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Summary. Evolution of female germ cells during the meiotic prophase in the rat : criteria
for cytoplasmic and nuclear identification of the different stages by thin histology.

The different stages of meiotic prophase in germ cells of the rat ovary were studied
cytologically at definite times when there was a dominant nuclear stage.

Each stage was identified in 1 u sections. The usual references for the definition of
meiotic nuclear stages according to chromosomal structures were used and have been
described in more detail. It has also been shown that cytological observations such as the
organization and distribution of cytoplasmic organelles (mitochondria, Golgi apparatus)
equally contributes to the identification of the stages of meiotic prophase.

Introduction.

De nombreuses descriptions des différents stades de la méiose ont été faites
d’abord avec des techniques histologiques classiques merveilleusement précises
mais longues, à cause des techniques de différenciation très artistiques
(Winiwarter, 1901 et Winiwarter et Sainmont, 1909). Ces techniques ont évolué
vers des méthodes rapides (hématoxyline éosine ou Feulgen) donnant des images
nucléaires confuses surtout pour les premiers stades de la prophase méiotique.
Or, lorsque l’on aborde l’étude des mécanismes d’induction, ce sont pourtant ces
premiers stades qu’il convient de connaître avec précision. Les techniques
cytologiques n’ont pas ces défauts mais ne donnent aucune information sur les
relations cellules germinales &horbar; cellules somatiques que l’on estime déterminantes
lors du déroulement de l’ovogenèse.

Les deux méthodes précédentes n’apportent pas d’information au niveau du
cytoplasme c’est-à-dire sur l’état métabolique de ces cellules (phase de

dégénérescences, par exemple). Les fixations de microscopie électronique le

permettent et là aussi une abondante bibliographie descriptive (Von Wettstein,
1977) est disponible.
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La technique des coupes semi-fines informe sur les relations cellules

somatiques &horbar; cellules germinales ainsi qu’au niveau cytoplasmique et

membranaire. Les images des cellules au cours de la méïose obtenues par cette
technique sont rares. Afin d’y remédier, nous avons :
- comparé les images nucléaires trouvées sur coupes semi-fines à celles

données par la cytologie nucléaire et définissant les stades de la prophase
méiotique considérées comme étalon ;
- précisé les observations cytoplasmiques trouvées comme nouveaux critères de
définition des stades par rapport à des observations en microscopie électronique
(Bézard et Mauléon, 1984) ;
- rapproché les images histologiques courantes de ces descriptions sur coupes
semi-fines pour apprécier la validité des expérimentations entreprises
précédemment sur l’induction de la méiose.

La méthodologie proposée vise donc à présenter une étude comparative de
diverses techniques sur ce matériel biologique.

Matériel et méthodes.

1. Animaux. &horbar; Des rats femelles Wistar de la souche 03-INRA, spécialement
sélectionnés sur leur sensibilité à FSH et sur leur moindre variabilité de réponse
aux hormones, ont aussi une moindre variabilité individuelle de structure

ovarienne (Mauléon, 1978). Ces femelles ont été placées avec des rats mâles



fertiles le soir du prooestrus. Les femelles dont le frottis vaginal du matin suivant
révèle la présence de spermatozoïdes, sont présumées gestantes et se trouvent à
0,25 jour post-coïtum à 9 h du matin.

2. Ages choisis pour les prélèvements. &horbar; C’est à partir d’une étude

cytologique d’un ensemble de 8 ovaires de ratte, d’âge compris entre 17,25 jours
post-côitum (p.c.) et 0 jour post-natal (p.n.) (Bézard et Mauléon, 1981 ; PI. 1)

qu’ont été choisies les meilleures périodes de prélèvement pour les autres études

morphologiques. Ces périodes tiennent compte du moment où le nombre de

types nucléaires différents est minimal et du moment où le pourcentage d’un

stade « dominant » est maximal (tabl. 11. ).
Pour chaque âge de prélèvement ont été étudiées ;

- sur le même embryon, la morphologie des cellules germinales par techniques
cytologiques de l’ovaire droit et histologique (coupes semi-fines) de l’ovaire

gauche ;
- sur le même embryon, mais différent du précédent, la comparaison entre

morphologie des cellules germinales, après histologie sur coupes semi-fines de
l’ovaire droit et morphologie après histologie classique (coupes paraffine) de
l’ovaire gauche.

3. Technique cytologique (Luciani et al., 1971). &horbar; Les phases importantes
sont :

- prélèvement de l’ovaire foetal placé dans une solution hypotonique de chlorure
de potassium (0,42 %) pendant 15 min à la température ambiante ;
- fixation dans un mélange, préparé extemporanément, d’éthanol absolu et

d’acide acétique glacial (3V : 1V) pendant 30 min ;
- dissection sous loupe binoculaire pour séparer tissu ovarien du tissu voisin et
transfert dans de petits tubes coniques siliconés contenant le fixateur fraîchement
préparé ;
- dissociation mécanique du tissu avec pipette fine siliconée par aspiration et
refoulement ;
- centrifugation à 800 tours/min pendant 8 min ;
- reprise du culot par quelques gouttes d’acide acétique (45 %1, agitation douce
avec pipette fine bouchée et addition d’une goutte de méthanol absolu provo-
quant une turbulence des cellules d’où meilleure dispersion ;
- dépôt d’une goutte de suspension sur lame glacée humide puis passage à la

flamme après étalement maximum ;
- coloration au Giemsa.





4. Technique histo%gique sur coupes semi-fines
- fixation au glutaraldéhyde (2,5 % dans cacodylate de sodium 0,1 M ; pH 7,3)
à 4 °C pendant 1 h ;
- rinçage dans tampon cacodylate (0,1 M) ;
- post-fixation dans acide osmique (1 %) à 0 °C pendant 1 h ;
- déshydratation et inclusion dans Epon 812 ;
- coupes de 0,5 à 1 p réalisées avec l’ultramicrotome Reichert ;
- coloration par flottaison par le bleu de Toluidine (0,5 % dans tampon borate
de sodium 4 %) chauffé jusqu’à apparition de vapeurs ;
- rinçage à l’eau distillée et différenciation à l’alcool éthylique absolu suivie d’un
nouveau rinçage à l’eau ;
- montage en série sur lame et séchage à chaud.

Des coupes ultra-fines ont également été réalisées pour une étude ultérieure
en microscopie électronique. Ces coupes ont été repérées par rapport aux coupes
semi-fines.

5. Technique histologique sur coupes incluses dans la paraffine
- fixation au Bouin-Holland pendant 3 jours ;
- rinçage à l’eau distillée pendant 1 h ;
- déshydratation puis inclusion dans la paraffine ;
- coupes de 5 p réalisées avec le microtome Reichert ;
- coloration nucléaire par la technique de Feulgen et Rossenbeck (1924).

Résultats.

I. Définition des stades de prophase méiotique en cyto%gie.
Il n’existe pas d’étude longitudinale complète chez le rat donnant une descrip-

tion de la succession de ces stades. Celle que nous proposons a été établie en se

référant aux études faites chez d’autres espèces (Homme : Kindred, 1963 ; Mano-
taya et Potter, 1963 ; Luciani et Stahl, 1971 ; Souris : Hartung et Stahl, 1977 ;
Lapin : Devictor-Vuillet et al., 1973 ; Brebis : Mauléon et al., 1976).

1. Ovogonie. &horbar; La chromatine y est présente sous forme d’un très fin réseau
de filaments peu dissociés et supportant de très petites masses d’hétérochroma-
tine sur tout l’ensemble du noyau (PI. 2-1b1. Les nucléoles sont souvent visibles.

2. Préleptotène. &horbar; Ce stade souvent peu ou mal décrit fait l’objet d’une
planche complète (PI. 3).





Lors du passage des noyaux de gonie au stade préleptotène, les filaments
deviennent plus épais et les masses hétérochromatiniennes plus volumineuses et
plus denses. L’ensemble nucléaire est très diffus et il est presque impossible, chez
le rat, de déterminer avec précision le nombre de ces amas chromatiniens qui cor-
respondraient aux chromocentres, selon ce qui a été trouvé chez la Souris (Har-
tung et Stahl, 1977) ou chez la Brebis (Luciani et al., 1979). Ces stades montrent
un début de condensation des chromosomes (PI. 3-11. ).

Au cours de l’évolution du stade préleptotène, la condensation des masses
chromatiniennes se précise et progresse le long des filaments chromosomiques,
qui deviennent de plus en plus visibles (PI. 3-2).

La condensation des masses d’aspect hétéropycnotique devient présente sur
toute la longueur des chromosomes rendant ceux-ci épais et très irréguliers. Cette
condensation devient maximale et les filaments chromosomiques sont alors très
raccourcis (PI. 3-3).

Ces phases de condensation progressive des éléments chromosomiques cor-
respondent à ce que Walters nomme « early, mid, late and full condensation »

(1970, 1976).
La décondensation qui suit est caractérisée par la réapparition des filaments

chromosomiques qui s’allongent et s’étirent, mais renferment encore des épaissis-
sements souvent localisés à une extrémité : ce sont les centromères chromosomi-

ques (PI. 2-2b et 3-4).

3. Lepiotène. - Au stade « leptotène », les chromosomes sont des fila-
ments décondensés, très longs, qui s’enchevêtrent les uns aux autres (PI. 2-3b).
Ils deviennent de plus en plus fins sur toute leur longueur mais conservent quel-
ques renflements perlés qui sont les chromomères déjà repérables en fin prélepto-
tène. Ces fins chromosomes restent très proches et peuvent être liés entre eux ;
une complète individualisation de chaque élément n’est pas visible.

4. Zygotène. - Le stade « zygotène » est celui de l’appariement des chro-
mosomes homologues ; une convergence des filaments vers un pôle du noyau
rend l’image chromosomique des cellules excentrée (PI. 4-1b). Les chromosomes
sont étroitement pelotonnés, réalisant une masse compacte d’où s’échappent des
anses chromosomiques qui gagnent la périphérie du noyau. Ils présentent à leurs
extrémités l’aspect d’une fourche à deux dents terminées par un épaississement.

5. Pachytène. - Au stade « pachytène », les appariements des chromoso-
mes homologues sont terminés, la convergence a cessé et les chromosomes
deviennent plus courts et plus épais (PI. 4-2b et 3b). Il est possible de constater
l’appariement parfait des homologues par la mise en évidence de chaînons plus ou
moins foncés mis bout à bout. Les parties les plus foncées sont les chromomères.





6. Diplotène. - A ce stade, les chromosomes homologues s’écartent en res-
tant unis seulement au niveau des chiasmas (PI. 5-1b1. C’est la déspiralisation
intense des chromosomes ; ils prennent l’aspect de filaments diffus, allongés et
ténus. Les nucléoles sont à nouveau visibles.

7. Dictyotène. &horbar; C’est le stade de repos de l’ovocyte avec une augmenta-
tion considérable de la taille du noyau. Le matériel chromosomique est très dif-
fus ; de nombreux micronucléoles sont présents en plus du volumineux nucléole
(PI. 5-2b et 3b). Ce matériel nucléolaire abondant est en rapport avec l’intensité
des synthèses protéiques qui caractérisent la croissance de l’ovocyte.

Il. Comparaison des stades de prophase méiotique en microscopie sur coupes
semi-fines et sur coupes paraffine avec référence aux stades précédents définis en
cyto%gie.

1. Ovogonie. &horbar; Sur coupes semi-fines (Pl. 6-1b et 1c), toutes les cellules
germinales des ovaires de 17,25 j p.c. sont caractérisées par un large noyau sphé-
rique fréquemment placé au centre de la cellule avec un ou le plus souvent deux
gros nucléoles sphériques localisés au contact, ou à proximité de l’enveloppe
nucléaire. La chromatine est dense et homogène. L’enveloppe nucléaire est

épaisse et délimite de façon nette le contour du noyau. Le cytoplasme est clair
avec des mitochondries souvent polarisées au niveau de l’appareil de Golgi. Les
ovogonies sont parfois groupées par deux et il est possible de rencontrer deux
noyaux dans un seul cytoplasme.

Sur coupes paraffine (PI. 6-1a), les ovogonies ne présentent qu’une structure
chromatinienne dense et fortement colorée.

2. Préleptotène. &horbar; A 17,75 j p.c. (PI. 6-2b et 2c), les cellules germinales, sur
coupes semi-fines, changent d’aspect dans leur majorité. En effet, la plupart
d’entre elles (40 %) ont maintenant un noyau clair avec une chromatine ponctuée
de petits amas denses. L’enveloppe nucléaire s’affine. Le nucléole devient rudi-
mentaire et quelquefois fragmenté, sa localisation est le plus souvent proche de
l’enveloppe nucléaire. Le large cytoplasme clair semble vide avec seulement quel-
ques mitochondries éparses ou accolées à l’enveloppe nucléaire. Ce sont les
« préleptotènes » en préparation à la méiose. A cet âge, des ovogonies sont
encore présentes et d’autres sont en cours d’évolution vers le stade leptotène.

Sur coupes paraffine (Pl. 6-2a), certains noyaux de cellules germinales
deviennent plus clairs après coloration et présentent des amas de chromatine ;
leurs contours sont peu définis. Ce sont peut-être les préleptotènes mais il est très

difficile, voire impossible de faire une réelle différence avec les ovogonies.









Sur coupes paraffine (PI. 8-1a1, les noyaux diplotènes reprennent une forme
sphérique, l’enveloppe nucléaire n’est pas visible, seul le matériel chromatinien se
répartit dans l’ensemble du noyau et de fins filaments chromosomiques y sont
encore visibles.

7. Dictyotène. - Les noyaux des ovocytes demeurent à ce stade de repos
appelé « dictyotène » jusqu’à la puberté. Sur coupes semi-fines (PI. 8-2b et 2c), le
contenu nucléaire est plus dense qu’au diplotène avec un nucléole sphérique.
Quelques amas de chromatine s’accrochent à l’enveloppe nucléaire. Les mito-
chondries sont très nombreuses et redeviennent éparses dans un cytoplasme en
pleine croissance.

L’évolution des cellules germinales en follicules primordiaux se fait progressi-
vement. Chaque ovocyte s’individualise en s’entourant de cellules somatiques,
cuboïdes ou allongées, claires ou foncées à l’intérieur d’une membrane basale.
C’est la phase de « compartimentation » de l’ovaire décrite par Zamboni et al.
(1979).

Sur coupes paraffine (PI. 8-2a), les ovocytes des follicules en formation trou-
vés à 1 j p.n. montrent évidemment l’augmentation de taille. Les noyaux apparais-
sent clairs avec seulement un faible réseau de matériel plus dense.

La séquence d’évolution des stades méiotiques des cellules germinales pré-
sentée sur les planches 6, 7 et 8 est établie avec plus de précision sur coupes
semi-fines grâce à la visualisation des modifications des membranes et des élé-
ments cytoplasmiques. Ces caractéristiques représentent de nouveaux critères
(enveloppe nucléaire, nucléole, mitochondries) non repérables sur coupes paraf-
fine où seule la structure nucléaire renseigne sur le stade de la cellule sans qu’il
soit possible de différencier clairement les premiers stades du début de prophase
méiotique.

Discussion.

Depuis les études anciennes sur l’ovogenèse des mammifères (Winiwarter,
1901 ; Winiwarter et Sainmont, 1909), suivies de travaux plus récents aux images
microscopiques améliorées par la technique Feulgen, ce sont surtout des schémas
d’évolution dans le temps qui ont été apportés chez les espèces peu étudiées
auparavant (souris : Borum, 1961 ; McLaren et al., 1972 ; homme : Ohno et al.,
1961 ; Blandau, 1969 ; lapin, brebis, vache et truie : Mauléon, 1961, 1966 ; rat :





Beaumont et Mandl, 1962 ; Rivelis et al., 1976 ; lapin : Peters et al., 1965 ; hams-
ter : Lemon et Morton, 1968 ; Challoner, 1974, 1975 ; Arrau et Roblero, 1979 ;
porc : Black et Erickson, 1968 ; cheval : Deanesly, 1975).

Dans certaines études, aux images histologiques ont été ajoutées des images
obtenues après « squashes » des cellules germinales chez le rat (Beaumont et
Mandl, 1962), la souris (Borum, 1961) et l’homme (Ohno et al., 1962). La descrip-
tion des chromosomes eux-mêmes aux différents stades de la prophase méioti-
que a été faite chez l’homme par Kindred (1963), Manotaya et Potter (1963) et
Luciani et Stahl (19711. La visualisation du nucléole et de ses rapports avec les



chromosomes (Luciani et Stahl, 1971 ; Stahl et Luciani, 1972) puis les informa-
tions concernant les synthèses d’ARN (souris : Bakken et McClanahan, 1978 ;
homme : Hartung et Stahl, 1978) et d’ADN (souris : Hartung et al., 1977 ; bre-
bis : Luciani et al., 1979) ont tenté de définir en termes biochimiques la prophase
méiotique.

Grâce à ces études des noyaux, la séquence d’évolution des stades nucléai-
res de cellules germinales de rat est clairement établie et la méthodologie utilisée
ici en rapprochant une histologie sur coupes semi-fines a permis, à des stades
précis de grande fréquence de certains états cytologiques, de trouver des critères
morphologiques autres que nucléaires, caractéristiques de l’évolution des cellules
germinales femelles durant l’ovogenèse. Même si l’évolution des chromosomes au
cours de la prophase méiotique n’apparaît pas aussi clairement sur coupes semi-
fines qu’en cytologie, principalement aux stades les plus précoces, préleptotène
et leptotène, il existe des modifications au niveau de l’enveloppe nucléaire, du
nucléole et des organelles cytoplasmiques portant sur leur forme, leur nombre et
leur localisation qui sont autant de repères utiles à faible grandissement.

a) L’enveloppe nucléaire des cellules germinales qui disparaît au cours des
multiplications ovoginales par mitoses est conservée durant la prophase méioti-
que. Ce phénomène a déjà été mis en évidence dès 1909 par Winiwarter et Sain-
mont, en histologie classique, puis souvent mis en doute. En histologie fine, on
constate une variation morphologique de l’enveloppe nucléaire qui s’affine dès le
début de la prophase méiotique pour s’épaissir de nouveau au stade diplotène.

Ces variations sont sans doute en relation avec la croissance de l’ovocyte
c’est-à-dire l’augmentation du volume cytoplasmique de la cellule germinale.
Selon sa structure, l’enveloppe nucléaire favorise ou gêne les échanges de maté-
riaux entre noyau et cytoplasme, échanges nécessaires au cours de la croissance
ovocytaire.

b) L’examen de coupes semi-fines révèle que le nucléole jusqu’alors volumi-
neux se fragmente dès le préleptotène, c’est-à-dire avant que l’individualisation
des chromosomes ne soit faite. Il reprend sa forme sphérique au diplotène.
On a longtemps pensé que le nucléole disparaissait au cours de la prophase

méiotique, car l’histologie classique ne permettait pas toujours de visualiser cette
structure. Certains auteurs relataient son absence en fin de leptotène et sa pré-
sence au diplotène (porc : Black et Erickson, 1968 ; hamster : Challoner, 1974).
En étude ultrastructurale, le nucléole est cependant décrit tout au long de la
méiose (Franchi et Mandl, 1962 ; Schuchner, 1975 ; Stahl et al., 1978). L’évolu-
tion des composés nucléolaires est en relation avec les synthèses nucléaires. En
effet, la fragmentation du nucléole correspondrait à l’arrêt des synthèses d’ARN
qui reprennent dans le noyau en fin pachytène au moment où a lieu le regroupe-
ment des constituants nucléolaires (Mirre et Stahl, 1978).

c) Le matériel chromatinien passe d’une répartition homogène, durant les

interphases, à une individualisation des chromosomes dès l’initiation méiotique. Si
condensation et décondensation du contenu nucléaire, au stade préleptotène,
sont facilement repérables avec les techniques cytologiques précédemment
citées, sur coupes semi-fines ces modifications sont plus difficiles à remarquer.
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Cependant, dès le stade leptotène, les chromosomes homologues apparaissent
comme des filaments courts et fins, très enchevêtrés mais encore peu visibles. Au
stade zygotène, la figure de « bouquet », décrite depuis longtemps en histologie
classique (Winiwarter et Sainmont, 1909) et retrouvée en cytologie (Luciani et
Stahl, 1971 ; Luciani et al., 1974), l’a été aussi sur coupes semi-fines (Bézard et
Mauléon, 19811. De plus, la présence de l’appareil de Golgi au voisinage de cette
polarisation chromosomique pose un problème non expliqué de relations entre les
deux phénomènes. Au cours du stade pachytène, les masses chromosomiques
deviennent si denses qu’elles sont facilement observables sur coupes semi-fines.

d) Le regroupement des mitochondries constaté dans le cytoplasme des ovo-
gonies avant l’initiation méiotique est à rapprocher de la remarque déjà formulée
par Franchi et Mandl (1962) d’une relation entre ce comportement et l’arrêt des
multiplications mitotiques des cellules germinales. Il a été trouvé également chez
le mâle (Franchi et Mandl, 1964). Le nombre de mitochondries et leur déplace-
ment dans le cytoplasme, tout au long de la prophase méiotique, doivent être liés
au rôle physiologique important joué par ces organelles au cours des oxydations
respiratoires, des échanges d’électrons, d’ions ou de molécules avec le hyalo-
plasme : ces phénomènes s’accentuent lors des synthèses des constituants mito-
chondriaux (Curgy, 1972).

En fin de pachytène et début diplotène, la polarisation importante entre appa-
reil de Golgi et mitochondries est à rapprocher de la formation souvent décrite du
« corps vitellin de Balbiani » qui, situé au niveau du complexe Golgien d’après ces
descriptions, présente des structures très variables (Adams et Hertig, 1964 ; Her-
tig et Adams, 1967 ; Weakley, 1967, 1968 ; Zamboni, 1972). Ces phénomènes de
polarisation des organelles dans les ovogonies âgées, peu avant le début de la

prophase méiotique, puis leur dispersion dès l’entrée en méiose suivie d’une nou-
velle polarisation avec l’appareil de Golgi en fin de pachytène sont des critères
morphologiques faciles à repérer. Ces rassemblements de mitochondries corres-
pondent peut-être aux regroupements décrits dans le spermatocyte de rat à cette
même période d’évolution de la cellule germinale.

Il est noté, de 17,75 j p.c. à 19,25 j p.c. qu’un grand nombre de mitoses
goniales présente une désorganisation des chromosomes qui deviennent des mas-
ses denses et sphériques plus ou moins dispersées dans la cellule (PI. 6-3b). Elles
sont retrouvées dans l’étude cytologique (PI. 3-6). Ces mitoses, dites « atréti-

ques », seraient dégénératives d’après Beaumont et Mandl (1962).

Conclusion.

Les observations en microscopie optique sur coupes semi-fines fournissent
des repères faciles au cours de l’évolution des cellules germinales pendant la pro-
phase méiotique.

En admettant une analogie de fréquence des figures observées en cytologie et
sur coupes semi-fines, une séquence d’évolution des figures morphologiques des
différents stades est proposée (fig. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).
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