les
spermatozoides doit avoir une persistance beaucoup plus grande.

De plus il ne serait pas exact de dire que l'augmentation du nombre
d’ceufs pondus ou formés est due au seul stimulus nouveau apporté par:
le male. Il est assez vraisemblable que chaque stimulation nouvelle vient;
agir en synergie avec les précédentes et que son effet en association:
est plus important que si elle agissait seule, sans que les autres l'aient.
précédée. :

En fait chacun des différents types de males apporte un ou plusieurs’
types de stimulus qui, par leur répétition, leur rémanence et l'effet de'
synergie qu'ils doivent présenter créent pour la femelle un certain ni-
veau d’activation que celle-ci transforme en un certain taux d’ovoge-
nese, ce dernier se traduisant par une production journaliére d'ceufs
plus ou moins importante. Suivant 'efficacité des stimulus et leur possi-
bilité de répétition, la femelle parvient plus ou moins rapidement a cette
limite supérieure de fécondité propre a chaque groupe de stimulations.
C’est pourquoi, les caractéristiques de ponte propres aux femelles vier-
ges (blocage de l'ovulation, stabilisation tardive de la fécondité) s’es-
tompent au fur et 2 mesure de l'addition des stimulus pour faire place
aux caractéristiques de ponte des femelles inséminées (ponte rapide et
importante avec un maximum au 4° ou 5¢ jour.)

Outre cette forte augmentation de la fécondité, 'accouplement agii
sur la physiologie de la femelle comme un régulateur, ce qui se traduit
dans l'expérience présente par une homogénéisation de plus en plus
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poussée des performances des femelles. Les femelles vierges isolées se
caractérisent par une variabilité trés importante. Chacune d’elles réagit
de fagon spécifique et apparemment assez anarchique. La fécondité est
un des critéres qui traduit le mieux cette variabilité. Chacun des stimu-
lus apportés par le male tend a réduire ces variations et leur groupe-
ment chez le male fertile normal permet d’obtenir une variabilité ré-
duite des femelles inséminées qui, au départ, ont été choisies au hasard,
dans le méme lot de femelles vierges que les témoins restés vierges pen-
dant 20 jours.

Chacun des stimulus nerveux, mécanique, chimique et celui propre
aux spermatozoides s’ajoutent aux autres pour transformer la produc-
tion de la premiere vague d'eeufs de la femelle vierge en une production
continue et importante qui nécessite la stimulation du cerveau et des
glandes endocrines pour se maintenir (Bouletreau-Merle, 1973). Les
différents stimulus arrivant par des voies différentes agissent en sy-
nergie sur les cellules neuro-sécrétrices du cerveau qui peuvent ainsi
maintenir 1'activité des glandes endocrines, lever I'inhibition de l'ovula-
tion et permettre a la femelle d’atteindre un optimum physiologique qui
expliquerait I'homogénéisation des résultats.
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