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Résumé. - La cinétique de la spermatogenèse des Amphibiens est liée à l a
position phylogénique de l'espèce et aux facteurs de l'environnement . L'injection
de thymidine tritiée dans les testicules de représentants des trois Ordres d'Amphi -
biens (Gymnophiones, Urodèles et Anoures) montre qu'il existe une corrélation
étroite entre le type de cycle et le climat d'une part et entre l'âge de la maturit é
sexuelle et la durée de la vie d'autre part . La durée de la méiose, caractéristique
de chaque espèce, est liée à des facteurs génétiques et écologiques .

Comparative study of spermatogenesis in Amphibians ,
by help of tritiated thymidine histoautoradiography .

Summary . - In Amphibians, kinetic of spermatogenesis is linked to phyleti c
position and environnemental factors . By means of tritiated thymidine injections
in testis of Gymnophiona, Urodela and Anura, we are able to show narro w
correlations between cycle type and climate, and between sexual maturity ag e
and life duration . Meiosis duration is species-specific, and it is linked to geneti c
and ecological factors .

INTRODUCTION

Chez les Vertébrés, la différenciation des cellules germinales mâle s
est un processus hautement ordonné (LOFTS, 1974) . La cinétique de l a
spermatogenèse des Amphibiens n'est cependant pas toujours directemen t
déductible de la fréquence des catégories de cellules germinales présentes
dans les testicules (KALT, 1973) .

Divers travaux ont par ailleurs montré que les Amphibiens (Gymno-
phiones, Urodèles et Anoures) présentent des cycles testiculaires saisonniers
marqués (EXBRAYAT, 1992 ; EXBRAYAT et FLATIN, 1985 ; DELSOL et al, 1981) .
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Afin de se faire une idée plus précise de la durée de la spermatogenès e
et de sa modulation par les facteurs externes, chez les Amphibiens, quelque s
auteurs ont utilisé une méthode dynamique nécessitant l'injection de thymi-
dine tritiée ( 3HThy). Divers travaux ont été effectués chez des Anoures, de s
Urodèles et chez un Gymnophione . L'utilisation de 3HThy permet la mise en
évidence de la phase de multiplication cellulaire avant et après la méiose ;
elle permet également de déterminer la durée de la prophase méiotique d e
la spermiogenèse .

Nous proposons ici de faire une synthèse de ces travaux et de montre r
l'apport de cette méthode à la détermination de la durée des diverses phase s
du cycle spermatogénique chez les Amphibiens, Classe de Vertébrés qui
représente une transition entre la vie aquatique et la vie terrestre .

1 . MÉTHOD E

1) L ' HISTOAUTORADIOGRAPHI E

L'histoautoradiographie consiste à injecter un précurseur radioactif d'une
substance que l'on désire localiser dans un organisme . Après un temps de
contact plus ou moins long, l'organe contenant théoriquement la substanc e
est prélevé puis traité par l'histologie . Les coupes déparaffinées et hydratées
sont recouvertes d'une émulsion photographique qui sera impressionnée
par la substance radio-active, pendant une phase de contact en chambr e
noire qui durera quelques jours à quelques semaines . Après révélation et
fixation de l'émulsion, des grains d'argent apparaîtront au niveau de la
substance radio-active, ce qui permettra sa localisation (GABE, 1968) .

Cette méthode a été utilisée pour étudier la dynamique spermatogéné-
tique. Pour cela, les auteurs se sont intéressés à l'instant où, dans le s
cellules concernées par la division réductionnelle de la méiose, la duplicatio n
de l'ADN (phase S) démarre . Le traceur radio-actif choisi a été, dans tous
les cas, la thymidine tritiée ( 3HThy), nucléotide spécifique de l'ADN, rendu
radioactif par la présence d'atomes de tritium .

2) LA SPERMATOGENÈS E

Rappelons que la spermatogenèse démarre par une phase de multiplicatio n
des spermatogonies primaires . Elle est suivie par une phase d'accroissement
des spermatogonies secondaires qui se différencient en spermatocytes d e
premier ordre. Ces derniers entrent en méiose . Après une première prophase
complexe divisée en plusieurs stades, ces cellules entrent en division réduc-
tionnelle au cours de laquelle le nombre de chromosome diminue de moitié .
Ceci conduit à la formation de quatre spermatocytes secondaires à parti r
d'un seul spermatocyte primaire . C'est au cours de cette première division
que la quantité d'ADN double . Cette phase a été appelée « phase préméiotique
S » (CALLAN et TAYLOR, 1968) ou encore « phase méiotique S » (MoNESI, 1962) .

Une deuxième division, équationnelle, conduit alors à la formation de sper-
matides qui se différencient en spermatozoïdes au cours de la phase d e
spermiogenèse. Globalement, l'incorporation de 3HThy pourra se faire à deux
instants : avant la division des spermatogonies primaires et avant la division
réductionnelle des spermatocytes primaires .
Bull . mens. Soc . linn . Lyon, 1995, 64 (8) .
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L'utilisation de la méthode histoautoradiographique chez plusieur s
espèces permet de comparer la durée de la phase S et la durée totale de l a
spermatogenèse .
. Une seule injection de 'HThy, permet de suivre les cellules germinale s
à évolution lente . Avec une série d'injections quotidiennes il est possible d e
suivre les cellules à évolution rapide, en quantifiant les derniers maxima d e
chaque étape . Sachant que les cellules marquées les plus évoluées sont e n
phase de synthèse d'ADN au moment de l'administration du marqueur, l e
repérage de ces cellules chez plusieurs animaux va permettre d'établir un e
vitesse spermatogénétique moyenne .
r Si l'on admet que la fréquence d'un événement qui ne retourne pas à
un stade antérieur reflète la durée relative de cet événement, les fréquence s
des différents stades spermatogénétiques pris à un moment précis d e
l'expérimentation peuvent refléter la durée de chaque stade particulier . Ce
qui revient à dire que les phases méiotiques les plus rarement rencontrées ,
telles que les anaphases I ou II, durent peu de temps . Par contre les phase s
rencontrées communément, telles que la prophase méiotique sont achevée s
en un temps plus long .
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Les Amphibiens peuvent présenter trois sortes de cycles : les cycles à
spermatogenèse discontinue, potentiellement continue ou continue . De nom-
breux travaux ont porté sur les cycles de reproduction des Anoures et de s
Urodèles . Peu d'entre eux, par contre, sont consacrés aux Gymnophiones .

cs iront .3upi
r(r -1 .1) CYCLES DE REPRODUCTION CHEZ LES GYMNOPHIONE S

e Quelques espèces seulement ont fait l'objet d'études . Chez les
Gymnophiones, chaque testicule est constitué de plusieurs lobes eux-même s
divisés en lobules à l'intérieur desquels se déroule la spermatogenès e
(photo 1) . Les lobules comportent des cellules de Sertoli géantes entr e
lesquelles se développent les cellules germinales .

De manière générale, les cycles de reproduction des Gymnophione s
mâles comportent donc une phase d'activité et une phase de repos sexue l
(type discontinu) . (Ichthvophis glutinosus de Sri Lanka, SARASIN et SARASIN ,

1887-1890 ; Iclatllvophis sp, Ichthvophis beddomei, de Mysore en Inde ,
SESHACHAR, 1936, BHATTA, 1986 ; Dennophis inexicanus du Guatemala, WAKE,
1980 ; Gvinnopis multiplicata, WAKE, 1968, 1995) .
çi Chez Typhlonectes compressicaudus, la seule espèce étudiée par
histoautoradiographie, les testicules présentent des spermatogonies en juin ;
elles se multiplient et se différencient en juillet et août . A partir de cette
période, toutes les catégories germinales sont représentées, et des mesure s
quantitatives effectuées sur coupes histologiques ont pu montrer que l e
stock de cellules germinales demeurait constant jusqu'en décembre, périod e
où démarre la reproduction . Entre décembre et avril-mai, la quantité d e
cellules germinales diminue dans les testicules, par suite de l'évacuation de s
spermatozoïdes dont le stock est reconstitué au fur et à mesure qu'ils son t
éliminés (EXBRAYAT, 1986, 1993) . Pour préciser la dynamique des cellules
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germinales chez cette espèce, plusieurs animaux ont reçu une injection d e
3 HThy. Ils ont été examinés entre 24 heures et 6 semaines après l'injection .
Chez un animal injecté en juin et 24 heures après l'injection, les testicule s
ne présentent que des spermatogonies et des spermatocytes primaires . Le
marquage caractéristique de la phase S est visible au niveau de s
spermatogonies secondaires et des spermatocytes primaires . Il y a donc eu
incorporation de : `HThy, reflet de la synthèse d'ADN. Chez des animau x
injectés en octobre, aucune cellule germinale n'est marquée, même si x
semaines après l'injection, bien que toutes les catégories soient représentées .
Les cellules germinales sont donc bien stockées avant la période d e
reproduction . Enfin, chez les animaux injectés en décembre, donc au début
de la période de reproduction, un nouvel aspect de la cinétique spermato-
génétique a pu être mis en évidence. Une semaine après l'injection, aucun
marquage n'est révélé . Deux semaines après, quelques spermatocytes II ,
des spermatides et des spermatozoïdes de stades différents présentent u n
marquage . Trois semaines après l'injection, des spermatides âgés et des
spermatozoïdes sont marqués . Après quatre semaines, seuls quelque s
spermatozoïdes sont révélés par des précipités de grains d'argent .

Ces résultats ont permis de préciser la cinétique de la spermatogenès e
et du cycle sexuel de Typhlonectes compressicaucius . En juin-juillet, la
spermatogenèse permet la reconstitution du stock de cellules germinales .
Durant la période de repos sexuel, ces dernières sont réellement stockées
puisque aucune incorporation de nucléotide n'a été observée . Au moment de
la reproduction, à partir de décembre, une nouvelle spermatogenèse perme t
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Photo 1 : Coupe transversale de lobe de testicule chez Typhlonectes comp•essicattdtts ,

Amphibien Gymnophionc . L'échelle indique 180 It m . 1 : lobe ; s : cellules de Sertol i
géantes ; g : groupe de cellules germinales ; te : tissu conjonctif .

Bull . mens. Soc. lion . Lyon, 1995, 64 (8) .
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le remplacement des spermatozoïdes évacués . Il n'est cependant pas possible ,
a priori, de préciser si cette deuxième spermatogenèse nécessite une nouvell e
multiplication des spermatogonies . Cependant, la confrontation des obser-
vations histologiques et des marquages radio-actifs laisse supposer qu'un e
telle multiplication n'a pas eu lieu . En effet, l'étude quantitative montre
que le nombre total de cellules germinales diminue progressivement pendan t
cette période .

Les résultats de l'étude histoautoradiographique donnent quelque s
indications sur la durée de la spermatogenèse, en décembre . La durée
minimale est vraisemblablement comprise entre une et deux semaines après
la deuxième division de méiose. En effet, la 3HThy n'est pas encore
incorporée par les cellules germinales une semaine après le marquage, mai s
deux semaines suivant l'injection, elle est incorporée dans l'ADN des cellule s
postméiotiques . Ces résultats laissent supposer que la phase de différenciation
des spermatocytes II peut être différée .

2) CYCLES DE REPRODUCTION CHEZ LES URODÈLE S

Chez les Urodèles, les cellules de chaque catégorie germinale son t
rassemblées en cystes contenus dans des lobules connectés à un canal
évacuateur . Au printemps, les spermatozoïdes des régions postérieures de s
testicules s'échappent des lobules ; le testicule est donc vidé et occupé pa r
des cellules en dégénérescence. Dans les régions antérieures, une autre
spermatogenèse se réalise . Les tritons dont quelques espèces ont été étudiée s
par histoautoradiographie présentent un cycle discontinu au cours duque l
les phases de méiose sont fréquentes à partir du printemps alors qu'elle s
sont inexistantes en hiver .

Chez Triturus viridescens (WIMBER et PRENTSKY, 1963), l'étude histoauto-
radiographique, portant sur la prophase de méiose, a été menée à un e
température comprise entre 20 et 22 °C . L'injection intrapéritonéale a été
de 10 µCi de 3HThy et l'analyse a porté sur des animaux observés pendant
une période comprise entre 40 mn et 26 jours. Ce n'est que 4 jours aprè s
l'injection que les premières cellules marquées apparaissent . La synthèse
d'ADN préméiotique démarre 13 jours après l'injection . La période compris e
entre le début de la prophase et la métaphase I est ensuite de 11 jours . La
prophase (2° division) démarre le 12° jour au cours de laquelle une faible
synthèse d'ADN est détectée .

Chez Triturus vulgaris (CALLAN et TAYLOR, 1968), les animaux son t
maintenus à 16 °C et subissent une injection intrapéritonéale de 20 µCi de
3HThy suivie d'une deuxième injection de 20 µCi 24 heures après. Il faut
9 à 10 jours pour que démarre la synthèse de l'ADN préméiotique. C'est
seulement à ce moment, en effet, que les spermatocytes (leptotène) son t
marqués . La première métaphase se produit 20 à 21 jours après la fin de l a
phase S . Au-delà de 30 jours, les cellules en métaphase II ont incorpor é
la 3HThy (Tab. I) .

Chez Plethodon cinereus (MORGAN, 1979), l'expérience a été effectuée à
20 °C. L'injection de 3HThy a été de 25 µCi . 26 jours semblent nécessaire s
entre la phase S (spermatocytes I) et la fin de la méiose . Entre le 26° et
le 370 jour, les cellules marquées les plus évoluées sont de jeunes spermatides .
Cependant, l'absence de ségrégation de marquage dans les cellules, 37 jours
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après l'injection (en effet, toutes les cellules ont incorporé la 3 HThy) indiqu e
que ces cellules étaient en phase S au moment de l'injection ; si on soustrai t
les 26 jours nécessaires à la méiose, ceci suggère que la phase S dure a u
moins onze jours (Tab. I) .

3) CYCLES DE REPRODUCTION CHEZ LES ANOURE S

Chez les Anoures, chaque testicule est formé d'un seul lobe compos é
de tubes séminifères à l'intérieur desquels les cellules de même stade ger-
minal sont regroupées en cystes .

a) Cycles à spermatogenèse continu e

Dans ce cas, la spermatogenèse se réalise par petites divisions e t
différenciations successives . Dans un même tube séminifère, on trouve

Espèce T" phase S méiose spermat .

Triturus
vulgaris 16 ° C 20-21 j 9 j-10 j >30 j

Triturus
viridescens 20-22 °C 13 j 12 j

Plethodon
cinereus 20 °C 26 j 11 j

Phrynobatrachu s
calcaratus 30 °C 2 h 1 h-24 h 8 j

Ptychadena
maccartyensis 30 °C 24 h 4 h-24 h >8 j

Bu f o regularis 30°C 8 j 2 h-8 j 21 j

Xenopus laevis 18 °C 23 j 6 j-7 j 37 j

Rana esculenta
avril 20 ° C 7 j-l0 j 2h-4h 21 j
juil . 20 °C l h-12 j 1 h-2 h
juil . 30°C lj-8j 1h-2h 12 j
nov . 0° C 8 j 24 h

Rana lessona e
avril 20 °C 7 j-10 j 2 h-4 h >21 j
juil . 20 °C 1 h-12 j
juil . 30 °C 1 j-8 j 1 h-15 h 12-14 j
nov . 0° C 8 j 24 h

Tableau I : Durées de la phase S, de la méiose et de la spermatogenèse che z
quelques espèces d'Amphibiens ayant subi l'injection de thymidine tritiée .

Bull . mens . Soc . linn. Lyon, 1995, 64 (8) .
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plusieurs amas de catégories cellulaires différentes . Pendant toute l'année ,
des spermatozoïdes sont observés sur les cellules de Sertoli et dans la
lumière des tubes séminifères et des canaux évacuateurs, ce qui suggèr e
que leur évacuation est continue . Toutes les étapes de la spermatogenès e
sont ainsi présentes simultanément dans un même tube séminifère, l a
formation de spermatozoïdes se fait toute l'année avec une période plu s
active au moment de la reproduction . L'étude cinétique d'un tel type de
cycle a été effectuée chez Xenopus leavis (KALI, 1976) et dans les testicule s
de quatre Batraciens africains : Bufo regularis, Phrynobatrachus calcaratus ,
Ptychadena ,naccartvensis et Ptvchadena oxvrhvncluis, chez lesquel s
l'influence de la température sur le dynamisme de la spermatogénèse a ét é
déterminé (GUEYDAN-BACONNIER, 1980, PUJOL, 1985, GUEYDAN-BACONNIER et al ,
1984, DELSOL et al, 1981) .

Chez Xenopus leavis (KALI, 1976), les animaux ont été maintenus à 18 °C .
Ils ont reçu une injection intrapéritonéale de 10 µCi de "HThy, puis ils ont
été sacrifiés 1 à 45 jours après, afin de déterminer la durée de la prophas e
préméiotique et de la spermatogenèse ; la durée de vie de chaque stade a
également été calculée . Pour cela, une injection quotidienne de 5 µCi de
3HThy a été effectuée . A 18 'C, les cellules qui évoluent le plus rapidemen t
sont les spermatocytes au stade leptotène qui sont marqués 4 jours aprè s
l'injection ; ce n'est que le 5" jour qu'apparaissent les cellules au stad e
zygotène. La première division de méiose est observée 23 jours aprè s
l'injection et les premiers spermatides 24 jours après l'injection mais c e
n'est qu'au 37° jour que des spermatozoïdes marqués sont observés (Tab . I) .

Photo 2 : Mise en évidence par histoautoradiographie des spermatocytes de premie r
ordre chez Bufo regularis, Amphibien Anoure à cycle continu . L'échelle indique 20 µm .
e : spermatocytes de premier ordre .
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Les divisions méiotiques ont lieu dans un délai de 24 heures et la spermio-
genèse se fait en 12 jours . La phase S dure environ 6,3 jours. Cette durée
relative de la phase S a été calculée en prenant le nombre de stade s
préméiotiques E par rapport au nombre de spermatogonies secondaires .

Chez Bufo regularis (photo 2), la durée de la spermatogenèse est d e
trois semaines à 30 °C . Les spermatogonies en phase S sont marquées 15 m n
après l'injection, les spermatocytes I, deux heures après, les spermatocyte s
II huit jours après ; des spermatides et des spermatozoïdes sont marqués
21 jours après le début de l'expérience (Tab . I) . L'évolution des taux d e
marquage permet d'évaluer approximativement la durée minimale des étapes
spermatogénétiques . La division mitotique des spermatogonies II est effectué e
en 24 heures, l'évolution des spermatogonies (phase S) en spermatocytes I
peut s'effectuer en moins de deux heures . Une phase de latence de 14 jours
a été constatée pour la majorité des spermatocytes I, puis l'évolution d e
quelques spermatocytes I en spermatocyte II s'effectue en huit jours . La
transformation de spermatocytes II en spermatozoïdes demande 15 jours .
En faisant la somme des durées minimales de chaque étape, on obtient un e
durée totale minimale de 21 jours pour la spermatogenèse chez les animau x
à maturation rapide . L'étude par histoautoradiographie permet de précise r
que, chez tous les animaux et quel que soit le mois auquel a été effectué e
l'expérimentation, des spermatogonies entrent en multiplication, mais un e
partie seulement d'entre elles s'engage dans la spermatogenèse .

Chez Plzrvnobatrachus calcaratus, 15 minutes après l'injection, la 3 HThy
a été incorporée dans des spermatogonies préméiotiques S et quelque s
spermatocytes I, dans tous les testicules étudiés . 8 jours après l'injection ,
les premiers spermatozoïdes marqués apparaissent dans quelques testicule s
et 14 jours après l'injection, tous les spermatozoïdes sont marqués dans tou s
les testicules étudiés (Tab . I) . Chez cette espèce, l'évolution des spermatogonie s
préméiotiques S en spermatocytes I s'effectue donc en quinze minutes e t
celle des spermatocytes I en spermatocytes II s'effectue en deux heures .
Le marquage des spermatogonies I s'observe 24 heures après l'injection ,
comme chez Bufo regularis, mais n'apparaît plus huit jours après l'injection .
Dès la seizième heure, on observe quelques spermatides marquées mais i l
faut attendre huit jours pour observer des spermatozoïdes marqués . La
spermatogenèse de Phrvnobatrachus peut donc se réaliser en un minimum
de huit jours .

Chez Ptychadena maccartvensis, la spermatogenèse est beaucoup moin s
rapide que chez les deux autres Anoures tropicaux . Chez cette espèce, le
stade spermatocyte II n'est pas dépassé huit jours après l'injection . L'incor-
poration de : `HThy aux premiers stades spermatogénétiques n'est révélée
que deux heures après l'injection . Des spermatocytes II sont marqué 2 4
heures après l'injection . La cinétique spermatogénétique de cette espèce ,
maintenue à 30 °C, se rapproche de celle d'un Anoure à cycle potentiellemen t
continu tels que Rana esculenta et Rana lessonae (voir infra) .

b) Cycles à spermatogenèse potentiellement continue .

C'est GALGANO (1934) qui, le premier a défini ce type de cycle . LOFTS (1964 )
l'a étudié chez Rana esculenta . Chez les espèces qui présentent un tel cycle ,
les tubes séminifères présentent, en hiver, quelques spermatogonies en division .
Généralement, les gamètes ainsi formés dégénèrent au stade spermatocyt e

Bull . mens . Soc . lien . Lyon, 1995, 64 (8) .
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mais peuvent parfois évoluer jusqu'au stade des spermatozoïdes ; au
printemps (avril-mai), le nombre de spermatozoïdes augmente, en juin, l a
fécondation a lieu ; en août et septembre, une nouvelle spermatogenèse s e
réalise complètement . Cependant, cette dernière- peut être bloquée par u n
abaissement de température . Il n'existe donc pas de vraie période de repo s
du testicule . Ce cycle dépend des facteurs externes et notamment de l a
température . Chaque stade spermatogénétique a une tolérance thermiqu e
cellulaire propre (CET, 1949) . L'hygrométrie et la nourriture sont égalemen t
des facteurs importants .

Chez Rana esculenta, une élévation de température pendant l'hive r
conduit à une spermatogenèse complète . Aux autres périodes, la spermato-
genèse est arrêtée par un abaissement de température (LOFTS, 1974, DELSO L

et al, 1981) . RASTOGI (1976) a pu montrer que l'arrêt de la spermatogenès e
de Rana esculenta en hiver était en relation avec les basses températures .
La reprise de la gamètogenèse est observée lorsque la température est à
nouveau favorable . Le maintien de cette fourchette de température (15 à
25 °C) représente également le facteur thermique optimal pour une sperma-
togenèse active . A des températures inférieures à 10 °C, la vitesse de l a
spermatogenèse diminue ; on constate un retard au niveau de l'évolutio n
des spermatogonies en spermatocytes primaire (R .ASTOCT et al, 1983) . Donc
température et photopériode ont une influence importante sur l'activit é
spermatogénétique de Rafla esculenta .

Photo 3 : Mise en évidence par histoautoradiographie des spermatogonies en phase
préméiotique S chez Rana lessonae, Amphibien Anoure à cycle potentiellement continu.
L'échelle indique 20 Di m. gl : spermatogonies en phase S ; t : jeunes spermatides (no n
marqués) .



- 365 -

Rana esculenta et Rana lessonae possèdent, en France, un cycle poten-
tiellement continu caractérisé par quelques divisions spermatogoniales en
hiver et une spermatogenèse complète en avril-mai (GUYETANT, 1986) . Après
la mise en évidence de l'existence d'un complexe regroupant Rana lessonae ,
Rana ridibunda et Ranci esculenta, leur hybride (BERGER, 1964, 1976), il étai t
intéressant de comparer la cinétique spermatogénétique entre les deu x
espèces Rana lessonae et Rana esculenta et d'essayer de mettre en évidence
si l'incidence saisonnière dépendait de facteurs génétiques ou de facteur s
écologiques (incidence thermique) ou des deux combinés (NEYRAND DE
L,EFFEMBERG, 1988 ; NEYRAND DE LEFFE\IBERG et EXBRAYAT, 1987, 1991) .

Pour cela des animaux capturés en Dombes (France) à différente s
périodes de l'année, ont subi une injection de 'HThy puis ont été sacrifié s
après des durées variables . Les périodes de l'année et les température s
choisies ont été novembre (0 "C), janvier (10 "C), avril (20 "C), mai (22 °C) ,
juillet (5 °C, 20 °C et 30'C) .

A 0 °C (en novembre de cette année-là), chez les deux espèces, le s
spermatocytes II représentent, 8 jours après l'injection, le stade spermato-
génétique marqué le plus évolué (photo 3) . A 10 "C (en janvier), le stad e
spermatocyte I représente le stade marqué le plus avancé, même 14 jours
après la mise en expérience . A 20 "C (avril), les spermatocytes II son t
marqués 6 heures après l'injection . Chez Rana esculenta, en juillet, à la
même température (20 "C), la `HThy a été incorporée dans les spermatocyte s
II une heure seulement après l'injection et des spermatides sont marquée s
dès le 14° jour après la mise en expérience (Tab. I) . En jouant sur les
variations de température, en juillet, on a pu montrer l'importance de cett e
dernière sur le bon déroulement de la spermatogenèse . A 5 "C, il y a blocag e
au stade spermatocyte I ; à 30 "C, il y a accélération de la spermatogenès e
puisque des spermatides sont marqués dès le 10° jour suivant l'injection ,
comme en mai, période de reproduction .

La cinétique globale de la spermatogenèse s'avère plus rapide à 22 ° C
en mai (période de reproduction) chez Rana esculenta . A 30 °C, en juillet ,
elle s'avère à peu près identique chez les deux espèces .

Pour affiner l'analyse de la cinétique spermatogénétique, deux indice s
chiffrés ont été définis pour chaque temps d'expérimentation donné, chez
l'animal qui présente le stade spermatogénétique marqué le plus évolué :

- la fréquence du marquage total (Ft) :

Nb total de cellules germinales marquée s
Ft =

Nb total de cellules germinale s

- l'indice d'incorporation de chaque stade spermatogénétique (Ii) :

Nb total de cellules germinales marquées d'une catég .
Ii =

Nb total de cellules de chaque catégori e

Ces deux indices ont été définis, par une analyse quantitative, pou r
chaque animal sur trente champs optiques (intégrateur de Zeiss) dispersés
dans la partie moyenne du testicule (220 cystes par animal) . Cette étude a
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été effectuée sur des animaux capturés en avril (20 °C), en juillet (5 °C ,
20°C et 30°C) .

1) Chez Rana esculenta, en avril, tous les stades de la spermatogenès e
ont été marqués, une heure seulement après l'injection. Chez Rana lessonae,
le marquage est alors limité aux spermatocytes II . La fréquence de marquage
(Ft) devient égale chez les deux espèces, trois semaines après le début de
l'expérimentation . L'examen des valeurs de Ii laisse supposer qu'il exist e
des différences dans les modalités de la spermatogenèse chez les deu x
espèces. Chez Rana lessonae, toutes les spermatogonies se divisent entr e
la huitième et la quinzième heure suivant l'injection, l'élaboration de s
spermatocytes II demande donc moins de huit heures . Tous les spermato-
cytes II sont néoformés entre le septième et le dixième jour après l'injectio n
mais dégénérent ensuite . Chez Rana esculenta, le démarrage de la spermato-
genèse paraît plus rapide ; huit heures après l'injection, les spermatogonies I
ne sont plus marqués alors que les catégories supérieures ont déjà incorpor é
le traceur radio-actif . La spermiogenèse démarre entre le septième et l e
dixième jour et les spermatozoïdes sont formés en moins de 21 jours (Tab . I) .

Il se pourrait que, chez Rana esculenta, en avril à 20 °C, la première
phase de multiplication des spermatogonies conduise directement à la
formation des spermatozoïdes . Chez Rana lessonae, il existerait plusieurs
phases de multiplication qui n'aboutiraient pas toutes à la formation d e
spermatozoïdes . Le mois d'avril semble être une période de reproductio n
vraie pour Rana esculenta et de pré-reproduction pour Rana lessonae.

2) En juillet, à 30 °C (température obtenue artificiellement), après l a
reproduction, Rana esculenta présente deux fois plus de cellules germinale s
marquées que Rana lessonae, dès la première heure qui suit l'injection .
A la fin de l'expérimentation (12 jours), les Ft des deux espèces son t
comparables. A 20 °C, dans les conditions naturelles, l'examen des Ft montr e
des cinétiques identiques .

Si l'on compare les valeurs de Ii chez les animaux faisant l'objet de
l'expérimentation de juillet, dans les conditions naturelles (20 °C) cet indic e
est maximal pour les spermatogonies chez Rana esculenta par rapport à
Rana lessonae . Cependant, la méiose est bloquée chez les deux espèces .
Une élévation de température (30 °C) favorise la formation des spermatide s
chez Rana lessonae et la différenciation des spermatides en spermatozoïde s
chez Rana esculenta . La cinétique est donc globalement plus rapide che z
cette dernière espèce .

3) La comparaison des cinétiques spermatogénétiques chez des individus
des deux espèces étudiés en avril à 20 °C, et en juillet, à 20 °C et 30 ° C
donne des renseignements intéressants .

A 20 °C, en effet, c'est seulement en avril que la spermatogenèse es t
complète chez les deux espèces . En juillet, période de post-reproduction,
une température de 20 °C (un peu basse pour la saison) bloque la sperma-
togenèse chez les deux espèces . Par contre une élévation de température
(30 °C) démasque les cinétiques des spermatogenèses des deux espèces .
Dans ce cas, l'analyse fine (examen des Ii) montre que la spermatogenès e
est toujours plus rapide chez Rana esculenta .

La physiologie est différente chez les deux espèces . En avril, la première
phase de multiplication des spermatogonies conduisait directement à la
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formation des spermatozoïdes chez Rana esculenta alors que chez Rana
lessonae plusieurs phases de multiplication n'aboutissent pas toutes à l a
formation des spermatozoïdes donc une phase de préspermàtogenèse sembl e
exister. L'expérimentation menée en juillet, confirme la différence existant
entre les cinétiques .

CONCLUSIONS

L'utilisation de la méthode histoautoradiographique pour l'étude de s
testicules des Amphibiens montre que les modalités de la synthèse de l'AD N
sont disparates au cours de la spermatogenèse . Cette méthode permet de
préciser les effets de certains facteurs écologiques ; elle permet également
d'apprécier la durée des différentes phases de la spermatogenèse .

1 - EFFETS DES FACTEURS ÉCOLOGIQUE S

De manière générale, il semble exister des corrélations étroites entr e
le type de cycle et le climat . D'autres facteurs cependant pourraient intervenir.
GAVAUD (1975) a fait remarquer que l'ensemble du métabolisme de l'animal
intervient dans la régulation de la spermatogenèse . En effet, c'est en rappor t
avec la maturité sexuelle, la durée de vie de l'espèce que s'ajoutent le s
facteurs de l'environnement (température, photopériode et précipitations) .
Ce n'est donc pas seulement en fonction de la seule position phylétique qu e
s'expliquent les disparités de la vitesse spermatogénétique . Des espèce s
proches peuvent présenter des cycles continus ou discontinus . Rana iberica
et Rana latastei, par exemple, ont un cycle potentiellement continu bien que
ces espèces soient très proches de Rana temporaria qui, elle, possède un
cycle discontinu . De même, chez les espèces Rana ridibunda et Discoglossus
pictus, les mâles des populations d'Afrique du Nord ont un cycle contin u
alors que ceux qui vivent dans le sud de la France ont un cycle discontinu
(GALGANO, 1934, KEHL, 1944) .

Chez les endothermes (Mammifères), la durée de la spermatogenèse es t
constante et les facteurs du milieu n'interviennent qu'en modifiant so n
rendement (ORTAVANT, 1956) .

Les ectothermes sont très sensibles aux fluctuations de l'environnement .
La température modifie la durée de la spermatogenèse des Poissons (EGAMI

et HYODO-TAGUCHI, 1967 ; BILLARD, 1968) ; chez les Reptiles, la spermatogenès e
ne peut s'effectuer que dans des limites précises de température (LICHT, 1966 ,
LICHT et BASU, 1967) . Les Anoures, Urodèles et Gymnophiones montrent u n
cycle testiculaire saisonnier marqué . Chez les animaux à cycle potentiellemen t
continu, la température joue un rôle important dans la synchronisation
des différentes phases du cycle sexuel . La photopériode a moins d'influence ,
sauf dans le cas de Rana esculenta où elle modifie l'activité spermatogénétiqu e
(RASTOGI et al, 1978) ; les précipitations influencent les modalités de la ponte .
Une combinaison de température et de photopériode critiques est nécessair e
à la régulation et au maintien d'une spermatogenèse active : en effet, aucu n
de ces deux facteurs n'est effectif en l'absence de l'autre .

Dans les régions où vivent les trois Anoures africains étudiés,
Phrynobatrachus calcaratus, Ptychadena maccartyensis, Bufo regularis et
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chez le Gymnophione Typhlonectes compressicaudus, la température varie
peu et ne peut donc être un facteur déterminant du cycle sexuel . Cependant ,
par son aspect tropical, elle pourrait être responsable du caractère contin u
de la reproduction (sauf chez Typhlonectes compressicaudus) . Dans les pays
tropicaux, la constante thermique est généralement accompagnée de grandes
variations de la pluviométrie . Cette dernière a des répercussions tant sur
l'existence de lieux possibles de ponte (mares temporaires ou savanes
inondées) que sur la quantité de nourriture disponible . Par ailleurs, l a
présence d'organes de réserve et notamment de corps adipeux tamponne ,
dans certains cas, les fluctuations saisonnières de la quantité de nourriture
disponible . Ces organes pourraient ainsi permettre le déroulement continu
de la gamétogenèse (PUJOL, 1985, NEYRAND DE LEFFEMBERG, non publié ,
EXBRAYAT, 1988) . Les variations saisonnières de la pluviosité semblent
cependant sans effet sur la dynamique des différentes catégories de cellule s
spermatogénétiques. Il semblerait que chez les animaux à cycle continu l e
testicule aurait une courte période de repos au cours de laquelle il s e
comporterait comme organe de réserve de cellules germinales . Cette
constatation est également valable dans le cas de Typhlonectes
compressicaudus.

Chez les Urodèles étudiés, tous à cycle discontinu, la température jou e
aussi un rôle . Ceci est vraisemblablement en relation avec les variations
saisonnières marquées auxquelles ces animaux sont soumis .

Chez ces espèces, et notamment chez Triturus viridescens, le s
spermatocytes, déjà marqués en fin de phase S, entrent en métaphase e n
12 jours. Bien que méiotiquement inactif à cette période de l'année
(l'expérimentation a été menée en février, en Caroline du Nord, Etats-Unis) ,
ces animaux ont pu entrer en méiose lorsqu'ils étaient maintenus à 20 ou
22 °C.

2 - DURÉE DES PHASES DE LA SPERMATOGENÈS E
La durée de la méiose est un des aspects les plus variables du processu s

de la gamétogenèse . Cette durée dépend des facteurs environnants, de l a
quantité d'ADN, du niveau de ploïdie de l'organisme et du génotype . La
durée de la méiose est donc caractéristique des espèces . Elle est le résultat
du complexe « génotype-nucléotype-environnement » . Tous ces facteurs
doivent être égaux chez les espèces étudiées si l'on veut établir une relatio n
satisfaisante entre la « C value » (quantié d'ADN nucléaire pour des animau x
d'une même classe) et la durée de la méiose des Amphibiens . Afin que ce s
données soient strictement comparables, elles doivent être converties à l a
même température . Une augmentation de température au-dessus de la limit e
thermique à laquelle les organismes peuvent survivre diminue en effet la
durée de la méiose. BENETT (1977) a proposé une relation linéaire entre l a
durée méiotique et la « C value » . Il arrive à la conclusion que, à une
température de 20 °C, la méiose durerait environ 15 jours chez Triturus
vulgaris, 14 jours chez T . viridescens et 26 jours chez Plethodon cinereus .
La longue méiose de Plethodon pourrait être attribuée à la présence d'u n
« stade diffus » spécifique, défini par MORGAN (1979), situé, pendant la pro -
phase, entre le pachytène et le diplotène et durant 8 jours . Si, chez cette
même espèce, les spermatocytes passaient directement du stade pachytène
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au stade zygotène, la méiose durerait 18 jours seulement et serait donc
proche de celle des deux Triturus .

Les trois espèces d'Urodèles étudiées sont des espèces terricoles . La
Salamandre au dos rouge (Plethodon cinereûs) habite les forêts de l'Est des
Etats-Unis et sa maturité sexuelle est atteinte deux années après l a
métamorphose . Le triton ponctué ou triton lisse Triturus vulgaris a son aire
de répartition à travers une grande partie de l'Europe dans les plaines .
Il est sexuellement mature à l'âge de trois à quatre ans, pour une durée d e
vie de 28 ans . Triturus viridescens peut acquérir la maturité sexuelle à l'éta t
larvaire (NoLE, 1931), ce qui laisserait supposer que sa méiose est plus rapid e
par rapport aux deux autres espèces étudiées . La durée de vie de Plethodon
n'a pas été déterminée . On sait seulement que la durée de vie moyenne de s
salamandres est beaucoup plus longue que celle des Anoures (DUELLMA N
et TRUEB, 1986) . Cette durée de vie supérieure pourrait expliquer une méios e
plus longue chez les Urodèles .

Chez les trois Anoures africains étudiés, la spermatogenèse dure 7 jours
chez Phrynobatrachus calcaratus, un peu plus de 7 jours chez Ptychadena
maccartyensis et plus de 15 jours chez Bufo regularis . Cette différence
de maturation des étapes spermatogénétiques n'est pas liée à la températur e
qui est constante donc peu perturbante, ni aux grandes variations pluvio-
métriques mais s'explique par les importantes différences biologiques entr e
ces trois espèces de Ranidae .

Phrynobatrachus calcaratus est un animal de petite taille (15 mm de
longueur), de faible poids (0,3 g), sa durée de vie est courte (environ un an )
et il atteint la maturité sexuelle à quatre mois (GUEYDAN-BACONNIER, 1980) .
Ptychadena maccartyensis a une taille moyenne (4,5 cm), un poids moyen
(6,5 g) et il peut vivre trois à quatre ans . Sa maturité sexuelle est atteinte
9 mois après la métamorphose (BARBAULT et TREFAUT-RODRIGUES, 1978) . Bufo
regularis est de grande taille (7,8 cm), de poids élevé (43 g) et sa longévit é
est supérieure à , l0 ans .

Donc la spermatogenèse plus rapide de Phrynobatrachus pourrait être
en rapport avec sa vie relativement courte alors que la spermatogenèse plu s
lente de Bufo regularis serait en rapport avec sa grande longévité. Chez
Ptychadena, la durée du processus spermatogénétique est intermédiaire entr e
celui des deux autres espèces, tout en paraissant également lié à sa longévit é
(GUEYDAN-BACONNIER et al, 1984) .

Chez Xenopus laevis, dont la taille et la longévité sont comparables à
celles de Bufo regularis, la maturité sexuelle est atteinte en un ou deux an s
(les spermatozoïdes sont formés quatre mois après la métamorphose) . La
durée de vie de l'animal est de 15 ans mais la spermatogenèse est d'une
durée de 37 jours à 18 °C . La lenteur de cette spermatogenèse par rapport à
celle de Bufo regularis s'expliquerait par la différence de température à
laquelle vivent les deux espèces . Xenopus laevis vit à une températur e
naturelle de l'ordre de 30 °C et l'expérimentation a été conduite à 18 °C, c e
qui a certainement ralentit la spermatogenèse . L'effet d'une températur e
régulière modulée par les précipitations et le biotope, ne peut pas êtr e
démontrée dans une expérimentation conduite à 18 °C au laboratoire . Cette
expérimentation a cependant montré que l'activité spermatogénétiqu e
observée se manifeste, à n'importe quel moment, par la variation du nombr e
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total de cellules entrant en différenciation et non par un ralentissement o u
un arrêt total de la différenciation .

Chez Rana esculenta et Rana lessonae, les durées de la méiose et de la
phase S ne varient pas quelles que soient 1e's périodes de l'année et les
températures externe . Néanmoins, le démarrage de la spermatogenèse es t
plus rapide chez Rana esculenta (reproduction en avril) que chez Rana
lessonae (la reproduction peut être observée en mai) . La spermatogenès e
démarrant plus rapidement chez Rana esculenta pourrait être l'une des
causes du léger décalage de la période de reproduction observée entre le s
deux espèces . Par ailleurs, la méiose ne se déroule pas de la même manièr e
chez des populations pures de Rana esculenta et des populations où cette
espèce cohabite avec Rana lessonae (DUBols, 1977, 1978) . En effet, Rana
lessonae hiberne exclusivement sur terre alors que Rana esculenta reste
dans l'eau (TUNNER et HEPPICH, 1989) . En juillet, période de post-reproduction ,
l'expérimentation menée à 30 °C a permis de retrouver le léger décalage d e
la durée de la spermatogenèse existant entre les deux espèces du complexe .

Rana esculenta et Ranci lessonae n'ont donc pas des vitesses
spermatogénétiques identiques, la spermiogenèse étant bloquée en juillet ,
seule l'utilisation d'une température élevée obtenue artificiellement (30 °C )
permet de démasquer des différences physiologiques existant entre les deu x
membres du complexe . Il existe vraisemblablement des différences génétiques
au niveau de la cinétique spermatogénétique et de sa régulation chez Rana
esculenta et Rana lessonae . Cependant, ces différences concernant l'élabora-
tion des gamètes ne gênent en rien l'hybridation . Il est en effet connu que
des individus appartenant à l'espèce R. lessonae peuvent se croiser avec des
R. esculenta (DUBols, 1977, 1978) .

Bien qu'une température élevée possède un effet accélérateur sur l a
spermatogenèse, la capacité de différenciation des gamètes paraît sensibl e
à la période de l 'expérimentation. On peut ainsi expliquer les différences
trouvées chez toutes les espèces étudiées, quel que soit leur type de cycle ,
lorsqu'elles sont maintenues à des températures similaires mais don t
l'injection de 3 HThy a été effectuée à des saisons différentes .

Chez Xenopus laevis, la phase S se déroule avant la métamorphose, le s
spermatozoïdes apparaissent le mois suivant la métamorphose (KALT, 1976) .
Chez Rana esculenta, les spermatozoïdes sont formés 45 jours après l a
métamorphose lorsque la température atteint 15 à 20 °C, conditions optimale s
pour maintenir une spermatogenèse active (RASTOGI et al, 1983) .

Les variations quantitatives d'ADN révélées par les Amphibiens pour-
raient résulter des variations du volume cellulaire . Ces dernières pourraien t
avoir suivi une voie différente chez les Urodèles et chez les Anoures e n
raison de divers phénomènes d'adaptation . Cette corrélation entre phénomène
d'adaptation écologique quantitative d'ADN a été admise par SZARKI (1970) .

En ce qui concerne les Gymnophiones, une seule étude a été effectué e
chez Typhlonectes compressicaudus . L'injection de 3 HThy a pu cependant
confirmer l'existence d'une longue période de stockage des cellules germinales
consécutivement à une spermatogenèse vraisemblablement rapide .

En conclusion, la méthode histoautoradiographique permet l'analyse fin e
de la cinétique spermatogénétique . Elle permet de détecter les' différence s
souvent sensibles qui existent entre des espèces très proches . Cette méthode
permet également de préciser l'influence des facteurs externes . La spermato-
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genèse des Amphibiens relève d'une physiologie complexe dans laquelle sont
impliqués des facteurs génétiques et environnementaux .
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