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RÉSUMÉ

La différenciation des gonades a été étudiée chez les 82 foetus freemartins prélevés entre
40 et 250 jours. Les portées multiples comportant des foetus des deux sexes ont été induites par
les hormones gonadotropes ou obtenues aux abattoirs.

L’histoire de la gonade des foetus freemartins peut être divisée en quatre périodes.
Pendant la première semaine suivant la différenciation testiculaire des mâles (¢0-¢8 jours),

la gonade des freemartins présomptifs demeure semblable à l’ébauche gonadique indifférenciée
des femelles témoins.

Entre ¢8 et 60 jours, la croissance de la gonade des freemartins et la multiplication des cellules
germinales sont arrêtées. Simultanément, la partie antérieure des canaux de Müller commence
à régresser, mais il n’y a aucun signe de masculinisation.

De 60 à go jours, la gonade des freemartins reste très petite et les derniers îlots de cellules
germinales périphériques disparaissent. De légers signes de stimulation androgénique peuvent
être observés au niveau des vésicules séminales et parfois de l’épididyme.

Après go jours, au moment où commence la différenciation des follicules ovariens chez les
femelles normales, la croissance de la gonade des freemartins reprend. Dans environ la moitié
des cas, il s’y développe des formations ressemblant à des cordons séminifères plus ou moins bien
différenciés, certains isolés dans le blastème gonadique, d’autres en relation avec le rete. Le volume
du rete s’est alors considérablement accru. Dans quelques cas, des îlots de cellules interstitielles
de type testiculaire sont reconnaissables. Chez les trois foetus dont les gonades étaient les plus
transformées dans le sens testiculaire, le rete était le plus volumineux et le tractus génital le plus
masculinisé ; la prostate, notamment, s’était développée.

Les gonades des freemartins des bovidés posent un intéressant problème : bien
qu’appartenant à des animaux de sexe génétique féminin, elles montrent à la nais-
sance diverses caractéristiques masculines, comme l’ont rapporté les premiers auteurs
qui en ont fait l’étude histologique (LILLIE, IgI7 ; CHAPIN, 1917 ; WILLIER, 1921 ;
I,II,I,I!, Ig23 ; BissoNNETTE, 1924, 1928). I,a structure de ces gonades est très variable.
Les moins atteintes peuvent contenir des follicules ovariens pourvus d’ovocytes
(CHAPIN, I9I7 RAJAxosgl et HA>r!z, 1963), mais il s’agit là de cas exceptionnels.



Bu général, ces gonades ont un volume très réduit, elles sont limitées en surface par
une albuginée fibreuse, et, dans un stroma conjonctif irrégulier, elles contiennent
souvent des structures identifiées par les auteurs à des tubes séminifères et des
cellules interstitielles de type testiculaire. Les tubes séminifères n’ont qu’exception-
nellement été décrits chez des f&oelig;tus et, dans ce cas, chez des foetus de plus de 20 cm

(CHAPIN, 1917 ; BISSONNETTE, I924 ; HAY, Ig5o). On en a décrit juste à la naissance
(OHNO et al., 1962) et bien entendu chez les freemartins plus âgés. Les cellules ger-
minales présentes dans les tubes séminifères avant la naissance (CHAPIN, 1917 ;
HAY, ig5o), semblent disparaître ultérieurement (WILLIER, Ig2I ; SHORT et al.,
ig6g) et les tubes séminifères sont alors stériles. Des cellules interstitielles semblables
à celles du testicule ont été décrites chez un freemartin de 25 cm (HAY, 1950) et chez
plusieurs freemartins après la naissance. Ce fait est à mettre en relation avec la sécré-
tion de testostérone, mise en évidence dans la veine gonadique d’un freemartin d’un
an particulièrement masculinisé (SHORT et al., 1969).

Jusqu’ici aucune étude systématique du développement des gonades des free-
martins n’a été faite ; les modalités de l’organogenèse de l’ovaire normal sont elles-
mêmes insuffisamment connues. Les premières interprétations de la gonade des free-
martins ont été basées sur une théorie classique mais inexacte du développement
de la gonade des Mammifères, selon laquelle des cordons sexuels poussent en profon-
deur, à partir de l’épithélium superficiel : une première génération de cordons (cor-
dons sexuels primaires) donnerait les tubes séminifères du testicule, et des « cordons
médullaires » dans l’ovaire ; le cortex ovarien définitif résulterait d’une deuxième
poussée de cordons sexuels (dits cordons de Pflüger). En décrivant les gonades des
freemartins CHAPIN (1917), WILLIER (1921), LILLIE (1917, 1923) et BISSONNETTE
(1924), ont insisté sur l’arrêt de développement des « cordons de Pflüger » et ont
assimilé les tubes séminifères, quand ils sont présents, aux « cordons sexuels primaires »
Cependant BISSONN!TT! (1928) a un doute et soulève la question suivante : « the

question as to how much of the definitive seminiferous tubules of the freemartin
testis comes from primary or medullary sex cords, and how much from secondary
sex cord or cortical regions of the early freemartin ovary » (page 46).

Il y a longtemps que divers auteurs ont critiqué ou rejeté la théorie des cordons
sexuels invaginés à partir de l’épithélium superficiel (cf. PRENANT, I88g ; FISCH!I&dquo;
Ig3o). En ce qui concerne le veau, il en est ainsi de VAN BEEK (Ig24), qui en cent
pages assez difficiles à lire et peu illustrées, décrit l’organogenèse ovarienne du veau.
Dans l’ébauche du foetus de 3I mm (46 jours environ), il distingue : I) l’épithélium
germinatif ; 2) en-dessous, une coyticalis épaisse de 12 cellules environ ; 3) une zone
lâche de transition ; 4) un noyau conjonctivo-épithélial irrégulier, ou medullaris.
Dans la corticalis se formeront les nids à ovogonies ou cordons corticaux, au contact
de l’épithélium, mais cc die Corticalstrânge im Rindenovarium rühren nicht von einer
besonderen Keimepithelproliferation her ».

Dans la medullaris se différencieront d’une part le rete ovarii, et d’autre part
des cordons médullaires (« Markstrânge ») visibles à partir du stade de 60 mm ;
ces cordons deviennent plus nets ensuite, acquièrent parfois une lumière (82 mm)
et entrent en contact avec les nids ovigères de la coyticalis à partir de 90 mm. Au
stade de 104 mm (environ 70 jours), certaines cellules germinales ont atteint le stade
synaptène et pachytène. L’auteur ne décrit guère la formation des premiers follicules.
GROPP et OHNO (1966), utilisant une technique histochimique de mise en évidence



de la phosphatase alcaline, insistent sur l’existence dans l’ébauche gonadique d’un
« blastème central » dans lequel se forment les tubes séminifères du mâle, et qui chez
la femelle formera des cc cordons folliculaires » qui se mettront en contact avec les
nids à ovocytes et fourniront les cellules folliculaires. Les auteurs rejettent également
la participation de l’épithélium germinatif à la formation de cordons sexuels ou de
cordons de Pflüger. OHNO (ig6g), après avoir étudié des foetus freemartins de 235 à

270 mm, explique la structure de la gonade des freemartins et sa stérilité, par la dégé-
nérescence de la zone corticale externe et par la différenciation en tubes de la zone

centrale.
Nous avons indiqué antérieurement que dans l’ovaire présomptif du veau nor-

mal ou dans la gonade des freemartins jusqu’au stade de 60 jours après l’insémination,
il n’existe aucune structure comparable à des cordons sexuels primaires (JosT, 1970 ;
JOST, VIGIER et PR>;PIN, ig72). Nous en déduisions que lorsque des tubes séminifères
se forment dans ces gonades, ils doivent le faire après le stade de 60 jours. C’est ce
que nous avons observé, et nous rapportons ici un résumé d’ensemble de nos observa-
tions dont divers aspects ont été mentionnés ailleurs (JOST et al., ig!3).

Auparavant, il nous semble nécessaire de donner la définition des termes de
testicule et d’ovaire, tels que nous les utiliserons. Le testicule est un organe constitué
par : i) des tubes séminifères, qui chez le foetus sont des cordons pleins, constitués
par des cellules de Sertoli foetales et des cellules germinales ; chez le veau, les premiers
cordons séminifères se forment, à quelque distance sous l’épithélium superficiel,
entre 39 et 41 jours. Plus tard, après 56 jours, ces cordons se mettent en relation avec
les tubes du yete par des tubes droits ; 2) des cellules interstitielles, dont la différen-
ciation suit celle des premiers cordons séminifères ; 3) une albuginée, qui devient très
nette déjà entre 43 et 45 jours.

L’ovaire se différencie beaucoup plus tard que le testicule. Pendant une longue
période durant laquelle les mâles ont déjà des testicules bien reconnaissables, les
femelles ont encore des ébauches de gonades indifférenciées. Les auteurs (et nous-
mêmes dans le passé) appellent ces organes des ovaires, parce que ce ne sont pas des
testicules et parce que normalement ils se développent en ovaires. Mais en fait ce ne
sont que des ovaires présomptifs dont les freemartins montrent précisément qu’ils
peuvent subir une différenciation qui n’est pas de type ovarien. Nous considérerons
que la gonade indifférenciée est devenue un ovaire, seulement lorsqu’elle contiendra
des follicules primordiaux séparés par un stroma, l’eusemble étant recouvert par un
épithélium ovarien superficiel. C’est une règle semble-t-il générale chez les Mammi-
fères, que les cellules germinales entrent en méiose avant d’être entourées par les
cellules folliculaires, donc avant que la structure ovarienne ne se réalise. Chez le veau,
les premières figures de méiose ovocytaire apparaissent vers 75 jours (ERICKSON,
1966) et les premiers follicules se constituent vers 100 jours. La formation de folli-
cules et l’organogenèse ovarienne se poursuivent pendant de nombreuses semaines.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les foetus freemartins de notre première collection (âgés de 39 à 77 jours) ont été obtenus
à la Station de Physiologie animale de l’I. N. R. A., à Jouy-en-Josas, après induction hormonale
de la superovulation selon la technique rapportée par MAULÉON et al. (z9!o). Les foetus plus âgés



ont été collectés aux abattoirs grâce à l’obligeance des Laboratoires Sorga. Le nombre des foetus
étudiés est indiqué dans le tableau i. L’ensemble des techniques et les critères utilisés pour
considérer un foetus comme un freemartin en développement ont été discutés antérieurement
(Josx et al., 1972).

Le matériel a été fixé par le liquide de Bouin et coupé en série à 7 >m d’épaisseur. On a en
général monté et étudié d’abord une coupe sur 33 ; ensuite on a prélevé, selon les niveaux, des
coupes à intervalles plus rapprochés ou toutes les coupes intermédiaires. Les mesures de volume
ont été faites selon la méthode de projection et de pesée des dessins. Le nombre des cellules ger-
minales dans les gonades a été obtenu selon la méthode de CHALKLEY (1943).

RÉSULTATS

I,es observations seront rapportées en distinguant quatre classes d’âge qui
tiennent compte de certains événements importants survenant chez les freemartins
ou chez les témoins.

40 à 48 jours

Chez les mâles, la différenciation testiculaire progresse rapidement, alors que
chez les femelles et les freemartins l’ébauche gonadique reste indifférenciée : un
blastème cellulaire se distingue de plus en plus nettement dans le centre de la gonade,
séparé par une zone plus lâche, d’une zone périphérique assez mince et limitée par
l’épithélium superficiel. Le volume des gonades des freemartins est peut-être légère-
ment inférieur à celui des gonades témoins (fig. i) et le nombre de cellules germinales
un peu plus faible (fig. 2), mais ceci demanderait à être vérifié sur d’autres animaux,
parce que certains de nos freemartins jeunes, ainsi que leurs jumeaux mâles, étaient
un peu retardés dans leur développement.

49 à 60 jours

Cette période est particulièrement importante dans l’histoire des mâles, puis-
qu’elle correspond à la masculinisation de l’ensemble de l’appareil génital et à la
régression de la partie supérieure des canaux de Müller.

Chez les femelles, le fait le plus saillant est la rapide multiplication des cellules





germinales, surtout dans la zone périphérique. Leur nombre est multiplié par près
de 20 entre 50 et 60 jours (fig. 2), alors que le volume gonadique n’est multiplié que
par 3 (fig. z). Il s’ensuit que les cellules germinales restent en groupes, ou en « nids »,
dans la zone périphérique, sous l’épithélium de surface. Le même processus s’intensi-
fie jusqu’à 7o jours (entre 5o et 70 jours le nombre des cellules germinales est multi-
plié par 90 et celui de la gonade par 6,5). Ces accumulations de cellules germinales
dans la région périphérique de la gonade ont été interprétées autrefois comme tra-
duisant la poussée de cordons sexuels à partir du prétendu « épithélium germinatif »
qui leur aurait donné naissance.

A partir de 56 jours, on voit des cordons de cellules très éosinophiles (intensé-
ment colorées aussi par le violet de crésyl) entre le blastème central et les nids ovi-
gères en formation ; l’aspect est variable selon les animaux. Ces « cordons sombres »,
qui se voient plus nettement aux stades ultérieurs (fig. 3 et 4), jouent peut-être un
rôle dans la folliculogenèse. Ce sont probablement ces formations que certains anciens
auteurs, qui n’avaient pas étudié un nombre de stades suffisant, ont pris pour des
« cordons sexuels primaires » en régression.

Chez les freemartins deux faits surviennent, qui sont probablement liés :

10 le volume de la gonade cesse d’augmenter entre 49 et 52 jours, et en moyenne
reste constant jusqu’à 62 jours (fig. i) (cf. JosT et at., 1972) et probablement jusqu’à
90 jours (fig. 7). Cet arrêt de croissance des gonades touche surtout les zones péri-
phériques, autour du blastème central. Il est concomitant du début de la régression
de la partie supérieure des canaux de Müller et il y a une bonne corrélation entre les
degrés d’inhibition de l’ébauche gonadique et celle des canaux de Müller (jost et al.,
I972).

20 Le nombre des cellules germinales augmente jusque vers 54 jours dans la
gonade des freemartins, mais ensuite il ne suit pas l’accroissement énorme qui a lieu
chez les femelles témoins à partir de ce moment (fig. 2). Il semble que dans certains
cas l’arrêt de croissance de la gonade précède l’arrêt de la multiplication des cellules
germinales, mais les deux phénomènes sont presque simultanés.

60 à 90 jours

Chez les foetus mâles cette période correspond surtout à l’achèvement des
connexions uro-génitales : différenciation du rete testis, des tubes droits (entre rete
et cordons séminifères) et des connexions entre rete et canal de Wolff. Un épididyme
est reconnaissable après 70 jours, sous la forme d’ondulations du canal de Wolff.

Chez les femelles, la multiplication des cellules germinales se ralentit après
70 jours, et les premières prophases méiotiques apparaissent après 75’ jours. Le yete
ovarii est formé de tubes pourvus d’une lumière après 70 jours, comme celui des mâles,
mais son volume augmente beaucoup moins.

Chez les freemartins, la gonade reste très petite ; son volume moyen ne change
guère entre 50 et 90 jours (fig. 5 et 7), mais il y a de grandes variations individuelles.
I,e rete est bien développé et il est entouré par un blastème de cellules dont certaines
ont un abondant cytoplasme. Les cellules germinales sont relativement abondantes
dans le yete et dans le blastème. En surface, l’aspect est variable : des îlots à cellules

germinales, surmontés par un épithélium encore cylindrique, peuvent être relative-





ment nombreux (cas d’un freemartin de 70 jours), ou présents seulement dans une
ou deux régions localisées de la gonade ; ailleurs la surface ressemble alors davantage
à une albuginée testiculaire (fig. 5). Dans un freemartin de 77 jours, quelques cellules
germinales étaient en prophase méiotique dans une région limitée de la périphérie
(fig. 5 et 6) ; mais le fait semble rare.

Fcetus de plus de 90 jours

Le lébut du quatrième mois correspond à des événements morphogénétiques
importants chez les f&oelig;tus femelles et chez certains freemartins.

Chez la femelle va commencer la différenciation ovarienne, c’est-à-dire la forma-
tion de follicules séparés par un stroma ovarien. On trouve un très petit nombre de
follicules, dans la profondeur de la zone ovigère, à partir du stade de 100 à iio jours.
Leur nombre va en augmentant pendant les semaines suivantes. Les « cordons
sombres o décrits plus haut sont venus en contact avec la zone où se forment les folli-
cules (fig. 4) mais, pour le moment, nous ne pouvons préciser leur rôle dans l’appari-
tion des cellules folliculaires. La période d’organogenèse ovarienne s’accompagne
d’une croissance rapide de l’ovaire (fig. 7), après l’arrêt de la multiplication des
cellules germinales.

Après 90 jours, la croissance des gonades des freemartins reprend (fig. 5 et 7).
On peut distinguer trois parties dans ces gonades :

10 en position centrale ou Plus souvent excentrique, un yete qui paraît très volumi-
neux étant donné la petite taille des gonades ; après i2o jours le yete peut atteindre
un volume double ou triple de celui trouvé dans un ovaire normal (fig. 7). Le rete
des mâles est encore beaucoup plus volumineux ;

20 en périphérie, une albuginée très semblable à celle d’un testicule ; les zones
où subsiste un épithélium de type ovarien surmontant des nids de cellules germinales
sont exceptionnelles ;

3 autouy du yete, un blastème cellulaire plus ou moins abondant (fig. 7). Parfois
ce blastème est très réduit (fig. 5, 84 j) et l’on peut supposer que ces gonades resteront
rudimentaires et indifférenciées, comme on le voit chez certains freemartins adultes
(LILLIE, igy ; WILLIER, Ig2I). Dans d’autres gonades de 100 à 250 jours, ce blas-
tème bien que plus abondant, ne renferme pas de structure reconnaissable. Enfin,
dans la moitié environ des freemartins étudiés entre 90 et 250 jours, ce blastème
contient des cordons qui ressemblent soit aux cordons séminifères déjà bien différen-
ciés des mâles de 100 jours, soit aux cordons encore en formation, visibles dans les
testicules des mâles de 42 à 45 jours (fig. 6). On peut faire les remarques suivantes au
sujet de ces structures :

a) dans l’ensemble, ces cordons existent surtout dans les gonades ayant un
blastème abondant autour du rete (fig. 7) ;

b) le freemartin le plus jeune ayant de tels cordons avait un âge estimé de
93 jours ; le freemartin de 97 jours est l’un de ceux qui possédait les cordons séminifères
les mieux différenciés et les plus nombreux. La répartition des cordons séminifères
bien différenciés et des cordons en formation a été la suivante :
- Chez 3 freemartins (97 j ; 150 j ; 236 j), les gonades renferment un grand



nombre de cordons séminifères bien différenciés, en relation avec le yete (fig. 5).
Dans les deux premiers, il y a des îlots de cellules ressemblant à des cellules intersti-
tielles testiculaires.
- Chez 4 freemartins (109 j ; 168 j ; 169 j ; 226 j), il existe un petit nombre de

cordons séminifères bien différenciés ; ces cordons ne sont pas tous en relation avec
le rete.
- Chez 6 freemartins (ns j ; i25 j ; 146 j ; i67 j ; 186 j ; 222 j), coexistent des

cordons séminifères bien différenciés et des cordons irréguliers de diamètre plus
faible (fig. 6), que nous considérons comme des cordons séminifères en formation.
Cette interprétation est appuyée par les cas où les deux sortes de structures sont en
continuité. Ces différenciations s’observent soit isolées parmi les cellules du blastème,
soit au contact du rete.
- Enfin chez deux freemartins n’existent que des cordons en formation (93 j ;

108 j).
Si ce que nous avons appelé « cordons en formation » représente bien un stade

initial dans la formation des cordons séminifères, il semble que ceux-ci puissent se
différencier dans la gonade des freemartins pendant une période prolongée ; on trouve
en effet des cordons en formation chez des freemartins d’âge variant entre 93 et

222 jours. Il se peut qu’il en apparaisse encore ultérieurement ; §

c) les cordons séminifères des freemartins les plus jeunes renferment un nombre
appréciable de cellules germinales. Le nombre de ces cellules devient plus faible
après i5o jours et leur présence est rare après 20o jours. Il semble donc que certains
de ces cordons puissent se former par la différenciation et l’association des cellules
claires qui les constituent, avec une participation très faible ou même nulle des
cellules germinales. Dans les testicules des mâles normaux de 42 ou 43 jours, on voit
aussi s’ébaucher certains futurs tubes séminifères par l’association de cellules claires,
qui sans doute deviendront les cellules de Sertoli, et seulement d’un très petit nombre
de cellules germinales ;

d) jusqu’à l’âge de 62 jours, l’appareil génital des freemartins ne montre prati-
quement pas de signe de masculinisation (Jos2 et al., ig!2). Nous avons maintenant
étudié l’appareil génital de z3 freemartins âgés de 70 à 125 jours, et fait les observa-
tions suivantes :
- Chez les 4 freemartins les plus jeunes (70, 70, 77 et 88 jours) la masculinisa-

tion, si elle existe, est encore peu marquée. Les vésicules séminales ne sont pas rami-
fiées comme chez les mâles, et leur longueur n’est nettement augmentée que chez le
plus âgé.
- Chez 3 freemartins plus âgés, dont les gonades ne contenaient pas de « cor-

dons séminifères » (io8, io8 et 110 jours), les vésicules séminales sont longues et rami-
fiées ; l’épididyme est indiqué dans deux cas.
- 3 freemartins dont les gonades contenaient quelques cordons en formation

(93, io8 jours) ou seulement 3 cordons séminifères différenciés (iog j), ressemblent
aux précédents mais montrent en plus un ou deux bourgeons prostatiques.
- Chez les 3 freemartins dont la gonade était la plus transformée dans le sens

testiculaire (97, 115 et 125 j), les signes de masculinisation sont plus prononcés : les
vésicules séminales ramifiées sont presque deux fois plus longues que dans les cas





chronologie et des modalités morphologiques des phénomènes d’organogenèse par-
ticuliers à la gonade des freemartins, devrait permettre une étude ultérieure des
facteurs en cause.
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SUMMARY

THE DEVELOPMENT OP’ THE GONAD OF IrREEMARTINS

The differentiation of the gonads has been studied in 82 fetal freemartins preserved at ages
between;40 and 250 days after insemination. Twin or multiple pregnancies with fetuses of oppo-
site sexe were either induced with gonadotrophins or obtained at the slaughter house.

The history of the fetal freemartin gonads can be divided in four periods.
During the week following the onset of testicular differentiation in male fetuses (days 40-

48), the gonads of the presumptive freemartins remain similar to the undifferentiated gonads of
control female fetuses.

Between days 48 and 60, gonadal growth and multiplication of germ cells stop. Simulta-
neously the upper part of the Mullerian ducts regresses, but no masculinization of the gonads
or of the genital tract can be recognized.

Between days 60 and 90, the freemartin gonad remains stunted and the last peripherical
nests of germ cells disappear. Some slight signs of androgenic stimulation can be seen at the level
of the seminal vesicles and less frequently of the epididymis.

After go days, when ovarian follicles start differentiating in normal females, growth of the
freemartin gonad resumes. In approximately half the cases, the gonads contain cellular cords
resembling seminiferous cords at varying degrees of differentiation.

These cords are either isolated in the gonadal blastema or connected with the rete. In all
these cases the rete is enlarged. In a few cases, clusters of interstitial cells of the testicular type
were present. In the three freemartins in which the gonads were the most transformed in the
testicular direction, the yete was the largest and the genital tract the most masculinized ; in par-
ticular a prostate had developed.
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