ETUDES SUR LES IGUANIDAE DE MADAGASCAR

V. — Evolution de lovccyte intraovarien
chez Chalarodon madagascariensis Peters, 1854 :
Observations histologiques et histochimiques (1)
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RESUME

L’évolution histologique de Povocyte intraovarien
de Chalarodon madagascariensis (Reptiles, lgua-

cours de DPovogenese de quelques constituants
histochimiques (lipides, glycogéne, A.R.N.) qui se

chronologique :

H. Ratuke (1839, 1848) ; A. LERE-

i BOULLET (1848, 1862) ; F. LeYDIG (1853) ; J. CLARK
 (1857) ; C. GEcENBAUR(1861) ; F.-].-C. MAYER (1865)

sont Tévélés intéressanis pour la recherche des

éléments de polarité.

ABSTRACT

G,

W. Warpever (1870, 1903) ; Th. EimMer (1872);

. H. Lupwic (1874) ; M. Braun (1877) ; C.-F. Sarasin

nidés) est décrite. On a précisé les variations au

(1883) ; C.-K. Horrmann (1889) ; A.-T. Ar~NoLD
(1892) ; OppEL (1892) ; H. STRAHL (1892) ; P. Min-
6azziN1 (1893) ; F. Toparo (1893); G. Osawa (1898) ;
M. Lovez (1900, 1901, 1902-a et b, 1903) ; J.-A.
Mever (1901, 1903) ; J.-H.-F. KoLuBrUGGE (1901);
Werzer (1902) ; L. Launoy (1903); J.-P.

' Munson (1904, 1912) ; CerruTI (1905) et G. Trincr
 (1905).

The histological evolution of the intraovarian -

oocyle in Chalarodon madagascariensis (Reptiles,

Iguanids) is described. During oogenesis, cyto- °

chemical localizations (lipids, glycogen, R.N.A))
can be related to the ooeyte polarity.

INTRODUCTION

La littérature relative 3 Povogenése des Reptiles
est peu abondante. Elle comprend, tout d’abord, une

et parfois ’Invertébrés, Nous citerons par ordre

(1) Les études antérieures de cette série, ont pour titres :

I.'— Le squelette de Chalarodon madagascariensis Peters,
1854. — Mém. Mus. Nat. Hist. Nat.. Paris Nlle série. A (Zoo-
logie), 33 (3) : 93 — 1£6(1965).

lI. — Observations sur I'écologie de Chalarodon madagas-
cariensis Peters. 1854, — (Ecologia. Berlin, 2 : 292 — 318
(1969).

Hr. Social and reproductive behavior of Chalarodon

madagascariensis. —-
134 (196Y).

IV. — Morphologie de lovaire de Chalarodon madagas-
cariensis Peters, 1854, — Bull. Soc. Zool. France, 94 (4) : 631-
640 (1969).

Leurs études, monographiques ou comparatives,
ont eu le mérite de dégager la structure générale
et la terminologie concernant les ceufs télolécithes
des Reptiles. Elles ont, pour la plupart, été analysées

. et discuiées dans la thése de M. Lovez (1905) et,

sauf cas particuliers, nous n’y reviendrons pas. Cet

| auteur, avec une remarquable précision, décrit,

notamment, le développement morphologique des
ceufs ovariens chez 13 espéces de Reptiles (6 Sau-
riens, 3 Ophidiens, 3 Chéloniens, 1. Crocodilien).
Son ceuvre met en évidence de nombreuses diffé:

. rences entre les divers ordres de Reptiles, et au sein
| d’un méme ordre (Sauriens, en particulier).

séric de travaux plutdt anciens qui s’adressaient, en
général, & une large variété d’espéces de Vertébrés, -

Les travaux plus récents ne concernent, trés
souvent, que des aspects particuliers de 'ovogenése,

. notamment :

Journ. of Herpetology, 3 (3-4) : 125-

— L’Etude du vitellus : H. Dusuisson (1905,
1906}, chez Testudo graeca et Lacerta viridis ;
H. HraBowsk1 (1926) ; R. Berrairs (1959) chez

Vipera berus ;

— L’Etude de divers organites cellulaires,
dont le nucléole par R.-G. MoserLra (1926) chez
Lacerta muralis 5 les inclusions cytoplasmiques,
par H. Burriarp (1924) chez Emys lutraria ; D.-R.
BarracEarYA (1925) chez Trionyx gangeticum,
T. hurum, Testudo graeca, Uromastix hardwickii et,
en 1929, chez le Gecko des maisons ; S.-K. Durrta
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et J.-J. Asana (1928) chez Calotes versicolor ;
D.-R. BrarracuaryA et K.-B. Lar (1929) chez des
Chéloniens ; D.-R. BuatTacHARYA, R.-S. Daser S.-K.
Dutra (1929) chez Testudo graeca ct Calotes
versicolor ; K.-B. LaL (1932, 1933) chez 4 espéces
d’Cphidiens ; M.-J. Dunne (1965) chez Sceloporus
undulatus :

— L’Etude des constituants spéciaux aux
ovocytes : le corps vitellin, par A.-S. Srivastava
(1948-a et b) chez 5 espetces de Lézards ; la zone
pellucide, par A. Tuinc (1918) chez 5 espéces de
Chéloniens ; les relations ovocyte-cellules foll-
cula‘res, par N.-E. Kemp (1958) chez Chrysemys picta.

Quelques descriptions plus ou moins sommaires
se rencontrent, en outre, dans des travaux consacrés
principalement & d’autres aspects de la reproduction
des Reptiles, comme, par exemple : Le cycle de
reproduction : R. Recamey (1935) chez Lacerta
agilis ; P.-D. Avrtiranp (1951) chez Terrapene c.
carolina ; La structure et le réle des corps
jaunes : M.-M.-M. Boyp (1940) chez Hoplodactylus
maculatus ; T.-W. Berz (1963) chez Natrix rhombi-
Jera ;La viviparité : voir revues in M. PANIGEL (1956)
et R. Baucror (1965) ; L’atrésie folliculaire
revue in N. Bons (1964).

s

Parmi les travaux les plus réecents, certains
concernent les aspeets histochimiques d= 1’ovo-
gendse : les phosphatases alcalines, par L. Arvy et :
M. GaBE (1952) ; les lipides, par Z. GRopzinsk1(1950) !
chez Lacerta agilis, S.-S. GURAYA (1958, 1959-a, b, ¢,
1961, 1963) chez 8 Reptiles indiens (Lézards,
Serpents, Tortue), revae in V. NaTH (1960) ; les
glucides, par H. Saint-Girons (1959) chez Vipera
aspis, les acides nucléiques, par V.-N. SHALUMOVICH
(1964) chez Testudo horsfieldi ; ces divers const-
tuants ont été étudiés au cours de 'ovcgenése |
d’Acanthodactylus erythrurus lineomaculatus par

N. Bons (1966).

Nous avons envisagé I’évolution de I'ovocyte de
premier ordre depuis le stade de repos qui succéde
3 la phase de multiplication jusqu’a la fin de la
vitellogenése. Ce travail est destiné a servir ds base
a une étude ultrastructurale de l'ovogenése chez
Chalarodon madagascariensis.

MATERIEL ET METHGDES

Nous avons utilisé 102 femelles de Chalarodon
madagascariensis provenant toutes des environs
immédiats de la ville de Tuléar, fixées soit désleur
capture, soit aprés 2 a 15 jours de captivité (en
vivariums éclairés et chauffés). Les lézards sont
sacrifiés par décapitation, sans anesthésie.

TECHNIQUES

Pour les recherches histologiques et histo- |
chimiques, les 2 ovaires sont fixés en bloc, aussitot
aprés une dissection rapide, dans les fixateurs 1

suivants : Bouin acétique, B.0.S.U., Stieve, Halmi,
formol salé, formol sublimé, formol-alcool-acétique
Ammerman, Carnoy, Zenker acétique, Helly, Re-
gaud, Champy, Flemming, Ciaccio, da Fano, Gendre
A 00C et & —800C, Pasteels-Léonard a 0°C. La
fixation & 0°C par le fixateur de Pasteels-Léonard

| nous a donné de bons résultats quantitatifs mais des

images de fuite dans les ovocytes. Nous n’avons pas
observé ces images aprés la fixation selon la méthode
de congélation-dissolution de Lison.

Les pitces ont été incluses a la parafline ou par
double inclusion celloidine-parafline, selon la mé-
thode de Peterfi ; 54 ont été débitées en coupes
sérides & S ou Tp. L’étude des lipides a été faite
sur coupes a congélation & 10 ou 20 p aprés une
fixation de 12 & 18 heures au formol-calcium selon

BakEer (1947) in L. Lison (1960).

Nous avons utilisé les colorations topographiques
suivantes : azan ; hémalun-éosine ; triple coloration
de Prenant au vert lumiére ; trichrome en un temps
selon Gabe et Martoja; triple coloration de
Flemming.

Les colorations histochimiques, qui ont donné
les meilleurs résultats, sont les suivantes :

— Les nucléoprotéines ont été mises en évidence
par le test de Brachet, a la R. Nast (solution a
0,01 p. 100 en eau distillée de ribonucléase) avec
coloration au vert de méthyl-pyrenine ou a la
gallocyanine. I’ADN a été révélé par la réaction
de Feulgen, aprés fixation au Carnoy, Champy ou
Zenker acétique.

— Les protéines : par la réaction de CHévremont

| et Frédéricq, variante de LiLLIE in L. Lison (1960),
| (détection des radicaux réducteurs) et la réaction a

A

la ninhydrine-Schiff selon Lison (protéines a

. radicaux NH~-2).

— Les lipides : par le Soudan IlI, aprés fixation
au bichromate de potassium, sur coupes a la paraf-

| fine ; sur coupes a congélation, par écarlate S,

le noir Soudan B en solution saturée dans le butanol
selon Lison, HADLER et Sampato (1960) in Lison
p. 749, les lipides a caractére acidique par le blen
de Nil, les lipides & doubles-liaisons conjuguées
par la réaction Ou-Schiff, variante de Lison (1939),

i les phospholipides par I'hématéine acide selon

- Baker (1946) in L. Lison (1960), sur coupes a

congélation aprés post-fixation dans du bichromate-
calcium et contréle aprés extraction par la pyridine.

— Le glycogene a été détecté par la réaction de
Hothkiss, Mac-Manus et Lillie (APS) en milien
aqueux ou alcoolique avec contrdle par la salive
ou la maltase, selon LiLLie (1947) in Lison
(p- 748 ; 420), apres fixation au Gendre & 0°C ou
— 800C, selon la méthode de congélation — dis-
solution de Lison (1949).

— Les mucopolysaccharides acides par la
réaction a 'APS, et par les réactions métachromati-
que de Lison, et au bleu Alcian.



Les mesures relatives aux ovocytes sont effectuées
au micrométre oculaire dans deux directions ortho-
gonales. Dés que le méme élément se retrouve sur
plusieurs coupes sériées, on a calculé son épaisseur.
Les dimensions fournies sont la moyenne arith-
métique de ces 2 (ou 3) mesures, et ont été établies
sur 5 & 10 éléments de méme nature.

DESCRIPTION

Pour caractériser les différentes étapes de l'ovo-
gendse dans les ceufs télolécithiques, les auteurs
ont considéré principalement, soit les phénomeénes
nucléaires (M. Lovez, 1905), =oit les phases de la
vitellogengse (discussion in C.-P. Raven, 1961),
soit la structure du follicule (N. Bons, 1966).

L orientation de notre exposé nous a conduit
retenir les 3 étapes classiques suivantes : les phéno-
ménes préméiotiques, la prévitellogentse et la
vitellogenése.

Pour chacune d’elles, nous nous attacherons a
toujours paralléliser les évolutions nucléaire et
cytoplasmique.

Bien que ce travail soit consacré & lovocyte,
nous donnerons, afin de mieux le caractériser,
quelques précisions sur ses enveloppes.

4. PREMIERE ETAPE : PHENOMENES PRE-

MEIOTIQUES

Elle concerne I’évolution de 'ovocyte de premier
ordre depuis le stade de repos jusqu’au début du
stade diploténe, marqué par un aspect en réseau

de la chromatine (stade réticulé de M. Lovkz,

1905). Durant ioute cette étape, lovocyte reste
situé dans le lit germinatif.

Les phénoménes nucléaires constituent
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| délimitée. 11 ne semble pas exister & ce stade, ni
dans les 3 suivants, de glycogéne, ni de mucopoly-
saccharides dans le cytoplasme. (Aprés la fixation
au Gendre 8 — 80°C, il est pratiquement impossible
de repérer I’état du noyau : nous nous sommes donc
basés sur les dimensions moyennes des cellules).

iI. STADE LEPTOTENE

i Le diamétre moyen de lovocyte passe de 8,5
a4 12 p et celui du noyau & 8 w. Aucun nucléole
n’est visible.

Dans le cytoplasme apparait une calotte osmio-
phile granuleuse coiffant le noyau ; cette calotte
présente une réaction faiblement positive a la
pyronine et négative aprés action de la ribonu-
cléase; elle contient donc de PARN. On y distingue 3
ou 4 inclusions trés denses et fortement osmiophiles
qui pourraient représenter des corps golgiens. La
zone hyaline persiste ; elle occupe souvent, par
rapport au noyau, une position opposée a la calotte
osmiophile.

III. STADE ZYGOTENE

Les volumes ecytoplasmique et nucléaire sont
approximativement les mémes qu’au stade précé-
dent. Un nucléole de 1,5 w de diameétre apparait ;
il est optiquement homogéne, et parfois situé en
regard de la calotte cytoplasmique juxtanucléaire.
Celle-ci, devenue fortement osmiophile et pyronino-
phile, tend vers une forme en fer a cheval, qui
marque le début de la migration du corps vitellin de
i Balbiani (CB,q). A proximité immédiate, on ob-
serve parfois une petite vésicule, nettement déli-
mitée, ronde, de 1,5 . de diameétre, représentant le
. centrosome. Nous n’avons jamais observé les
. centrioles, ni & ce stade, ni i aucun des suivants.

des

repéres commodes au cours de cette premiere

étape ; les images que nous avons observées sont
trés comparables a celles figurées par M. Lovez
(1905) et nous nous bornerons i y apporter éventuel-
lement quelques précisions. Par contre, nous
examinerons plus spécialement Dévolution corré-
lative du cytoplasme, dans lequel se forme, puis se
disperse le noyau de Balbiani.

I. STADE INTERPHASIQUE

La cellule a un diametre moyen de 8,5 w et celui
de son noyau, plus ou moins central, est de 5,5 p.

La chcomatine, trés colorable, se présente en |
nodules, le plus souvent situés contre la membrane

nucléaire. Le noyau renferme un — rarement 2 —
nucléole de moins de 1,5 p de diametre.

Dans le cytoplasme, on observe un amas de
granulations juxtanucléaires légérement pyronino-
philes et & un péle de la cellule une zone claire, mal

IV. STADE PACHYTENE

Ce stade, le mieux représenté sur nos prépa-
rations, cst sans doute le plus long, alors que le
stade zygoténe, qui ne correspond & aucun accrois-
sement sensible de Povocyte I est le plus fugace.

Le diameétre moyen de la cellule passe de 15

- a 30 p et celui du noyau de 8 & 11-12 u. Dans le
noyau, le nucléole, toujours unique, passe de 1,5

, @ 6 p. Sa structure et sa position restent identiques ;

| on notera sa grande richesse en ARN,

|

Au cours de cet accroissement, le corps vitellin
de ‘Balbiani se disperse dans tout le cytoplasme
qui devient homogéne, finement granuleux, os-
miophile et riche en ARN. La recherche des lipides,
apres fixation selon BAKER (1946) in L. Lison (1960)
révele la  présence dune zone
soudanophile.

k)

périnucléaire
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V. STADE RETICULE (DIPLOTENE INITIAL)

Le diametre de la cellule s’accroit de 25 & 55 u
et celul du noyau de 12 a 30 p.

10 Le noyau a Daspect réticulé qui précede
I'apparition des chromosomes plumeux.

Le nucléole, toujours unique, devient dés le début
de ce stade hétérogéne : il apparait au sein de sa

masse, sphéroide, 1 ou 2 vésicules internes (vési-

cules « intranucléolaires ») qui augmentent en taille
et parfois en nombre (3 ou 4 au maximum). Les
tests histochimiques montrent que ces vésicules

ne contiennent pas ’ARN. Le nucléole a pris un |

aspect en cupule, mais reste sphérique. Il apparait
alors dans I'épaisseur de sa paroi ungrand nombre
(jusqu’a une vingtaine) de petites vésicules (dites

« épinucléolaires »), soit groupées dans une région -

particuliére, soit disséminées (P1. I, fig. 1).

20 Dans le cytoplasme, toujours homogéne et
légérement pyroninophile, apparaissent quelques
groupes de granulations colorables par le vert de
méthyle, mais non par le Feulgen (FG 4 et FN ),
qui ne peuvent étre considérées comme de PADN
(A.-M. CatEsson, 1966). Le cytoplasme ne renfer-
me pas de glycogéne ni de protéines a radicaux NH, ~.
La répartition des granules lipidiques cst sensible-
ment la méme qu’au stade précédent ; ils sont con-
centrés dans une zone juxtanucléaire.

Le follicule commence a se former : d’abord 2-3-4
petites cellules, puis une couronne compléte de

cellules de 5-6 w de diameétre. A la fin de ce stade, les |
premiéres cellules claires, & croissant osmiophile, |

apparaissent dans la granulosa.

B. DEUXIEME ETAPE : PREVITELLOGENESE |

La prévitellogenése est marquée par I'apparition
et la migration d’abondantes formations basophiles
cytoplasmiques, et s’achéve avant le développement -

des granules corticaux. Durant cette étape, Povocvte
s’accroit notablement, passant d’un diameétre moyen
de 60-100 p 4 750 w et quitte le lit germinatif.

P, BLANC

| L. NOYAU
|

Son diameétre passe de 30 & 120 w et il prend
Vaspect de vésicule germinative. Son évolution
concerne  essentiellement la chromatine et les
nucléoles.

a. — Des chromosomes plumeux apparaissent

dans des ovocytes de 55 & 100 u de diamétre moyen.

i 1ls deviennent cnsuite de moins en moins colorables,
puis disparaissent.

b. — L’évolution chromatique s’accompagne de
. changements nucléolaires. Le nucléole unique, en
cupule, prend une forme de plus en plus évasée
(8 X 2 p). Il se réduit & une « coque » mince dont la
colorabilité a la pyronine diminue peu & peu. Alors
qu’il s’estompe, il apparait tout d’abord, sur les
chromosomes plumeux, 4 & 8 petits nucléoles de
1,5 ¢ de diamétre. La membrane nucléaire est alors
nettement plissée.

Ensuite, quand l'ovocyte passe de 250 & 750 p,
larégion centrale de la vésicule germinative renferme
plusieurs dizaines de nucléoles dont les plus externes,
plus gros et hétérogénes (vésicules «intranucléo-
laires » ), sont disposés en couronne et amorcent une
| migration centrifuge. Il semble qu’ily ait une multi-
plication des centres organisateurs sur les chromo-
somes plumeux.

II. CYTOPLASME

Le cytoplasme apparait homogéne jusqu’a une
! taille d’environ 250 p. Ensuite la fixation, par des
. agents non chromés ou osmiés, provoque la forma-
tion de grandes vésicules au centre du cytoplasme.
. Nous examinerons successivement chacune de ces
deux phases.

|
10— Ovocyte de 55 & 250 . :
|

a. — Formations basophiles

Dans le cytoplasme, entourant partiellement le

noyau, apparaissent des structures d’aspect

! fibrillaire qui présentent les caractéres histochimi-
 ques suivants (Tableau no 1) :

Tableau n° I

f

i
i
‘
Protéines A groupements : réducteurs i
i

aminés

{ Gallocyanine [

+-++
..................................................... e
Basophilie Bleu de toluidine ! ERETNE
Pyronine R
RNA

, Test de Brachet
Variante de Lillie (in L. Lisox, 1960)

Ninhydrine-Schiff
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’ |
Osmiophilie | Champy ‘ +
: _ [— )
Ecarlate R —
[
Lipides Noir Soudan B

(Jalonne les filaments)

Polysaccharides

APS

Ces formations sont basophiles (nous les dénom-
merons par la suite FB,) et remarquables par leur
richesse en ARN. Les faisceaux de filaments ne sont
bien visibles qu’aprés les fixateurs suivants : Zen-
ker, Carnoy, Bouin, Flemming, et peu ou non
observables apreés le formol, le Gendre a (eC.,
le Pasteels. Nous avons constaté que les structures
filamenteuses disparaissent lorsque les animaux sont
sacrifiés aprés une captivité d’une douzaine de
jours. Le cytoplasme est alors homogéne et fortement
pyroninophile.

Ensuite, dans un ovocyte de 100 a 200 u, les FB,
se dispersent en s'éloignant du noyau. Les plages
pyroninophiles augmentent de taille et tendent a
entourer le noyau, avec une certaine dissymétric.
Puis elles se fragmentent, occupent tout le cyto-
plasme, et finissent par former une couronne péri-
phérique ol les filaments ont une disposilion

tangentielle (P1. 1I).
b. — Constitution histochimiqgue

Le cytoplasme comprend trois zones :

— Une zone corticale dépourvae ’ARN et de
glycogéne, mais riche en lipides colorables au noir
Soudan B, aprés fixation selon Baler, et qui contient
également quelques granulations osmiophiles. Les
lipides soudanophiles occupent surtoul un croissant
opposé au noyau. Des phospholipides apparaissent
dans une zone sous-corticale.

Les formations basophiles riches en ARN,
ne renfermant pas de glycogéne ni de lipides.

mais

—— Une zone juxtanucléaire, vacuolaire, contenant
de fines granulations lipidiques soudanophiles,
plus nombreuses A proximité du noyau, auxquelles
s'ajoutera du glycogéne.

Dans un tel ovocyte, Pépithélium folliculaire
est composé dune seule couronne de cel-
lules : de grandes cellules & noyau clair, & chro-
matine peu colorable, et & cytoplasme présentant
une réaction positive bien localisée, juxtanucléaire, &
la pyronine et a la gallocyanine, alternent approxi-
mativement avec de petites cellules & noyau densc.

La zone pellucide est encore impaire, et devient
APS 4. Les deux théques se sont différenciées. La

membrana propria présente une réaction positive

a PAPS.

2. — Ovocyte de 250 & 750 . :

a. — Au centre de Povocyte, et & proximité du
noyau fortement excentré, se développent 2 ou
3 vésicules de forme irréguliére, entrecoupées de
trabécules cytoplasmiques.

Ces vésicules ne s’observent que dans les fixateurs
suivants : Gendre, Carnoy, formol salé, formol
sublimé, formol-alcool-acétique, Pastecls-Léonard
et non aprés Regaud, Ciaccio, Zenker, Champy,
Flemming, qui sont des fixateurs chromés ou
0smiés.

La recherche du glycogéne, aprés fixation au
Gendre a 0°C ou dans le milieu de Pasteels-Léo-
nard & 0°C, et api2s test & la salive (ou a la maltase),
a été fortement positive, mais non localisée. Par
contre, la méthode de cryosubstitution de L. Lison
(1960, p. 717) a — 80°C permet de déceler, a
Iintérieur, et surtout au bord de ces vésicules,
une grande accumulation de fins granules. Nous
pouvons donc conclure que ces vésicules renferment,
notamment du glycogéne.

Les fixateurs osmiés (Ciaccio, et surtout Champy,
suivi d’imprégnation osmique pendant 8 jours :
procédé Nassonov-Kolatchev) mettent en évidence
un « positif » de ces vésicules (PL. 111, fig. 1), colo-
rable au Soudan IIl et au noir Soudan B aprés le
Ciaccio, noir aprés le Champy. Ces observations
semblent indiquer la présence de substances os-
miophiles non détruites par les éclaircissants
pendant Dinclusion. La recherche des lipides,
sur coupes a congélation, montre que cette zone
juxtanucléaire contient des phospholipides, des
lipides & doubles-liaisons conjuguées et, probable-
ment, d’autres inclusions lipidiques non identifiées.

Il y a done, a proximité du noyau, au moment de
la formation de la premitre génération de petits
nucléoles, une synthése de glycogéne associé a des
lipides. Ces grandes vésicules augmentent tout
d’abord de volume, puis finiront par confluer, et
resteront limitées & la région centrale de I'ovocyte.
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b. — La couronne de FB, se désorganise puis se !

reconstitue de telle sorte que les filaments prennent
alors une disposition paralléle, radiaire (P1. 1I). A
leur limite interne, ure rangée de petites vésicules,
entourées par les filaments, semble étre le produit
de leur activité,

c. — La calotte sous-corticale phospholipidique

persiste jusque dans un ovocyte d’environ 700 @ de

diamétre moyen, puis disparait. Au-dela, les lipides
se répartissent en 2 régions : une zone corticale
contenant des phospholipides et une zone centrale

CHARLES P. BLANC

correspondant a4 peu prés & Pemplacement des
grandes vésicules décrites ci-dessus.

Vers la fin de ce stade, se différencie une zona
radiata striée (0,5 2 1 @ d’épaisseur) sous la mem-
brane vitelline.

La granulosa comprend 3 types de cellules : les
petites cellules basophiles & noyau dense et cyto-
plasme réduit, de grandes cellules claires piriformes
et des cellules intermédiaires. Elle varie de 20 A
30-40 . d’épaisseur. Les théques se sont dévelop-
pées : leur hauteur totale est passée de 4 i 20 p.

HI. Tableau récapitulatif de I’évolution morphologique au cours de la prévitellogenése (tableau n° 2).

:} Noyau
Diameétre (p) de Povocyte Ty T T T Cytoplasme
Chromosomes plumeux Nucléoles :
1
55 ? 1
i . Formations basophiles (FB,) :
} Apparition e apparition
1 0
100— o - - e
% 0
e Formations basophiles (FB,) :
i ;i :
48 dispersion
i Nucléoles centraux
250— - - — e e e
i 0
} Disparition T Grandes vésicules juxtanucléaires
750 ; Nombreux nucléoles centraux|
C. TROISIEME ETAPE : VITELLOGENESE + b. — Les nucléoles centraux doivent jalonner les

Elle comprend les 2 stades suivants : développe- |
ment des granules corticaux et dépot du vitellus
protéique, pour lesquels nous rapporterons succes-
sivement nos observations relatives a la vésicule
germinative et au cytoplasme.

I. PREMIER STADE : DEVELOPPEMENT DES
GRANULES CORTICAUX

L'ovocyte passe de 700 3 1800 p et la vésicule
germinative de 120 & 230 u.

1. — Vésicule germinative

Ce stade est caractérisé par la présence d’un tres
grand nombre (probablement plus d’un millier)
de nucléoles. Leur taille varie de 0,5 2 2,5 p.

a. — Les nucléoles périphériques sont de plus en
plus nombreux, et se rapprochent de la membrane
nucléaire. Ils forment au début plusieurs couronnes
concentriques (pl. 1, fig.3), mais cette disposition ’
g’estompe quand leur nombre augmente. Les plus |
externes sont souvent les plus gros, et des vésicules ’
intranucléolaires apparaissent.

chromosomes et réalisent une disposition caractéris-
tique des Reptiles, ou au moins des Squamates
(M. Lovez, 1905). Cet auteur avait ohservé que la
chromatine n’occupe pas tout le volume nucléaire,
mais qu’elle reste localisée A une zone centrale qui
se restreint quand la vésicule germinative s’accroit.
Nous pensons, comme M.-M.-M. Boyp (1940),
qui a retrouvé cette disposition chez un Gekkonidé
de Nouvelle-Zélande, Hoplodactylus maculatus,

| que — tout au moins pendant la plus grande partie

de ce stade — les chromosomes continuent & occuper
le méme volume : une sphére de 40 1 de diamétre
chez Chalarodon madagascariensis (35 u chez
Hoplodactylus maculatus). N. Bons (1966) a re-
trouvé la méme disposition chez Acanthodactylus
ervthrurus lineomaculatus.

2. — Cytoplasme

a. — Morphologie :

La couronne des I'B; occupe une position trés
périphérique, séparée de la zona radiata par un
cytoplasme cortical basophile (Fig. 1).

Aprés fixation au Champy, se développe, dans

. une zone interne par rapport aux FB;, un anneau
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FIGURE 1

Détail de la région cxterne d¢’un ovocyte de 1300 . de
diaméire moyen. On irouve successivesnent :la couche péri-
phérique avec ses inclusions (mitschondries [m] et corps de
Golgi on (?) L2-bodies, des granules corticaux (GC) et quelques

vésicules claires ; les FB; plus étroites et plus superficielles, en
couronne, puis la zone interne toujours riche en granulations
osmiophiles et ol se développent les granules corticaux.
Dans la zone pellucide (ZP) on observe de fines inclusions
osmiophiles.
BT 21 : Nassonov-Kolatchev ; 54 mm. ; 17-11-65.

ABREVIATIONS
FB, : premiéres formations basophiles ;
G : granulosa ;
GC : granules corticaux ;
H :hile;
L :lipides ;
m : mitochondries ;
mp : membrane plasmique ;
N  :noyau;
n : nucléole ;
nB : noyau de Balbiani ;
PV : plaquettes vitellines ;
T : théque;
TE : théque externe ;
TI : théque interne ;
ZP : zone pellucide ;
ZR : zona radiata.

de nombreuses granulations osmiophiles, situées
chacune dans une vésicule claire, de taille nettement
supérieure, qui disparait ensuite.

Contre la membrane nucléaire se développe une
zone trés basophile (FB,) contenant notamment de
PARN. Elle ne prend jamais I'aspect de faisceaux
de filaments observés dans les FB,.

Les grandes vésicules juxtanucléaires, a la fin de
ce stade, disparaissent. Elles se fragmentent et sont
repoussées a la périphérie contre les granules cor-
ticaux par le développement des FB,.

b. — Histochimie :

Le glycogéne est alors localisé en une mince
couronne de 12 p. d’épaisseur dans le cytoplasme
cortical, contre la membrane de ovocyte.

La recherche des lipides montre que ceux-ci sont
répartis en 3 zones : une région corticale contenant
des phospholipides, et deux anneaux concentriques
(PL 1V, fig. 2). Pour un ovocyte de 1600 p de
diamétre moyen, le premier anneau se trouve
environ & 60 u de la membrane vitelline ; il a 140 w
d’épaisseur, et est séparé du deuxiéme anneau par
par une zone de 60 a 80 p, dépourvue
de lipides ; le deuxi®me anneau, d’environ 90 p
d’épaisseur, est moins riche en lipides que le
premier. Ls contenu des granules corticaux ne
renferme pas de phospholipides ; mais, dans les
petites vésicules les plus proches du novau, on
décele une petite quantité de lipides a doubles-
liaisons conjuguées.

La zona radiata devient plus visible et mesure
en moyenne 2 u, et la membrane vitelline : 1,5 w.

II. — SECOND STADE : DEPGT DU VITELLUS
PROTEIQUE

I’ovocyte | passe de 1 800 . & sa taille maximale
qui est voisine de 7000 u, soit une augmentation
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de 60 fois son volume au cours de ce dernier stade. ' I'ovocyte que par une mince couche de cytoplasme
Le dépét du vitellus protéique apparait dans un = cortical. La membrane nucléaire est fortement
ovacyte de 2200 u de diamétre moyen. Nous le i plissée ; il arrive qu’elle apparaisse rompue, et une
décrirons dans un ovocyte d’environ 5000 . observation indiquerait un écoulement du suc
i nucléaire dans le cytoplasme ; toutefois un artéfact

de fixation ne nous parait pas exclu. Ce phénoméne
1. — Vésicule germinative i

a déja été figuré par M. Lovez (1905) chez Tropi-

donotus natrix.

Sa croissance est arrétée, et elle a méme tendance
a régresser. Elle occupe une position fortement

[
| Les chromosomes se présentent sous une forme
excentiique et n’est séparée de la membrane de | trés condensée. Ils reprennent leur colorabilité au

FIGURE 2
Schéma d’un ovecyte en cours de dépst du vitellus protéique : diamdtre moyen = 2 600 (L.
1351 : cyloplasme de type cortical ;
2 5 2° : granules certicaux ;
3 : vitellus protéique.

La calotte de forte pyroninophilie, dans la zone 2, est figurée par un pointillé.
P’ 52 :jlot de vitellogenise tardive.
CB 12 : €arnoy ; vert de méthyie-pyronine ; 55 mm ; 17-11-66.
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vert de méthyle et apparaissent comme de petits
bitonnets (stade des tétrades) dans un espace de
10 X 12 p au centre de la vésicule germinative

(PL 1, fig. 4).

11 subsiste encore 5 ou 6 petits nucléoles a leur
voisinage immédiat. Tous les autres ont disparu.

2. — Cytoplasme

Le cytoplasme comprend trois zones d’aspect
tres différent (Fig. 2) :

— Zone 1: Une zone corticale, dont I’épaisseur

diminue au fur et & mesure que ovocyte grossit :
40 p pour un ovocyte de 4,5 mm de diamétre
moyen, 8 p dans un ovocyte sur le point d’étre
pondu, mesurant 7-8 mm
disparait jamais complétement. Le
est finement granuleux, il contient des vésicules
claires, assez grosses et non alignées. Cette zone est
légérement basophile et le test de Brachet montre
qu’elle renferme une petite quantité d’ARN ; au
niveau du noyau, elle est différenciée en un
croissant plus basophile et finement granuleux. Le

de diamétre, mais ne
cytoplasme -

cytoplasme cortical est légérement osmiophile et 3

contient des protéines a groupements réducteurs,

des lipides soudanophiles non acidiques, mais pas

de phospholipides, et de fines granulations de
mucopolysaccharides acides.

Dans le cytoplasme cortical, apparaissent, dans
des vésicules, au niveau des restes des FB;, trés
dissociés et en voie de disparition, des granules
corticaux dont la taille croit en direction centripéte
( Fig. 3). Ceux-ci envahissent compléternent

la |

zone 2. On observe, assez fréquemment, le passage
de cellules de la granulosa dans le cytoplasme .

cortical.

— Zone 2 : Interne par rapport au cytoplasme
cortical, elle est constituée par un grand nombre de
granulations trés serrées, qui entourent compléte-
ment le noyau. Elle forme, dans un ovoecyte de
2,5 mm de diamétre moyen, une calotte sub-
symétrique par rapport a la vésicule germinative
(Fig. 2). Dans un ovocyte plus 4gé, cette zone

forme un anneau continu, interne par rapport au

cytoplasme cortical. On retrouve, a l'intérieur de la
zone 2, des enclaves de cytoplasme cortical.

Les diverses réactions histochimiques montrent
que ces granulations sont trés basophiles, mais ne
contiennent pas d’ARN (test de Brachet) ; elles sont
trés riches en protéines & groupes réducteurs et
aminés, et renferment une faible quantité de lipides
soudanophiles. D’autre part, elles sont riches en
mucopolysaccharides acides.

On retrouve ces granulations (2) dans une ou
deux zones plus ou moins centrales entourant un
cytoplasme d’aspect cortical. Elles représenteraient
des ilots de vitellogenése tardive résultant de lacti-
vité des FB,. A la limite entre la zone 2 et la suivante,

FIGURE 3

Détail de la région périphérique d’un ovocyte en cours de vitel-

logenése protéique (dimensions :5,3 X 4 mm) (Légendes : voir

fig. 2). La zene radiata est bien développée. La zone 2 est

envahie par des granules de taille et de nature variables, et

Ia zone 3 par des plaquettes protéiques vitellines (PV) et des
gouttelettes lipidiques (L).

. AK 27 : Zenker ; réaction métachrematique de Lison ; 50 mm;

10-X11-65.

on trouve quelques vacuoles lipidiques. Ces vacuoles
contiennent des lipides soudanophiles et non
acidiques.

— Zone 3: Elle occupe tout le reste du cyto-

| plasme de lovocyte, & Pexception des zones de



188

CHARLES P. BLANC

H

FIGURE 4
Schéma d’un ovocyie de 4 X 5 X 5,3 mm.
1 ; 1’ : Cytoplasme de type cortical;
2 ;3 2°; Cytoplasme a granules corticaux 3

3a ; : Cytoplasme 2 granules et i vitellus protéique ;
3b : Cytoplasme a petites plaquettes 3
3b"; : Cytoplasme a grandes plaquettes ;5

1° ;5 2 ; Het de viteHogentse tardive.
La position du noyau cst marquée par une iavagination de la zone 2.

Les 2 fleches indiquent les gradients de taille croissante des plague-tes vite'lines,

AK 19 : Zenker ; blen de toluidine ; 50mm ; 10-XTII-65.

[
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vitellogenése tardive (Fig. 4). Elle contient du
vitellus lipidique en globules de taille croissante
vers le centre de l'ovocyte et des plaquettes pro-
téiques dont la taille croit dans le méme sens et qui
finissent par confluer. Le diamétre des gouttelettes
lipidiques est trés variable : il peut atteindre 40 p,
avec une moyenne de 16 p environ. Les plaquettes
ont une forme hexagonale, ou dérivée, et mesurent

de 6 2 18 p.

Les globules lipidiques renferment notamment
des phospholipides, surtout au centre de I'ovocyte, -
mais pas de lipides acidiques ; ils sont bordés d’une |
frange contenant des lipides 4 doubles-liaisons
conjuguées (0y-Schiff). Les plaquettes, trés baso-
philes, ne contenant pas d’ARN, sont essentielle-
ment protéiques ; elles renferment notamment des
protéines a groupes réducteurs aminés.

La zona radiata persiste et apparait trés distendue
(4 ). L’épithélium folliculaire est réduit & une seule
couche de cellules de 2 a 10 . d’épaisseur. La hauteur
des théques varie de 16 a 20 p.

CONSIDERATIONS GENERALES ET

DISCUSSION

Nous considérerons successivement !’évolution
structurale, I’évolution histochimique et les élé-
ments de polarité dans les ovocytes de premier ordre.

I. — EVOLUTION STRUCTURALE

1. — Evolution morphologique

Le tableau n® 3 établi a partir de plusieurs
centaines de mesures, rassemble les principales
caractéristiques de V’évolution morphologique de
I'ovocyte de premier ordre chez Chalarodon
madagascariensis.

2. — Variations du rapport nucléo-cytoplasmique
(RNP)

A Tintérieur de chacun des différents stades,
lamplitude des variations du RNP est trés impor-

tante. Elle peut éire due, en partie, & l'action des
fixateurs, entrainant une certaine imprécision dans
' figurée — chez les Reptiles par beaucoup d’auteurs

nos mesures, effectuées sur coupes sériées. Néan-
moins, il est possible de dégager les grandes lignes
de son évolution.

Au stade de repos, le RNP est voisin de 0,5. 11 -
passe ensuite par un maximum voisin de 1 ou :
méme légérement supérieur (1,2) aux stades lepto-

P, BLANC

téne et zygoténe. Il décroit, dés lors, jusqu’a 0,1 — |

0,2 a la fin de la premiére étape, puis assez régu- |
litrement jusqu’a 23 3 . 1672 au stade du dévelop-
pement des granules corticaux. Sa régression

continue ensuite a s’accentuer pendant le dépét du
vitellus protéique: il est inférieur 4 1. 107 pour
un ovocyte de 5 millimétres de diamétre moyen.

Dong, chez ce reptile, malgré la transformation
du noyau en une volumineuse vésicule germinative,
le RNP est, dans I’ensemble, constamment décrois-
sant, avec de fortes fluctuations.

3. — Evolution nucléolaire

Nos observations montrent que deux phases se
succédent dans son évolution :

Jusqu’au début du stade des chromosomes plu-
meux, le nucléole reste unique. Son diamétre

" augmente de 146 yu & la fin du stade pachyténe. Cet
| accroissement est plus rapide que celui du noyau.

Le rapport entre les volumes du nucléole et du
noyau passe d’environ 0,8 a 10 p. 100. Ensuite
apparait une nouvelle génération de petits nucléoles,
trés nombreux (jusqu’a plus d’un millier), d’abord
centraux, puis gagnant la périphérie de la vésicule
germinative en formant des couronnes plus ou moins
nettes.

11 existe donc chez Chalarodon madagascarien-
sis, comme chez les autres Reptiles étudiés, deux
cycles nucléolaires successifs, bien distincts. Mais
les petits nucléoles ne proviennent pas d'une frag-

i mentation du nucléole initial, contrairement a ce

qu’a observé N. Bons (1966) chez un Lacertidé
marocain, Acanthodactylus  erythrurus lineo-
maculatus.

Nous avons vu qu’a certains stades de leur évolu-
tion, les nucléoles apparaissent hétérogénes (amphi-
nucléoles) :

Au début du stade diploténe, le nucléole unique a
une forme sphéroidale, et renferme 2, 3 ou 4 vésicules
claires, « intranucléolaires ». I1 prend alors une forme
en cupule qui tend a s’évaser. Dans Iépaisseur de la
paroi de cette cupule (ou sur sa face externe) se
forment ensuite une seconde série de vésicules
« épinucléolaires », plus petites et plus nombreuses
(une vingtaine). Au cours de la prévitellogenése, les
plus gros des nucléoles du second cycle (qui sont le
plus souvent périphériques) présentent quelques
vésicules intranucléolaires.

L’hétérogénéité du nucléole a été signalée — ou

(ainsi que dans les ovocytes de nombreuses autres

. espéces animales).

L’évolution des vésicules nucléolaires est compa-
rable & celle décrite par L.-H. BREITSCHNEIDER et
C.-P. Raven (1946) chez Limnea stagnalis.

N. LanE (1967) a décrit I’évolution du nucléole de
I’Amphibien Triturus viridescens. Elle distingue une

! phase de fragmentation du nucléole sphéroidal, la
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formation d’un anneau, puis le retour 4 une forme
sphéroidale. Chez les Reptiles des images de frag-

P. BLANC

mentation (ou bourgeonnement) du nucléole ont été |

figurées par M. LovEgz (1905) chez des Reptiles variés
Tropidonotus natrix, Lacerta stirptum, Testudo

graeca. M.-M.-M. Boyp (1940), d’aprés ses obser-

vations sur Hoplodactylus maculatus, a contesté
leur existence : elle pense qu’il s’agit d’artéfacts
d’observation. (nucléoles superposés). Nous n’avons
jamais rencoatré chez Chalarodon madagascariensis
de tels aspects.

Chez les Reptiles, M. Loygz (1905) a figuré des
nucléoles ol 'on reconnait existence des vésicules
intra- et épinucléolaires (cas de Testudo radiata),
correspondant a I’évolution nucléolaire observée chez
Chalarodon madagascariensis, mais elle a également
représenté des nucléoles qui se fragmentent et se
résolvent en chapelets (cas de Testudo graeca),
rappelant les observations de N. LANE (1967) chez
Triturus viridescens.

Il est intéressant de remarquer qu'une phase de
grande activité nucléolaire (augmentation du volume
total des nucléoles, qui deviennent ensuite vésiculeux)
est suivie de lapparition dans le cytoplasme des
formations basophiles FB; et FB,, au début de la
prévitellogeneése et de la vitellogenése. Corrélative-
ment, la membrane nucléaire est fortement indentée.
S. WiscuniTzER (1958, in A. Ficq, 1959), a observé
chez le Triton une ondulation de la membrane
nucléaire, concomitante de la fragmentation des
nucléoles.

4. — Latebra

La description des ovocytes de Reptiles fait
mention (M. Lovez, 1905 ; M.-M.-M. Boyp, 1940 ;
N. Bons, 1966) de lexistence d’une latebra. Sans
vouloir établir d’analogies avec celle des Oiseaux,
dont on considére qu’elle jalonne le déplacement
du novau (V.-D. et E.-V. Marza, 1935), on observe,
chez Chalarodon madagascariensis, au moins une
région centrale & contours irréguliers mais trés nets,
qui est effectivement en relation avec la zone péri-
nucléaire par une sorte de canal.

Nous avons vu ci-dessus que nous considérions
ces enclaves comme des lots de vitellogenése tardive
résultant de la seconde émission de substances

basophiles (FB,).

Nous n’avons pas retrouvé sur notre matériel la
zonation concentrique dans le vitellus protéique
figurée par M.-M.-M. Boyp (1940, p. 346), chez

Hoplodactylus maculatus.

5. — Concordance entre les divers systémes de
classification utilisés pour I’étude de I’ovogendse
(tableau n° 4)

II. — EVOLUTION HISTOCHIMIQUE

Seuls les éléments susceptibles de nous fournir des
indications sur Pacquisition de la structure
générale ¢t d= la polarité de 'ovocyte ont été re-
cherchés, c’est-d-dire, parmi les glucides, le glyco-
géne et les mucopolysaccharides acides ; parmi les
protides, ceux a groupements réducteurs ou aminés ;
parmi les lipides, les phospholipides, les lipides a
doubles-liaisons corjuguées et les lipides acidiques,
et enfin les acides nucléiques (la réaction de Feulgen
ne nous a permis de révéler que la présence de ’ADN
chromosomien).

RESULTATS

1. — Lipides

Silon excepte les trés fines ponctuations phospho-
lipidiques, révélées par le test de Baker, qui peuvent
étre rapportées partiellement aux mitochondries,
on constate qu’on peut metire en évidence des lipides
soudanophiles au cours detrois étapes bien distinctes.

D’une part, dans des ovocytes jeunes de 50 i
100 @ ot ils forment quelques granulations juxta-
nucléaires de 6 & 12 u. Ensuite, au moment ou les
granules corticaux envahissent tout le cytoplasme
{ovoeyte de 1800 w), on observe deux couronnes
lipidiques dans lesquelles existe un gradient dé-
croissant de 'extérieur vers l'intérieur ; la couronne
la plus externe est la plus riche en lipides (Fig. 5).
Enfin, lors du dép6t du vitellus, celui-ci se charge de
grosses goutellettes lipidiques qui contiennent,
notamment, des phospholipides, des lipides acidiques
et des lipides a doubles-liaisons conjuguées.

2. — Glucides
a. Glycogéne :

1l apparait dans le cytoplasme cortical d’un
ovocyte de 55 p (début de la prévitellogenese). Puis
on peut le mettre en évidence en grande quantité
dans la zone juxtanucléaire d’un ovocyte de 200 a
250 p de diametre moyen (dernitre partie de la
prévitellogenése). Ensuite, seul subsiste du glyco-
géne dans le cytoplasme cortical.

b. Autres polysaccharides :

— Mucopolysaccharides acides:

On ne peut, au cours de la prévitellogenése,
mettre en évidence des mucopolysaccharides acides
que dans les granules corticaux.

On en observe ensuite dans la zone sous-corticale
(zone 2) d’un ovocyte en vitellogenése, avec un
gradient positif de la périphérie vers le centre. Ils
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a
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FIGURE 5

Schéma de P’évolution des gradients de lipides (a) et de glycogéne (b) au cours des 3 stades de Ia prévitellogenése

et au début de la vitellogenése,

Les dimensions relatives ne sont pas respectées ; les gradients sont orientés dans Ie sens dscroissant.

sout surtout trés abondants au voisinage de la vési- | rides acides dans une partie desilots de vitellogenése
cule germinative, sous forme de grosses granulations - tardive (zone 2).
qui tendent, en s’éloignant de la périphérie, a s’ag-

oo Te — Dans la région centrale de 'ovocyte, les consti-
glomérer pour former des plaquettes ot I'indivi-

tuants des plaquettes vitellines sont des muco-
polysaccharides neutres, des glycoprotéines ou des
glycolipides.

dualité des grains, un temps conservée, s’estompera.
On retrouve une petite quantité de mucopolysaccha-
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La zone pellucide et la membrana propria présen-
tent ces mémes réactions.

3. — Protides

Le cytoplasme cortical contient vers la fin de la
prévitellogenese des protides a radicaux réducteurs ;
il en est encore plus riche au début dela vitellogenése.
Les plaquettes vitellines présentent une réaction
nettement positive.

Les protides a4 radicaux aminés n’apparaissent
qu'au cours de la vitellogenése, selon un gradient
positif en direction centripéte. On n’en observe pas
dans le cytoplasme cortical.

4. — Acide ribonucléique

Dés les tout premiers stades, ’ovocyte est riche en
ARN qui est localisé dans le noyau vitellin de Bal-
biani. La dispersion de I’ARN dans le cytoplasme
suit celle des FB; et on observe une deuxiéme
émission, marquée par les FB,. Au cours dela vitel-
logenése (troisi¢éme étape), PARN est localisé dars
le cytoplasme cortical, surtout au niveau du noyau,
comme dans les ovocytes de nombreuses autres
especes (voir A.-E. NEEDHAM, 1964).

DISCUSSION

Les données sur I’histochimie des Reptiles sont
encore rares, et les résultats parfois assez divergents.
Ceci ne saurait étre étonnant dans une classe pour
laquelle nous n’avons que peu de renseignements,
et qui, de plus, concernent des espéces appartenant
a des groupes systématiques éloignés (de rang fa-
milial), et & des phylums anciens dont les relations
sont encore mal élucidées. Aussi, est-l difficile de

vouloir établir des comparaisons trop poussées. Les |

résultats histochimiques, concernant ’ovocyte pri-

maire, qui nous paraissent les plus constants sont les
suivants :

1. Richesse en ARN du noyau vitellin ;

2. Présence de lipides juxtanucléaires des les

jeunes stades préméiotiques dansla créte germinative

P. BLANC

4. Existence de vitellus lipidique globulaire et de
i vitellus protéique plaquettaire.

5. Réaction APS positive de la zone pellucide
quand 'ovocyte a atteint une certaine taille.

Nous avons cherché a faire la part entre les deux
types de synthéses centrifuge et centripéte. La figure
5 schématise 'orientation des gradients pour les
lipides (a) et le glycogéne (b), pendant les trois
stades de la prévitellogenése et le premier de la
vitellogenése. Nous observons ainsi qu’en fin de
prévitellogenése, les synthéses centripétes péri-
phériques deviennent fortement prédominantes.
Durant le dernier stade de la vitellogenése, aux ap-
ports périphériques trés importants, s’ajoutent les
i synthéses réalisées dans les flots de vitellogenése
tardive, formant la «latebra ».

Nous avons remarqué que les formations baso-
philes (FB,), d’aspect fibrillaire aprés certains
fixateurs, constituent un indicateur du passage de la
prépondérance des synthéscs centrifuges aux syn-
théses centripétes, au cours du dernier stade de la
prévitellogenése. En effet (PL. 1I) dans un ovocyte de
400 u les fibrilles sont paralléles a la surface de Io-
vocyte (synthéses centrifuges prédominantes). Vers
550 y, les filaments se dissocient donnant un aspect
tigroide 4 la région corticale (accroissement des
synthéses centripétes). Ils se disposent ensuite en
couronne, ol les filaments, d’abord irréguliérement
disposés, deviennent paralléles, avec une orientation
radiaire. Cette couronne subsiste, en diminuant
d’épaisseur, pendant la vitellogenése.

III. — ELEMENTS DE POLARITE

| Les embryologistes ort cherché & relier la dispo-
| sition des embryors a des coordonnées structurales
préexistant dars I'ccuf fécondé ect, plus avant, dans
le jeune ovocyte a divers stades de son évolution. La
littérature (voir revue in Ch. DEeviLLErs, 1960)
- montre que les travaux consacrés  la recherche de ces
| coordonnées, chez les Reptiles, sont trés rares,
- comparativement aux autres classes de Vertébrés.

tant chez les Lacertiliens (N. Bons, 1966 ; S.-S. .

GURAYA, 1959-a, 1968), que chez les Ophidiens

(S.-S. Gurava, 1959-b ; H. Saint-GIrons, 1959) et !
les Chéloniens (H. BuLLiarp, 1924), qui peuvent

au moins partiellement &tre rapportés a des mito-
chondries.

3. En ce qui concerne le glycogéne, son apparition
est tardive, au cours de la prévitellogenése, chez le
Chalarodon, comme chez I’ Acanthodactyle (N. Bons,
1966), alors que chez Vipera aspis, 'ovocyte contient
du glycogéne a un stade beaucoup plus précoce
(H. Saivt-Girons, 1959). Ensuite, pendant la

vitellogenése, le cytoplasme cortical est trés riche en

Le probléme a donc particuliérement retenu notre
attention au cours de cette étude structurale. Nos
observations morphologiques sort basées sur des
' coupes histologiques sériées. Elles concernent la
disposition topographique des organites dans I’ovo-
cyte, et la répartition histochimique des constituants
que nous avons mis en évidence, en partie dans ce
: but.

RECHERCHE DES ELEMENTS DE POLARITE
DANS L’OVOCYTE

glucides APS+ (N. Bons, 1966 ; H. SaINT-GIRONS, |

1959), parmi lesquels du glycogéne et des muco-

polysaccharides.

| Trois stades peuvent étre définis dans I’acquisition
. de structures orientées par l'ovecyte de premier



ordre : stades jeunes, formation du hile, stades
ultérieurs.

1. — Stades jeunes

L’ovocyte est situé dans le lit germinatif. Sa forme
d’abord plus ou moins polyédrique tend a devenir
elliptique (avec un rapport des axes parfois supérieur
a 2). Le noyau n’est jamais central, ce qui permet de
définir un axe de polarité primutif : psle — antipéle
(A, — AP,) dont lorientation est absolument

quelconque par rapport aux cbtés dorsal et ventral

de l'ovaire. Cette symétrie monaxone est renforcée,
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' au stade leptoténe, par la position du noyau de

Balbiani, ensuite par celle du centrcsome, puis,
au stade des chromosomes plumeux, par celle des
formations basophiles. Il semble quc I'on puisse voir,
dés le stade de repos, dans ’amas de granulations
pyronincphiles juxtanucléaires, la premidre indica-
tion de cette polarité.

2. — Formation du hile

L’ovocyte fait ensuite hernie hors du lit germinatif
et le hile se constitue. L’axe de symétrie Ay — AP,

FIGURE 6

Schéma d’un ovocyte de 1070 x 650 x 630 ., au stade des vésicules juxtanueléaires, selon le plan de symsirie
bilatérale dérerminé par les deux axes de symétrie A} ~ AP, et Ay — AP,.

stanh

1 : Une couronne probabl

iale qui présente nettement un plan de symétrie : elle est beaucoup
111

meins dense et plus étroite du ¢o1é du hile. On y observe aussi une rangée de grosses inclusions osmi P N
(fignrées par un pointillé), et les vesliges de la calotie phospholipidique sous-corticale.

2 : Un anneau peu iophile corresp
aux formations basophiles FB;.

dant, par son

t etla disposition radiaire des granulations,

3 : Un anneau trés sombre, plus large du ¢6¢é du hile, de granulations osmiophiles, parfois réunies en amas.

4 : Une région centrale trés claire, oh les granulations apparaissent le long de fins trabécules a disposition

o 1
e et en quelq

irreg

0’5 mm

larges plages juxtanucléaires trés denses.
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tend & prendre alors une orientation déterminée :
la vésicule germinative est le plus souvent a opposé

du hile.

3. — Stades ultérieurs

a. Dans un ovoeyte de 100 & 200 p. de diamétre
moyen, la vésicule germinative se rapproche de la
surface et tend a se placer & angle droit par rapport
A sa position précédente. Elle détermine un nouve
axe de symétrie Ap — AP dont la disposition sera
conservée jusqu’en fin de vitellogenése.

b. L’axe primitif de polarité Ay — APy, passant
au voisinage du hile, est conservé pour la disposition
des organites et inclusicns cytoplasmiques. En
effet :

— La reconstitution spatiale d’un ovocyte de
1070 x 650 x 650 y, fixé au Champy suivi de post-
osmiation, montre que la répartition des inclusions
osmiophiles est nettement symétrique par rapport

a laxe A, — AP; (Fig. 6).

— La répartition topographique des lipides dans
des ovocytes de 100 & 500 p de diametre mcyen
montre que ceux-ci sont dispcsés en calette péri-
phérique du c6té du hile (Fig. 5).

— Dans les gros ovceytes, les composés pyroni-
nophiles (CB12) (Fig. 2), les protéines & groupement
réducteurs (AKjy;) et les mucopolysaccharides acides
(CD,¢) sont répartis en une calotte pé-iphérique
opposée au hile, donc nettement dissymétiique par
rapport au noyau.

— La répartition du vitellus est symétrique par
rapport a Paxe A; — AP; malgié les distorsions
introduites par le développement des ilots de
vitellogeneése tardive (Fig. 1). |

L’ovocyte postéde donc alors deux axes de symé-
trie (Fig. 6) : — Ay — AP; : axe primitif, passant
au voisinage du hile, et correspondant a la polarité |
des inclusions et organites cytoplasmiques ;

_. As > APy : axe de polarité nucléaire disposé
approximativement a angle droit du précédent.

Ces deux axes déterminent un plan de symétrie
bilatérale.

DISCUSSION (Fig. 7)

1o Jusqu’a une taille de 100 & 200 p nous n’avons
pu déceler dans 'ovocyte qu'une syméirie monaxone.
Tant que le hile n’est pas constitué, l'absence
d’orientation de cet axe primitif Ay — AP; montre
que cette symétrie est propre a l'ovecyte (indé-
pendante de sa situation dans le lit germinatif).

Ensuite, cet axe s’oriente : le noyau, donc le pole |
Py, étant & Popposé du hile. Cette disposition est

P. BLANC

FIGURE 7

1éat

des

tions es dans l’ovocyte au cours de
son accroissement
A : stade du noyau de Balbiani ; B : orientation de I'axe pri-
mitif de symétrie lorsque le hile est formé ; C : seconde migration
du noyau (qui se place a angle droit de sa position précédente).
Les organites périphériques sont figurés en pointillé.

®



ETUDES SUR LES IGUANIDAE DE MADAGASCAR — V. EVOLUTION DE L'OVOCYTE

197

comparable & celle observée par J. FAuTREz et
L. Vakaer (1954) dans Yovocyte de Lebistes reti-
culatus. Nos observations suggéreraient que ce
déplacement nucléaire & "opposé du hile puisse étre

la conséquence d’une prévitellogenése centrifuge |
selon la |

s’établissant de fagon prépondérante
résultante des deux facteurs suivants :

—- la position primitive (variable) du noyau de
Balbiani renfermant les organites éleborateurs ;

— le réle nutritif de la granulosa plus épaisse
(jusqu’a 2 fois) du c6té du hile.

Ces deux facteurs rendent compte a la fois de la
position fréquente de la vésicule germinative dans
I’hémisphére opposé au hile, comme P'ont souligné
J. Fautrez et L. VAKAET (1954), mais aussi de sa
variabilité comme l'ont relevé J. Cravert et F.
FrLocamo (1957) chez le méme Poisson : Lebistes
reticulatus.

20 Pour des ovocytes plus évolués, la migration
nucléaire 4 angle droit de sa position précédente
rappelle les observations de J. FAuTrez et L. VARAET
(1954) chez Lebistes. L’existence d’une calotte baso-
phile nettement excentrée par rapport au noyau est
décrite par ces auteurs, ainsi que par N. FAUTREZ —
FirLeryN (1951), chez Artemia salina. Nous
observons dans la méme position, opposée zu hile,
une calotte de mucopolysaccharides acides et ure
calotte mitochondriale. L’existence d’une dissy-
métrie dans la répartition des mitochondries, a été
rapportée chez les Poissons (Lebistes) et les
Mammiféres (revue in C.-P. Raven, 1961). On peut
supposer que ces calottes proviennent d’une «di-
lution » moins grande des organites cytoplasmiques

élaborateurs dans cette région ot la prévitellogenése |

centrifuge a été moins intense qu’au voisinage du hile.

Inversement, quand la prévitellogenése centripéte
périphérique devient prépondérante (les formations
basophiles FB; tangentielles prennent alors une
disposition radiaire), les synthéses seront alors plus
importantes du ¢6té opposé au hile : le noyau tendra
done, comme nous 'observons, & se rapprocher de
celui-ci, en conservant une position périphérique.

Manuscrit, requ le 31 octobre 1969.
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PLANCHE I

Différents aspects nucléolaires :

Figure 1 : Stade réticulé : un gros nucléole en forme de cupule, avec des vésicules intranucléolaires zu maximum de leur
développement.

Figure 2 : Apparition des chromosomes plumeux : vésicules épinncléolaires & la périphérie du gros nucléole. A ce stade, le
cytoplasme renferme d’abondantes formations basophiles (FB;).

Figure 3 : Petits nucléoles centraux apparaissant sur les chromosomes plumeux (qui restent localisés au centre de la vési-
cule germinative lorsque ceile-ci augmente de volume) et nucléoles périphériques, en couronne, certains avee
des vésicules intranucléolaires. Stade correspondant 2 la fin de la prévitellogenése.

Figure 4 : Figure de tétrades (diamdire : 9,6 < 11,2 {4), avec quelques nucléoles centraux, dans un ovocyte en cours de
vitellogenése protéique.

ABREVIATIONS
FB, : premiéres formations basophiles ; N : noyau ;
G : granulosa ; n : nucléole ;
GC : granules corticaux ; OV : ovoeyte
L : lipides ; T : theque ;
LG : lit germinatif ; VIN : vésicule juxtanucléaire ;

MN : membrane nucléaire ; ZP : zone pellucide,
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PLANCHE I

Modifications d’aspect des formations basophiles FBy:

Aspect d’ensemble ( fig. 1) d’un ovaire montrant a disposition variable des formations basophiles : ces formations prennent
Paspect de fins filaments a disposition tangentielle, puis ils se désorganisent et se redisposeat alers radialement.
Ces trois étapes sont visibles dans la figure 2. Cette évolution pourrait 8tre corrélative du passage d’une vitello-
gentse centrifuge & une vitellogendse d’origine périphérique. Ensuite ( fig. 3 et 4), ces formations apparaissent sous
formz d’une couronne étroite «s’effilochant» sur son bord interne oit I'oa distingae des vacuoles claires.

Fixation : Zenker (AK)

7*
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PLANCHE 11l

Inclusions osmiophiles :

Figure 1 : Ovocyte au stade des grandes vésicules juxtanucléaires osmiophiles, (diamétre moyen : 480 [L). On observe une
couche de mitochondries et de dictyosomes dans le cytoplasme cortical, puis en profondeur, séparée par une
zone claire correspondant aux formations basophiles FBj, une couronne dense de fines granulations osmiophiles.

Figure 2 : Ovocyte en début de vitellogendse. Les vésicules juxtanucléaires se résorbent (diamétre moyen : 1280 L),

Figure 3 : Détail des formations basophiles FB;.

Figure 4 : Détail montrant le cytopl périnucléaire trés iophil

Fixations : Nassonov-Kolatchev.
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PLANCHE 1V
Lipides :

Figure 1 : Dans un jeune ovocyte (diamétre moyen : 720 (. ) : une couche périphérique phospholipidique (GO 4).

Figure 2 : Ovocyte au stade du déveiopp t des granules corticaux (GC) (diamétre : 1600 {L) Lipides (L) périphériques et

en deux couches concentriques (GO;).

Figure 3 : Détail de 2 : lipides de la couche concenirique externe, apparaissant en ponctuations entre les granules corticanx (GC).

— Préfixation au formol — calcium.

— Coloration :1
+ hématéine acide selon Baker

2-3 1 bleu de Nil.
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