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NOTE

VARIATIONS DANS LA TENEUR EN ADN DE
DEUX POPULATIONS DE SPERMATOZOIDES
DE TAUREAU SEPAREES PAR SEDIMENTATION

C. ESNAULT (%), R. ORTAVANT () et E. SCHILLING (?)
avec la collaboration technique de J. C. NicoLLE et Geneviéve RADERNACHER

(Y Laboratoive de Physiologie de la Reproduction,
Centre de Rechevches de Tours, 37 - Nouzilly
Institut national de la Recherche agronomique

(2} Max-Plank-Institut fitv Tierzucht und Tiereyndhvung
Maviensee Trenthorst

Les spermatozoides de Taureau peuvent étre séparés en plusieurs populations par sédimen-
tation dans un milieu de viscosité et de poids spécifique déterminés (SCHILLING, 1965). Les frac-
tions inférieures sont constitudes de spermatozoides dits « lourds » et les fractions supérieures, de
spermatozoides dits « légers ». Des inséminations artificielles ecffectuées avec ces deux types de
spermatozoides n’ont pas permis a BHATTACHARYA ef al. (1966) de constater une modification du
rapport des sexes des veaux obtenus ; par contre, les essais réalisés par SCHILLING (19635, 1966)
puis par KNaack (1967, 1968) ont abouti a une modification significative de ce rapport. On peut
donc supposer que, dans ces deux derniers cas, la méthode de sédimentation utilisée a permis un
enrichissement des fractions séparées, soit cn spermatozoides porteurs du chromosome X, soit en
spermatozoides porteurs du chromosome Y. SCHILLING ¢t al. (1967), puis Knaack (1968) ont
observé des différences de taille entre les spermatozoides des fractions « lourdes » et ccux des
fractions « légéres » Il devrait donc étre possible de mettre en évidence unc différence faible,
mais détectable dans la teneur en ADN entre les spermatozoides des deux fractions (BAKER ef al.,
1965) puisque chez les Bovins la différence de taille entre les chromosomes X et Y est trés grande
(MAKINO, 1944). C’est ce qui a été tenté dans ce travail par microspectrophotométrie.

MATERIEI, ET METHODES

Les essais ont été effectués au cours de deux séries d’expériences réalisées en 1967 et 1968 sur
les éjaculats de 7 Taureaux. La séparation des différentes fractions (1o environ) a été effectuée
selon la technique de SCHILLING (1965) et les fractions supérieures ct inférieures ont été respecti-
vement prélevées. Chacune de celles-ci contient 7 & 16 p. 100 des spermatozoides de la population
initiale.
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Apres séparation, le dilueur a été éliminé par centrifugation et lavage (2 fois) a 'aide d'une
solution de citrate de sodium & 2,9 p. 100. La morphologie des spermatozoides lavés a été étudiée
sur frottis fixés a la flamme ou aux vapeurs de formol et colorés soit au giemsa, soit & 'hémato-
xyline ferrique, soit a 'érythrosine, soit selon la technique de Feulgen. Les dimensions des tétes
des spermatozoides ont été déterminées & 1’aide d’un micromeétre oculaire & X = 1 250 0ud’un
microscope a projection (X = 2 090).

Les frottis pour les mesures d’absorption en lumiére visible aprés coloration selon la technique
de Feulgen ou en UV ont été préparés en double sur lames de verre ou sur lames de quartz et
fixés aux vapeurs de formol pendant 15 minutes. Les mesures d’absorption ont été eftectuées sur
le microspectrophotométre UMSP I Zeiss par balayage du noyau entier et intégration des densités
optiques (CAsSPERSSON, CARLSON et SVENSSON, 1954) selon les techniques déja décrites (BouTERs
et al., 1967).

En outre, des mesures ont €té effectuées & 280 mu pour examiner l'interférence des protéines
nucléaires (BENEKE, 1965 ; KIEFER, 1965).

RESUILTATS ET DISCUSSION

Les résultats concernant les mesures microspectrophotométriques sont rapportés dans le
tableau 1.

Les teneurs moyennes en ADN-UV des spermatozoides des deux populations différent signi-
ficativement de 3,7 p. 100. Systématiquement, pour chacun des taureaux examinés (a ’exception
d'un seul pour lequel les valeurs sont identiques), les teneurs en ADN-UV des spermatozoides

TABLEAU I

Teneurs moyennes -+ erveur type en ADN Feulgen et ADN-UV
des spermatozoides des fractions lourdes et des
fractions 1égeéres obtenues aprés sédimentation

Caractéristiques des Fraction « lourde » Fraction « légére »
mesures
ADN-Feulgen (560 my) .| 6,02 1 0,082 (220) 6,00 4+ 0,076 (220)
ADN-UV (265 my) ....| 6,73 4 0,030 (150) 6,49 4+ 0,028 (150)
Extinction totale a
280 mpL ...l 411 4 0,026 (150) 3,92 4 0,025 (150)

() : nombre de spermatozoides mesurés.

des fractions «lourdes » sont plus élevées que celles des spermatozoides des fractions « légéres ».
Par contre, on n’observe aucune différence dans les teneurs moyennes en ADN-Feulgen : pour
chacun des taureaux, les différences entre les teneurs en ADN-Feulgen des spermatozoides des
deux fractions séparées par sédimentation sont tantét dans un sens, tant6t dans l'autre.

Des exemples de discordance entre teneurs en ADN-UV et ADN-Feulgen des spermatozoides
ont déja été signalées (BOUTERS ef al., 1967 ; ESNAULT ¢f al., 1968) mais chaque fois on a constaté
une constance des résultats obtenus pour ’ADN-UV comparée a la variabilité de ceux obtenus
pour PADN-Feulgen. La variabilité observée dans ce dernier cas est supposée plus reliée & une
modification de structure de ' ADN qu’a celle de la teneur des spermatozoides en ADN. Il est donc
d’autant plus remarquable de constater ici une différence systématique de la teneur en ADN-UV
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entre les deux populations de spermatozoides. Les courbes de fréquence des teneurs en ADN-UV
des spermatozoides individuels font apparaitre qu'une partie au moins des spermatozoides de
chacune des populations différe d'une fagon importante.

Les moyennes des intégrales des densités optiques mesurées a 280 m y. sur les deux populations
de spermatozoides montrent une différence de 4,9 p. 100. Ceci indique que les spermatozoides de
la fraction « lourde » contiennent non seulement plus d’ADN mais aussi plus de protéines nuclé-
aires que ceux de la fraction « légére ». Ceci peut étre reli€ au fait que des déterminations d’acides
aminés effectuées par 'un de nous montrent une teneur en arginine 4 & 8 p. 100 plus élevée dans
les spermatozoides de la fraction « lourde » (ScHILLING et UzuNov, 1970).

Enfin, de méme que SCHILLING ef al. (1967) et KNAACK (1968) 'avaient déja trouvé, la taille
moyenne des spermatozoides de la fraction « 1égére » est plus faible (tabl. 2). Cependant, la diffé-
rence porte, dans ce travail, sur la largeur.

TABLEAU 2

Taille () des spermatozoides des fractions lourdes
et des fractions légéres obtenues aprés sédimentation

Fraction « lourde » Fraction « légére »
Coloration Longueur Largeur Longueur Largeur
Giemsa ................ 9,62 5,40 * 9,71 5,02 *
Feulgen (1 = 720) 8,51 4= 0,022 | 4,25 * 4 0,017 8,47 4 0,028 | 4,12 % L+ 0,017

* Différence significative P < 0,001,

Ainsi, nous pouvons conclure que les teneurs en ADN et, vraisemblablement, en nucléopro-
téines des spermatozoides des fractions « lourdes » et des fractions « légéres » séparées par sédimen-
tation sont différentes. Il est possible que cette différence soit liée a la prédominance de sperma-
tozoides X dans les premiéres et de spermatozoides Y dans les autres car elle est de 'ordre de
grandeur de celle calculée par LINDHAL (1960} et par BAKER ef al. (1965). Mais cette hypothése
reste a démontrer : c’est ce que nous chercherons a faire au cours d’expériences futures.

Regu pour publication en janvier 1970.

SUMMARY

DIFFERENCES IN DNA CONTENTS OF TWO BULL SPERM
POPULATIONS SEPARATED BY SEDIMENTATION

Several populations of bull sperm were separated by sedimentation.

U. V. microspectrophotometric (265 my) measurements on the heaviest v. lightest fractions
gave evidence for a 3. 7 p. 100 lower rate of UV-DNA in the lightest fraction. This difference is
statistically significant. On the contrary, no difference was noticed in the average rates of Feul-

gen DNA.
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There was a 4. 9 p. 100 difference between the two sperm populations in the means of inte-
grals of optical densities at 280 m.

The differences noticed acn possibly be due to the greater number of X-chromosome bearing
spermatozoa in the lower fraction v. Y-chromosome bearing spermatozoa in the upper one.

ZUSAMMENFASSUNG

UNTERSCHIEDE IN DEM DNS-GEHALT VON ZWEI DURCH EIN
SEDIMENTATIONSVERFAHREN GETRENNENTEN SPERMIENBESTANDEN VON BULLEN

Durch ein Sedimentationsverfahren konnen Spermien von Bullen in schwere und leichte
Formen getrennt werden. Schwere Spermien aus unteren Fraktionen weren durchwag langer und
breiter und Befruchtungen mit ihnen fithrten zu einem hdheren Anteil weiblicher Kilber, kleinere,
leichtere Spermien zu mehr minnlichen. In dieser Untersuchung wurde ermittelt, dassder UV-
DNS-Gehalt der schweren Spermien durchschnittlich 3,7 9, hoher war als fiir leichte Spermien.
Die Messung der Feulgen-DNS erbrachte so eindeutige Ergebnisse nicht-die Werte fiir einzelne
Bullen waren sehr unterschiedlich. Bei 280 my. betrug der Unterschied in der optischen Dichte
459 % zugunsten der schweren Spermien. Dadurch wird aufgezeigt, dass schwere Spermien ausser
einem hoheren DNS-Gehalt auch mehr Nucleoproteide besitzen. Es ist moglich, dass die gemesse-
nen Unterschiede zwischen beiden Spermienformen z. T. durch das Vorhandensein des X-oder
y-Chromosoms verursacht werden. Doch ist diese Hypothese in zukiinftigen Untersuchungen
exakt zu beweisen,
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