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Observations au microscope €lectronique a balayage de vési-
cules germinatives d’ovocytes de Xenopus laevis laevis puri-
fiées en masse.

ABSTRACT

SEM analysis of mass isolated germinal vesicles of Xenopus laevis oocytes. — The
general morphology of mass isolated germinal vesicles from Xenopus laevis vitellogenic
oocytes is studied by SEM and compared with manually isolated germinal vesicles
of the same stages. Some features of the inner nuclear organisation are given, with
special reference to nucleolar bodies.

RESUME

Au moyen de la microscopie électronique a balayage, la morphologie des vési-
cules germinatives d’ovocytes vitellogéniques (au stade 5-6) de Xenopus laevis et leur
pureté par rapport aux composants cytoplasmiques sont décrites. Les noyaux isolés
2 la main ou purifiés en masse selon la méthode décrite par SCALENGHE et al. (1978)
sont comparés quant a leur structure fine et quelques traits de I'organisation interne,
en rapport avec les nucléoles, sont également mentionnés.
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INTRODUCTION

Jusqu’a présent, la méthode classique pour obtenir des vésicules germinatives
d’ovocytes vitellogéniques de Xenopus laevis consistait a séparer manuellement un a un
les noyaux du cytoplasme de l'ovocyte. Cette méthode, convenable pour toutes les
analyses portant sur des petites quantités, ne permet pas les études préparatives des
constituants nucléaires, en particulier des nucléoles.

Gréace a la méthode d’isolation en masse des noyaux d’ovocytes décrite par
SCALENGHE et al. (1978), il est maintenant possible d’obtenir aisément de grands nombres
de noyaux en bon état physiologique.

11 a paru intéressant de comparer, a I'aide de la microscopie électronique a balayage,
la morphologie fine de la surface des noyaux isolés en masse ou manuellement pour
vérifier la pureté et 1’état du matériel nucléaire obtenu. Nous donnons également
quelques indications sur la structure interne des noyaux et en particulier la morphologie
et la localisation des nucléoles, matériel actuellement a 1’étude.

MATERIEL ET METHODES

Les noyaux sont préparés par la méthode de SCALENGHE ef al. (1978), résumée
ci-dessous. Les ovocytes de Xenopus laevis laevis Daud., au stade 5-6 selon DUMONT
(1972), sont obtenus par digestion des ovaires a la collagénase selon EPpic & DUMONT
(1976) et récupérés selon leur taille sur un tamis. Les ovocytes sont ensuite incubés
30 min. dans un milieu de BARTH additionné de Pronase puis lavés 10x au milieu de
BARTH contenant de la BSA. Ils sont ensuite incubés dans un milieu de EAGLE tamponné
a pH 7,4 au Tris et contenant 0,2% de Nonidet P-40 jusqu’a rupture des ovocytes et
libération des vésicules germinatives. Il convient de respecter un rapport de 3:1 entre
le volume de la solution de EAGLE et le volume propre des ovocytes, ce qui permet
d’obtenir au cours de la lyse un milieu suffisamment dense pour que les vésicules ger-
minatives flottent en surface et soient facilement recueillies. Une purification supplé-
mentaire est obtenue par décantation des vésicules germinatives dans le milieu de
EAGLE contenant 0,1 M de sucrose.

Pour la microscopie é¢lectronique a balayage, les vésicules germinatives, isolées
en masse ou manuellement, sont fixées a la glutaraldéhyde a 2% dans du tampon phos-
phate 0,1 M a pH 7.4 pendant 24 h. au minimum. Aprés déshydratation alcoolique,
passage dans P'acétate d’amyle et séchage par la méthode du point critique dans du
CO,, les vésicules germinatives sont métallisées et observées dans un microscope élec-
tronique & balayage ISI Super Mini SEM.

Nous remercions le Muséum de Genéve et M. V. Aellen, directeur, de nous avoir
autorisés a utiliser le microscope électronique & balayage du Muséum pour illustrer ce
travail. Nous remercions également M. F. Bourquin, photographe, pour l'illustration
de ce travail.

Ce travail a été en partie financé par le Fonds National Suisse pour la Recherche
Scientifique (subside n° 3.716.0.76).

RESULTATS

La microscopie optique révele déja (Figs. 1 et 2) que les vésicules germinatives pro-
venant d’ovocytes au stade 5-6 de Xenopus laevis sont sphériques mais montrent de
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place en place des boursouflures, parfois bordées de liserés de plaquettes vitellines
qui les rendent plus visibles. Nous pouvons d’autre part distinguer par transparence
les nucléoles, trés nombreux, de taille variable selon leur degré de maturation, et loca-
lisés dans le nucléoplasme périphérique, juste sous la membrane nucléaire.

Sur les vésicules germinatives isolées en masse selon la méthode indiquée, la micros-
copie électronique a balayage a permis de retrouver les mémes caractéristiques mor-
phologiques en les précisant. Les vésicules germinatives, de forme générale sphérique,
présentent des boursouflures nombreuses et irréguliéres (Figs. 3 et 4), constantes sur
tous les noyaux observés, quel que soit le lot de préparation. Méme a fort grossisse-
ment (20°000x), la structure fine de la membrane nucléaire semble constante sur toute
la surface du noyau, que ce soit sur les boursoufiures ou entre elles: on peut distinguer
une fine granulosité plus ou moins réguliére. Cependant, les pores nucléaires, décrits
en microscopie ¢€lectronique a transmission (FRANKE & ScHEErR 1970), n’ont pu étre
mis en évidence pour l'instant avec ce matériel. La surface extérieure de la membrane
nucléaire est parfois légérement contaminée par des plaquettes vitellines d’allure carac-
téristique (Fig. 4): ce sont des grains de forme ellipsoide, de densité constante et de
surface lisse. Ils se rencontrent soit isolément, soulignant les reliefs de la membrane
nucléaire, soit plus rarement en amas. Ce sont les seuls contaminants cytoplasmiques
présents sur ces préparations en masse, et nous n’avons pas observé de membranes ou
de floculences pouvant indiquer que du matériel cytoplasmique serait resté adhérent
aux vésicules germinatives isolées en masse.

Nous avons également endommagé et ouvert quelques vésicules germinatives aprés
séchage au point critique pour observer I'organisation de leur contenu en microscopie
¢électronique a balayage. Le nucléoplasme se compose d’un feutrage fibrillaire complexe,
d’allure désordonnée, dans lequel sont plongés les nucléoles (Fig. 7). Ceux-ci, de taille
variable, sont grossierement sphériques et présentent une surface trés légérement
granuleuse. Ils se trouvent pris dans les mailles du contenu nucléaire fibrillaire; cepen-
dant, sur les documents obtenus, ces fibrilles ne pénétrent pas dans le corps des nucléoles,
mais entretiennent avec eux un contact tangentiel.

Les vésicules germinatives isolées a la main (Figs. 5 et 6) présentent des caractéris-
tiqgues morphologiques tout a fait comparables a celles décrites ci-dessus pour les vési-
cules germinatives isolées en masse. Les noyaux, sphériques, présentent exactement
les mémes boursouflures et les contaminations cytoplasmiques, de méme fréquence,
se limitent également aux plaquettes vitellines.

CONCLUSIONS

L’aspect morphologique des vésicules germinatives d’ovocytes de stade 5-6 de
Xenopus laevis révélé par la microscopie électronique a balayage est d’une grande
constance, que ce soit sur les lots isolés en masse ou sur les lots isolés manuellement.
D’autre part, les contaminants cytoplasmiques, limités aux plaquettes vitellines, sont
rares et ne révélent pas de floculence pouvant indiquer des restes de contenu cytoplas-
mique ou des pertes de contenu nucléaire, montrées en microscopie électronique a
transmission par FRANKE & ScHEER (1970). Comme le montrent les expériences de trans-
cription (SCALENGHE ef al. 1978), les vésicules germinatives isolées en masse peuvent
étre considérées comme en bon état physiologique et morphologique. Quant a la struc-
ture interne des noyaux, telle que révélée par la microscopie électronique a balayage,
il serait tentant de faire des homologies entre le réseau fibrillaire et des fibrilles riches
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en actine (CLARK & MERRIAM 1977). Cependant, d’autres documents, ainsi que des
corrélations précises avec des résultats en microscopie électronique a transmission et
en histoimmunologie fine sont encore nécessaires avant de pouvoir dire avec sireté
a quoi correspondent ces structures intranucléaires. Seuls les nucléoles sont bien iden-
tifiés.
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FiG. 1.

Vésicules germinatives isolées en masse.
La surface parait granuleuse. G = 50x.

FiG. 2.
Noyau, apres purification en masse.

En microscopie optique, les boursouflures sont visibles,
ainsi que les nucléoles, tres nombreux. G = 100x.

FiG. 3.

Noyau, aprés purification en masse.

Au microscope électronique a balayage, les boursouflures sont trés visibles,

de méme que les quelques plaquettes vitellines (ovoides sombres)
qui adherent a la membrane nucléaire. G = 200x.

FiG. 4.
Détail de la surface d’un noyau aprés isolation en masse.

Pour mettre en évidence les plaquettes vitellines,
nous avons choisi un endroit ou la contamination était trés forte. G = 700x.

Fi1G. 5.
Noyau isolé a la main.

Au microscope électronique a balayage,
la morphologie est identique a celle du noyau de la Fig. 3. G = 200x.

FiG. 6.
Détail de la membrane nucléaire d’un noyau isolé a la main.
A ce grossissement, la surface de la membrane apparait granuleuse,

mais les pores nucléaires ne sont pas visibles.
(Microscope €lectronique a balayage). G = 20 000x.

FiG. 7.

Intérieur d’un noyau préparé par purification en masse.

On voit trois nucléoles pris dans les mailles du réseau fibrillaire du nucléoplasme.

(Microscopie électronique a balayage). G = 5000x.



