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Summary. The indirect roles of microtubules in the nuclear morphogenesis of
spermatids.

The depolymerization of the microtubules of the spermatid manchette was effective for
4 to 5 h in rat, starting 30 min after one intratesticular injection of colcemid /n vivo. The
manchette built up again later was normal in old elongating spermatids but very oddly
shaped in young elongating spermatids in which the nuclear shape was abnormal and the
relations between the nucleus and the endoplasmic reticulum aberrant, je destruction of
the apparatus for nucleocytoplasmic exchange. From 24 to 96 h after the injection, a
progressive shifting of the cellular associations indicated that young spermatids elongating
at the time of injection did not differentiate further. This could result from the lack of two
roles not played by the new manchette : the guiding effect of the intranuclear chromatin
and the role of skeleton for the cytoplasmic apparatus devoted to nucleocytoplasmic
exchange.

Step 14 to 16 spermatids were not modified by the removal of the manchette due to
correct reformation of a typical manchette 4 to 5 h later. The associations of the
microtubules and the nuclei and the speculative roles of the microtubules during
spermiogenesis have been discussed.

Introduction.

La morphogenése des noyaux de spermatoides est sans doute |'événement le
plus remarquable de la spermiogenése. Chez la plupart des espéces, il est facile
de constater que les modifications de forme et de dimension des noyaux de sper-
matides s'accompagnent d’'une part d’'une condensation de la chromatine, qui
s’opére selon une chronologie et un mode spécifiques et d’autre part, de I'apposi-
tion, le long de I'enveloppe nucléaire, d'une série de microtubules. Ceux-ci sont
soit isolés, soit réunis entre eux par des liens pour former une « manchette chro-
matique ». Des exceptions notables existent cependant : la chromatine des sper-
matozoides de crustacés décapodes n’est pas condensée (Chevaillier, 1967 ;
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Vaugh et Thomson, 1972 ; Sellos et Legal, 1981) ; les spermatides de nombreux
invertébrés et celles de la plupart des poissons sont dépourvues de manchette.

D’une maniére classique, deux théses s'opposent au sujet des forces capa-
bles de modeler le noyau des spermatides :

La premiére considére que la constitution d’un édifice macromoléculaire entre
les nucléoprotéines et I'’ADN est seule responsable de la morphogenése nucléaire
(Fawcett et al., 1971). En effet, chez la plupart des espéces, une partie ou la tota-
lité des histones est perdue pendant la spermiogenése {Palau et al, 1969 ;
Vanhoutte-Durand et al., 1977 ; Carroll et Ozaki, 1979 ; Sellos et Legall, 1981).
Celles-ci sont remplacées soit directement par la ou les nucléoprotéines spécifi-
ques des spermatozoides — protamines ou pseudo protamines — soit par des
nucléoprotéines transitoires qui assurent un relai entre les histones et les protami-
nes. Le remplacement direct a été décrit chez la Drosophile (Das et a/., 1964 a et
b ; Kettaneh et Hartl, 1976}, le Criquet (Bloch et Brack, 1964 : Claypool et Bloch,
1967 : Chevaillier et Gusse, 1975) et la Truite (Dixon, 1972 ; Dixon et al., 1975 ;
latrou et Dixon, 1978) ; le remplacement différé est la régle chez le Grillon (Kaye
et al., 1978}, la Roussette (Gusse et Chevaillier, 1978), les Urodeéles {Echardt et Ris-
ley, 1978), la Souris {(Mayer et al., 1980), le Rat (Trostle et a/., 1980) et le Bélier
(Loir et Lanneau, 1978). Le réle morphogénétique des nucléoprotéines successi-
ves est maintenant démontré, puisqu’il existe une relation précise entre la pré-
sence d'une ou plusieurs nucléoprotéines et la forme générale du noyau a un ins-
tant de sa morphogenése chez au moins six mammiféres (Courtens et Loir,
1981 a), et qu'une évolution de l'ultrastructure des fibres de chromatine a été
remarquée chez un Sélacien (Gusse et Chevaillier, 1980), la Souris {Kierszen-
baum et Tres, 1975) et le Bélier (Loir et Courtens, 1979). Leur absence (Kettaneh
et Hartl, 1976 ; Baccetti et al., 1977) ou leur alkylation expérimentale (Courtens et
al., 1980) entrainent également des anomalies importantes des formes des
noyaux.

La seconde thése considere que la manchette joue un rdle mécanique con-
traignant le noyau a changer de forme. Elle semble satisfaisante chez les espéces
ol le noyau des spermatides se spiralise et ol les microtubules de la manchette
sont disposés dans le creux du pas de I'hélice (Mcintosh et Porter, 1967). Malheu-
reusement, chez le Pinson (Fawcett et al., 1971) ou chez quelques vers annélides
(Malecha, 1975), les microtubules sont situés au sommet du pas de I'hélice ; chez
la plupart des espéces, la manchette, qui n’entoure pas totalement le noyau, ne
peut pas jouer le role de moule externe qui lui est souvent assigné.

Est-ce a dire que la manchette n'a pas de role a jouer dans la morphogenése
nucléaire ? Ceci n'est pas évident quand on considére qu’elle n’est généralement
présente que pendant la phase d‘allongement des noyaux, ou lorsqu’on observe
les relations qui s’établissent entre un microtubule extranucléaire et la chromatine
(intranucléaire) immédiatement adjacente. De trés nombreux auteurs ont remar-
qué — leurs écrits ou les microphotographies publiées I'attestent — que le degré
de condensation de la chromatine des spermatides est différent au voisinage des
microtubules. Au niveau le plus fin, c’est sans doute Stanley et al., (1972},
Tokuyasu (1974), et Bergstrom et Arnold (1974) qui ont montré le mieux cette
relation chez la Drosophile et le Poulpe. Chez la Drosophile, les mutations T (I :
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2H) 25 (20) y 1 25/FM6 (Shoup, 1967) ; SD (Kettaneh et Hartl, 1976 ; Tokuyasu et
al., 1977) ; et ms (l) 6 S (Habliston et a/., 1977), qui touchent I'organisation des
microtubules des spermatides, provoguent également des anomalies de la con-
densation nuciéaires et un déréglement du remplacement des histones somatiques
par les nucléoprotéines spécifiques du spermatozoide (Kettaneh et Hartl, 1976)
chez le mutant SD. La dépolymérisation expérimentale /n vivo des microtubules
de la manchette par le colcémide entraine les mémes effets (Wilkinson et al.,
1974). Des conséquences comparables sont signalées chez la Souris présentant
les mutations T : t {Dooher et Bennett, 1974 ; Hillman et Nadijcka, 1978).

Ces faits, associés a la découverte récente de liens unissant la chromatine
intranucléaire a la manchette, au travers de |I'enveloppe nucléaire, chez au moins
trois mammiféres {Courtens et Loir, 1981 b), laissent & penser que la manchette
pourrait jouer un réle « inducteur » (Shoup, 1967 ; Tokuyasu, 1974 ; Malecha,
1975} sur le noyau, soit comme guide, pour redistribuer le contenu nucléaire
(Courtens et Loir, 1981 b}, (la manchette serait alors équivalente a un demi-fuseau
achromatique), soit en orchestrant les remplacements successifs de nucléo-
protéines.

Cette derniére hypothése, trés plausible d’aprés les travaux de Kettaneh et
Hartl (1976) et Wilkinson et al. {1974) chez la Drosophile, ne trouvait cependant
pas de support matériel, jusqu'a la reconnaissance récente d'un « appareil »
dévolu aux échanges nucléocytoplasmiques, constitué dans les spermatides de
Bélier, Cheval et Verrat par le reticulum endoplasmique, I'enveloppe nucléaire et
la manchette (Courtens, 1982 a).

Cet appareil est-il impliqué dans la morphogenése nucléaire des spermatides ?
La manchette joue-t-elle un réle dans les remplacements de nucléoprotéines ?
Nous avons tenté de répondre a ces questions en comparant l'ultrastructure des
spermatides de Rats normaux a celle des spermatides de Rats traités par une
injection intratesticulaire de colcémide suffisante pour dépolymériser les microtu-
bules de la manchette.

La persistance éventuelle de I'appareil d’'échanges nucléocytoplasmiques est
recherchée par la technique qui la.met le mieux en évidence : I'imprégnation des
tissus par la méthode de Thiéry et Rambourg (1976). L'existence et la qualité du
remplacement de quelques nucléoprotéines sont mises en évidence par la
méthode de Courtens et Loir {1981 c), utilisant la coloration en bloc par I'acide
phosphotungstique alcoolique. A titre de référence, les aspects normaux des
spermatides de Rat aprés cette coloration sont ceux décrits par Courtens et Loir
(1981 a et c), et la cinétique de dépolymérisation des microtubules est établie a
partir des images ultrastructurales.

Matériel et méthodes.

Protocole expérimental. — Afin de déterminer la dose optimale apte a
dépolymériser toutes les manchettes présentes, des Rats de 6 @ 8 mois recoivent
une injection intratesticulaire de 0,01 ml de tampon phosphate, 0,1 M, pH 7,4
contenant 0, 5, 10, 20, 100, 200 ou 400 pg de colcémide, puis sont castrés
30 min, 1 h, 2 h ... 8 h plus tard sous anesthésie générale a I'éther (4 animaux par
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dose et par durée). La dose de 200 ug, jugée la meilleure, est appliquée dans les
mémes conditions a 22 Rats qui sont castrés 5 h (N = 4), 16 h (N = 4), 24 h
(N=24),48 h{(N =4), 72 h (N = 4) et 96 h (N = 2) aprés l'injection.

Ultrastructure. — Les fragments de testicules fixés par du glutaraldéhyde
4 p. 100 dissous dans du tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4 pendant 1 h a 20 °C,
puis 23 h a 4 °C, sont postfixés 1 h a 20 °C par 2 p. 100 de tétroxyde d’osmium
dissous dans du tampon phosphate 0,2 M. Aprées inclusion en Epon 812, les cou-
pes ultrafines sont colorées a I'acétate d’uranyle agqueux puis au citrate de plomb.

Imprégnation selon la technique de Thiéry et Rambourg (1976). — Les piéces
fixées pendant 1 h 4 20 °C par 2 p. 100 de glutaraldéhyde dissous dans du tam-
pon cacodylate 0,1 M, pH 7,2, sont lavées a I'eau distillée pendant 20 min avant
d’étre imprégnées par une solution aqueuse d’acétate d'uranyle 5 p. 100, pH 4,5,
pendant 1 h a 37 °C. Aprés plusieurs lavages a l'eau distillée, elles sont incubées
dans le citrate mixte de cuivre et de plomb selon Thiéry et Rambourg (1976) pen-
dant 1 h a 37 °C. Elles sont ensuite lavées a I'eau et déshydratées 3 I'alcool, sans
aucune postfixation osmique, avant d’étre incluses, polymérisées et coupées en
tranches de 0,5 um d’épaisseur.

Imprégnation phosphotungstique. — Aprés fixation par le glutaraildéhyde a
4 p. 100 dissous dans un tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4, les piéces, lavées a
'eau distillée et déshydratées a I'alcool sont colorées en bloc a 20 °C pendant
16 h par un bain d’acide phosphotungstique (3 p. 100) dans I'éthanol absolu. Elles
sont ensuite lavées 2 h dans I'éthanol absolu et incluses dans I'Epon 812. Les cou-
pes ultrafines ne sont pas {sur)colorées avant |’observation.

Les étapes de la spermiogenése du Rat sont celles décrites par Lalli et Cler-
mont (1981).

Résultats.

L'injection intratesticulaire de 0,01 mi de tampon phosphate ne modifie ni
I'organisation habituelle des tubes séminiféres, ni I'aspect des cellules de Sertoli
ou celui des cellules germinales. L'ultrastructure des spermatides, leur colorabilité
par |'acide phosphotungstique alcoolique ou par la technique de Thiéry et Ram-
bourg (fig. 10) sont comparables & celles de Rats non traités.

Une dépolymérisation pratiqguement compléte des microtubules de la man-
chette de toutes les spermatides d'un testicule est obtenue constamment 5 h

FIG. 1. — 5 h aprés l'injection de 200 pg de colcémide, la manchette (m) de cette spermatide au
stade 11 est fortement réduite. En lieu et place, des amas de substance opaque {(fleches) sont
alignés le long du noyau (N). L'acrosome (ac) fait face au manteau sertolien normal {ser).
L’anneau nucléaire (encerclé) est présent. x 13 600.

FIG. 2. — Spermatide au stade 11, 24 h aprés I'injection. Comparer avec la figure 1. La manchette
{m) est maintenant reformée, mais la forme du noyau (M) est trés anormale. L'acrosome (ac) est
toujours entouré du manteau sertolien {ser). x 5 500.

FIG. 3. — Spermatide au stade 16, d’aspect normal, 24 h apres l'injection de colcémide. (ac) :
acrosome. x 7 100.
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aprés une injection de 200 ug de colcémide. Des doses 20 fois moindres entrai-
nent parfois le méme résultat, mais de maniére inconstante d’'un animal a I'autre.
Par contre, la dose supérieure (400 pg) détruit les microtubules du manteau serto-
lien et favorise la désorganisation de |'épithélium séminifére. De nombreux flots
cellulaires sont alors observés, dérivant dans la lumiére des tubes.

Bien gu'importante, la dose de 200 ug a été choisie, car elle entraine une des-
truction rapide de la manchette, qui débute 30 min a 1 h aprés l'injection et se
poursuit pendant 4 a 5 h sans modifier la morphologie du manteau sertolien.

Pendant cette période, des amas amorphes de substance opaque aux élec-
trons sont observés en lieu et place des manchettes des spermatides en allonge-
ment (fig. 1). Les enveloppes nucléaires de ces cellules ne sont pas modifiées, pas
plus que ne le sont les aspects de la chromatine ou les formes des noyaux, mais
I'anneau nucléaire — ceinture qui réunit la manchette a la membrane plasmique,
dans la région équatoriale des spermatides en allongement (Rattner et Brinkley.
1972) — disparait de quelques spermatides en début d'allongement. La coloration
des noyaux par l'acide phosphotungstique ne révéle pas de différence avec les
témoins (fig. 4). Seules les anatomoses entre le réticulum endoplasmique et le
feuillet externe de I'enveloppe nucléaire, qui sont nombreuses chez les témoins
(fig. 10), voient leur nombre diminuer de facon dramatique dans chaque coupe de
testicule traité par le colcémide.

Les manchettes se reforment et sont observées dans toutes les spermatides
en allongement, 6 h et plus aprés I'injection. Elles sont normales dans les sperma-
tides en fin d’allongement aux stades 14 et 15 ; mais sont trés atypiques chez tou-
tes les plus jeunes (du stade 9 au stade 13) (fig. 2). De 6 a 24 h aprés I'injection,
beaucoup de cas de figures sont observés dans ces spermatides : Les microtubu-
les forment parfois des colones indentées profondément dans des invaginations
nucléaires (fig. 7-9), ou s’organisent en un disque centré autour du flagelle. Les

FIG. 4, 5, 6. — Coloration en bloc par I'acide phosphotungstique alcoolique.

FIG. 4. — Spermatide au stade 12, 6 h aprés linjection. La manchette (m) se reforme. L'aspect
et la colorabilité de la chromatine (N} sont comparables aux témoins {ser} : manteau sertolien.
x 3 600.

FIG. 5. — Spermatide aux stades 13-14, 48 h aprés linjection. La manchette trés courte {m) est
présente prés des noyaux difformes {N). La chromatine révéle 2 zones de texture et de colorabi-
lité différentes : 1 : identique a celle des spermatides au stade 13 ; 2 : comparable a celles des
spermatides aux stades 15 a 19 (comparer avec les figures 4 et 6). x 8 400.

FIG. 6. —_Spermatide en fin de stade 15, 24 h aprés linjection. La morphologie et la colorabilité
cellulaire sont normales. (m) : manchette ; (N) : noyau; (ac): acrosome : (ser) : manteau
sertolien. x 5 700.

FIG. 7 et 8. — Associations cellulaires anormales.

FIG. 7. — 96 h apres linjection, des spermatides aux stades 11-12 (1) qui devraient normalement
étre les seules spermatides présentes dans un tube séminifére, sont associées avec des spermati-
des aux stades 16-19 (2), représentées dans la figure par leurs piéces intermédiaires. x 2 100.

FIG. 8. — 48 h aprés le traitement, une spermatide aux stades 14-15 (1) dont le flagelle (f)
entouré par I'annulus (A) n’est garni d‘aucune mitochondrie, voisine avec des spermatides au
stade 16 (2) dont les mitochondries entourent les flagelles. L'aspect trilobé du noyau est anor-
mal. x 4 500.
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formes d’entonnoir inrrégulier sont les plus nombreuses (fig. 2 et 5) et I’enveloppe
nucléaire est toujours appliquée contre ces manchettes reconstituées. De fait, les
formes nucléaires, complémentaires de celles des manchettes, sont également
trés anormales, au cours des stades 9 a 13 de la spermiogeneése (fig. 2, b, 7, 9) et
les anastomoses entre noyau et reticulum endoplasmique sont rares (fig. 9 et 11).
Au contraire, elles sont présentes aux stades 14 et 15 (fig. 12). La colorabilité des
noyaux par l'acide phosphotungstique reste comparabie a celle des témoins
(fig. 6).

La situation se complique 24 h et plus aprés l'injection, car les spermatides
rondes qui ne possédaient pas de manchette au moment du traitement poursui-
vent leur différenciation normale et entrent en phase d’allongement. A 24 h, des
spermatides aux stades 13 et 14 sont voisines de cellules aux stades 15 et 16 dans
quelques tubes. Les spermatides aux stades 1 et 15 sont absentes aprés 48 h et
plus de traitement ; en méme temps, de trés nombreuses spermatides anormales,
aux stades 13 et 14, puis 11 & 14, deviennent associées a des spermatides plus
vieilles, aux stades 16 et 17, d’aspect normal (fig. 7 et 8). Le contenu cellulaire
des tubes séminiféres différe également de celui des témoins par la présence de
nombreuses cellules en mitose et en méiose qui dégénerent, laissant des « trous »
dans la succession des stades de la spermatogenése. L'observation des stades
cellulaires aberrants 48 a 96 h aprés I'injection montre clairement que les spermati-
des arrivées en début d'allongement (stades 9 & 14) au moment du traitement ne
poursuivent pas leur différenciation, contrairement aux spermatides aux stades 15
et 16. Toutefois, beaucoup ne dégénerent pas dans cette limite de temps, et la
colorabilité de leurs noyaux par l'acide phosphotungstique évolue. Certains
noyaux présentent a la fois les caractéres de noyaux en élongation et les caracte-
res de noyaux beaucoup plus vieux : une partie de leur chromatine fibreuse est
fine et se colore bien par I'acide phosphotungstique, tandis que 'autre, compacte
et peu colorable, réagit comme celle des noyaux normaux au-dela du stade 15
(fig. b et 6). Ce double aspect au sein d'un méme noyau ne refléte pas un début
de lyse de la chromatine compacte de vieux noyaux, mais bien une condensation

FIG. 9 4 12. — Coloration en bloc selon la technique de Thiéry et Rambourg.
Toutes les colorations nucléaires sont comparables aux témoins de méme stade.

Fig. 8. — 24 h aprés l'injection de colcémide, cette spermatide au stade 11 présente un noyau (N)
déformé par une colonne de microtubules (m). L'acrosome (ac) est également déformé. Aucune
continuité entre le noyau et le reticulum endoplasmique (re) n’apparait (comparer avec la
figure 10). x 4 900.

FIG. 10. — Spermatide au stade 11, témoin, 24 h apres injection de tampon. Les anastomoses
(entourées) entre le noyau (N) et le reticulum endoplasmique (re} sont nombreuses. (m) : man-
chette ; (ac) : acrosome ; {f) : flagelle. x 5 000.

FIG. 11. — Seulement quelques anastomoses entre le reticulum endoplasmique (re) et le noyau (N)
sont apparentes dans cette spermatide au stade 13, dont la manchette {m) est reconstituée en
forme d’entonnoir, 8 h aprés l'injection de colcémide. x 11 000.

FIG. 12. — 8 h aprés l'injection de colcémide, la manchette {m), le reticulum endoplasmique (re)
et ses relations avec le noyau (entourées), sont normales dans cette spermatide au stades 14-15
(comparer avec la figure 11). x 12 000.






834 J.-L. COURTENS

précoce ; en effet, la présence d’une manchette autour de ces noyaux atteste de
leur age : il s'agit de spermatides aux stades 9 a 16 inclusivement.

La présence de vieilles spermatides normales 24 h et plus aprés l'injection
indique que les spermatides qui avaient perdu leur manchette aux stades 15 et 16,
évoluent sans handicap apparent aprés I'avoir reconstituée.

Discussion.

L’action a court terme du colcémide sur la spermiogenése a été étudiée par
McKinnon et al. (1973) chez le Rat. Ces auteurs utilisent des doses 10 a 20 fois
plus élevées que les ndtres, par voie intrapéritonéale, et obtiennent une ultra-
structure de spermatide similaire, au moins dans la limite de temps (24 h) et pour
les seuls stades (9 a 11) étudiés. Chez la Souris, Wolosewick et Bryan (1977),
ont recours a des doses plus faibles, /in vitro, mais ne peuvent étudier une cinéti-
que d’action trés longue.

Pour une étude a plus long terme, le probléme de la dose a injecter est cru-
cial, car il convient d'éviter autant que possible les effets systémiques, et il est
souhaitable d’obtenir une cinétique d’action comparable d'un animal & V'autre.
C’est pourquoi nous avons utilisé la voie intratesticulaire, qui présente deux
avantages : elle favorise un accés rapide a tous les tubes séminiféres, et permet
de réduire les doses a une concentration mieux tolérable. Elle présente cepen-
dant le risque éventuel d’entrainer une desquamation de I'épithélium séminifére ;
dans les limites des volumes trés faibles injectés présentement, les témoins ne
révelent ni modification particuliére de |'organisation interne des tubes séminifé-
res, ni changement notoire de la spermiogenése. La dose de 200 ug, en permet-
tant aux jeunes spermatides de poursuivre leur développement normal et d’entrer
en phase d’'élongation, passées les premiéres 24 h, ne semble pas provoquer
d’effet indésirable @ moyen terme par des voies détournées. Elle ne modifie ni les
contacts entre cellules de Sertoli et spermatides, ni la micro-architecture du man-
teau sertolien. Il est donc raisonnable d’envisager que son action, au niveau des
spermatides, passe par la destruction temporaire des manchettes présentes.

Les images d'ultrastructure obtenues 1 @ 5 h aprés l'injection traduisent une
perte quasi totale de microtubules des spermatides, du stade 9 au stade 16, puis
comme |'avaient observé McKinnon et al. (1973), la reformation d'une manchette
anormale, en ce sens que les liens qui réunissent & nouveau les microtubules
sont caractéristiques de manchette plus dgée. Dans nos conditions, ni les noyaux
ni les manchettes reconstituées dans les spermatides aux stades 15 et 16 ne sont
modifiés. Ceci signifie qu‘a ces stades, la forme du noyau ne dépend pas de la
présence de la manchette. Dans les cellules plus jeunes, cependant, les microtu-
bules s’unissent entre eux et ainsi qu‘a I'enveloppe nucléaire, par des liens, mais
ils semblent croitre dans des directions anarchiques. Les formes des cellules en
début d’allongement, qui épousent et suivent ce directions, révélent une plasti-
cité étonnante des noyaux, des acrosomes et des manteaux sertoliens, ou res-
tent fichées les spermatides. It semble donc que les noyaux plus jeunes soient
déformables par la nouvelle manchette. Ceci impliqgue que cette manchette soit
rigide. Est-ce le cas normalement ? Les seules observations chez les mammiféres
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permettraient d’affirmer que oui, mais, chez les sauropsidés (Mcintosh et Porter,
1967) ou chez les monotremes (Carrick et Hugues, 1981), I'enroulement des
microtubules autour du noyau en une hélice a pas variable en fonction du temps,
impligue une certaine souplesse. Car il semble peu probable qu’une méme struc-
ture rigide puisse étre d’abord courbe, puis devenir droite. Il est plus probable
que les liens qui unissent les microtubules de la manchette entre eux la rigidi-
fient. L'édification de la manchette serait alors comparable a un travail de vanne-
rie, qui, partant d'éléments souples, aboutit 4 une structure plus rigide. L'appari-
tion de ces liens, progressive dans la manchette de I'animal normal, ou brutale
dans la manchette reconstituée aprés le colcémide (McKinnon et al., 1973), per-
mettrait d’expliquer les différences de comportement des noyaux dans ces deux
cas. Ceci suppose toutefois que la manchette puisse exercer des contraintes sur
le noyau.

Fawcett et al/. (1971) ont démontré de maniére convaincante que la man-
chette ne pouvait pas mouler le noyau. Cependant, en considérant les liens qui
unissent (réellement) la manchette a I'enveloppe nucléaire (McKinnon et Abra-
ham, 1972) et les liens qui unissent {également) la manchette a la chromatine
(Courtens et Loir, 1981 b), on concoit immédiatement que les microtubules
extranucléaires puissent imposer des contraintes au contenu du noyau. La man-
chette devient alors comparable a la moitié d'un appareil mitotique, le long
duquel s'organiserait la chromatine (Courtens et Loir, 1981 b). De nombreuses
observations permettent de penser que cette hypothése est fondée :

1. — MacGregor et Walker (1973) et Schmid et Krone (1976) ont montré qu’au
cours de la spermiogenése des urodéles et des oiseaux, les chromosomes se
déplacent au sein du noyau comme au cours d’'une anaphase.

2. — Les fibres de chromatine s’orientent le plus généralement parallélement aux
microtubules cytoplasmiques. Cette interaction est d’ailleurs encore plus évidente
chez les espéces a manchette d’abord hélicoidale, puis paralléle au noyau
(oiseaux (Mclntosh et Porter, 1967), monotrémes (Carrick et Hugues, 1981),
hirudinés {Malecha, 1975)), et elle atteint la perfection chez le poule {Bergstrom
et Arnold, 1974). On peut expliquer cette évolution de plusieurs manigres qui ne
s‘exluent pas :

a) les fibres de chromatine attachées en un point X de I'enveloppe nucléaire et
un point Y de la manchette, pourraient parcourir cette derniére pour s'allonger ;
b) la manchette hélicoidale pourrait « tourner » autour du noyau comme un
écrou pour réaliser la méme fonction ;

¢) les variations du pas de I'hélice pourraient également assurer la méme fonc-
tion ;

d) le déplacement des chromosomes le long d'une manchette hélicoidale ou
droite, est compatible avec tous les modeles précédents.

L'existence des liens entre la chromatine, I'enveloppe nucléaire et la man-
chette, est indispensable pour expliquer les déformations importantes de noyaux,
lorsque les nouvelles manchettes apparaissent aprés le traitement au colcémide ;
I'absence de déformation de noyaux des plus vieilles spermatides ne peut
s’expliquer que si on considére I'évolution des relations entre manchette et noyau
au cours de la spermiogenése. Cette évolution peut se résumer 4 une succession
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d'événements : 1) Prédifférenciation de I'enveloppe nucléaire. 2) Mise en place
des microtubules sur des liens {qui pourraient étre des « récepteurs »} a la sur-
face du noyau. 3) Eventuellment, mise en place de I'anneau nucléaire et inser-
tion des microtubules. 4} Multiplication et allongement des microtubules (Cour-
tens et Loir, 1981 b).

Ces interactions itératives, réciproques et progressives entre noyau et micro-
tubules pourraient, si on accepte I'hypothése de déplacement intranucléaire des
fibres de chromatine, et, en conséquence, le déplacement a la surface du noyau
des « récepteurs » aux microtubules (les kinétochores ?), expliquer pourquoi les
noyaux des spermatides en fin d'allongement ne sont plus modifiables par une
nouvelle manchette, puisqu’ils sont déja modifiés, et sont équivalents de ce fait
au contre-moule de la manchette évoluée.

Cette hypothése suppose que les noyaux les plus vieux soient également les
plus stables, ce qui peut faire intervenir la mise en place de nouvelles nuciéo-
protéines et tout ou partie des échanges nucléocytoplasmiques. Si, comme le
montre Courtens (1982 a), un des roles de la manchette est d’aligner le reticulum
endoplasmique et I'enveloppe nucléaire pour mettre en place un appareil continu
d'échanges nucléocytoplasmiques orientés, on concoit que toute modification de
cet appareil a un instant crucial de la différenciation nucléaire entrainerait des
conséquences graves pour le noyau. La perte de nhombreuses anastomoses entre
le noyau et le reticulum endoplasmique observée ici aprés destruction de la man-
chette, révéle que ces relations peuvent jouer un rdle primordial dans la morpho-
genése des noyaux, au moins en début d'allongement chez le Rat. Toutefois,
aucune modification du contenu nucléaire n’est observée aprés les colorations
par I'acide phosphotungstique alcoolique pendant les premiéres heures qui sui-
vent le traitement. Ceci peut signifier que le remplacement de quelques nucléo-
protéines ne peut s’effectuer qu’en présence d’un appareil d’échanges nucléocy-
toplasmiques intégre. Au contraire, I’arrivée de la protamine, caractérisée par sa
faible colorabilité a I'acide phosphotungstique (Courtens et Loir, 1981} et son
effet stabilisateur sur la chromatine, ne semblent pas dépendre de cet appareil,
puisque de noyaux « jeunes », dont la différenciation semblait arrétée, acquiérent
quelgues caractéres cytochimiques de noyaux agés aprés 48 heures de traite-
ment, en absence d’anastomosomes entre le reticulum endoplasmique et le
noyau. L’indépendance de la protamine vis-a-vis de l'appareil d’échange des
nucléoprotéines était déja suspectée chez le Verrat et le Sanglier (Courtens,
1982 a). La manchette jouerait donc un double réle : celui de guide de la chro-
matine et celui de squelette favorisant des échanges orienté entre noyau et cyto-
plasme. Le déroulement correct et séquentiel de ces échanges favoriserait & son
tour la stabilisation progressive des noyaux de spermatides.

On peut opposer a ce schéma, établi et vérifié partiellement chez quelques
mammiferes, |'absence de ila manchette dans de nombreux groupes zoologiques.
Une enquéte rapide révele toutefois que le noyau des spermatides est toujours
relié & des microtubules : ceux du flagelle, ceux libres autour du noyau, ou ceux
de la manchette. Ainsi, chez les éponges (Tuzet et al., 1970), les gastéropodes
prosobranches (Garreau de Loubresse, 1971), les acanthocéphales (Marchand et
Mattei, 1976), les nématodes (Jamuar, 1966), les chaetognathes (Van Deurs,
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1975}, de nombreux poissons téléostéens (Stanley, 1969), et les scorpionidés
(Jespersen et Hartwick, 1973 ; Phillips, 1974), seul le flagelle est en relation
étroite avec le noyau, soit qu'il s'insére dans un canal intranucléaire plus ou
moins profond, soit qu’il établisse un contact dans la zone latérale du noyau
(Porte et Follenius, 1960 ; Boisson et al., 1968 et 1969). Ces relations semblent
avoir une influence sur la structure intranucléaire, puisque chez ces animaux les
fibres de chromatine s’orientent parallélement aux microtubules quand la lon-
gueur du contact entre flagelle et noyau est grande, et qu’elles s’orientent radia-
lement quand le flagelle est simplement inséré dans une « fosette » comme chez
le Saumon (Zirkin, 1975). Enfin, les premiéres zones de chromatine qui se con-
densent sont toujours celles qui sont adjacentes aux microtubules. Un cas remar-
quable est représenté chez A/bula vulpes (poisson) ol un pseudo-flagelle, issu du
centriole proximal, s’applique le long de la courbure principale du noyau (Mattei
et Mattei, 1973) et pourrait jouer le réle de la manchette absente. Des systémes
mixtes groupant une manchette ou son équivalent microtubulaire, et un flagelle,
existent chez les mollusques gastéropodes opisthobranches (Walker et McGre-
gor, 1968), chez les prochordés (Tuzet et al., 1972), chez quelques rares pois-
sons (Boisson et al.,, 1968), et chez les oiseaux colombiformes (Mattei et al.,
1972). Selon les étapes de la spermiogenése, les fibres de chromatine s’orientent
par rapport a I'un ou l'autre des systémes, le second prenant parfois le relai du
premier (Tuzet et al., 1972). Dans les cas aussi remarquables que ceux des gas-
téropodes opisthobranches, il est difficile de déterminer lequel des systémes
microtubulaires joue le réle principal, tant la formation temporelle et spatiale des
hélices, nucléaire, flagellaire et microtubulaire, est intriquée (Kubo et Ishikawa,
1981).

Une relation précise entre la présence de tel type de systéme microtubulaire
autour du noyau et celle de nucléoprotéines particuliéres ne peut étre établie
actuellement, faute de connaissance de la biochimie nucléaire chez beaucoup
d’espéces. Toutefois, le modele de relations entre microtubules et noyau que
nous proposons chez les mammiféres semble également applicable a beaucoup
d’autres espéces (pour une revue plus exhaustive, voir Courtens, 1982 b). Il
pourrait expliquer une forme de stérilité chez I'homme, qui se traduit dans les
faits par I'absence de manchette dans les spermatides, et un noyau de spermato-
zoide qui reste rond et contient de nucléoprotéines typiques de jeunes spermati-
des (Baccetti et al., 1977).

Recu en mars 1982.
Accepté en avril 1982.
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