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Réactions de précipitation entre les produits de sécrétion
des oviductes chez les Amphibiens

P. JEGO, A. CHESNEL, J. JOLY

Laboratoire de Biologie de la Reproduction,
Groupe de Recherches en Biologie cellulaire,
{C.N.R.S. LA 256).

Université de Rennes, 35042 Rennes Cedex, France.

Summary. Precipitin reactions between secretory products in the amphibian oviduct.

The existence of precipitin reactions between some molecules in egg jellies {oviduct
secretions) of tailed amphibians (Amphibia caudata) has been demonstrated by double
diffusion on agarose plates. These reactions do not exist in frogs and toads fAmphibia
salientia).

One precipitin reaction was related to compounds with a common molecular site of
interaction for all A. caudata : all cross-species reactions were possible ; a common
antigenic site has been shown.

Another precipitin reaction, positively demonstrated in Pleurodeles waltl, probably
exists in other A. caudata.

The putative influence of these reactions on egg jelly-spermatozoon interactions has
been discussed. An homology between these intra-egg jelly reactions and cortical granule
content-egg jelly reactions in A. safientia has been suggested.

Introduction.

Chez tous les Amphibiens, les ceufs sont recouverts d’'une enveloppe gélati-
neuse élaborée par l'oviducte. Cette enveloppe, formée de plusieurs couches: dis-
tinctes appelées gangues ovulaires, joue un réle physiologique dans le déroule-
ment normal de la fécondation (Bataillon, 1919 ; Good et Daniel, 1943 ; Kam-
bara, 1953 ; voir revue de Metz, 1967). Des interactions entre les spermatozoides
et les gangues ovulaires sont responsables de la préparation des spermatozoides
qui vont féconder I'ovocyte et du blocage des spermatozoides surnuméraires.

L’étude directe des modifications des spermatozoides au contact des gan-
gues ovulaires n'a pas permis jusqu’a présent de déterminer la nature réelle des
interactions qui sont en cause. La préparation & la fécondation des spermatozoi-
des d’Amphibiens, a été qualifiée de « capacitation » par Shivers et James
(1970) par analogie avec ce qui se passe dans les voies génitales femelles des
Mammiféres, mais on ne connait la nature des mécanismes moléculaires respon-
sables de cette capacitation, ni dans un cas, ni dans |'autre (Shapiro et Eddy,



680 P. JEGO et al.

1980). Pour Wyrick et al. (1974), et Grey et al. (1976), le blocage des spermato-
zoides surnuméraires est assuré par des mécanismes chimiques ; mais Cross et
Elinson (1980) invoquent des mécanismes électriques. Les analyses chimiques qui
ont été effectuées ont montré combien les gangues ovulaires étaient hétérogénes
et complexes, aussi bien chez les Anoures (Yurewicz et al., 1975), que chez les
Urodeles (Jégo, 1974, 1976). Certains produits de sécrétion de l'oviducte de
Pleurodeles waltl (gangues ovulaires non excrétées) sont capables de provoquer
des réactions de précipitation de type « antigéne-anticorps » (Jégo et al., 1976).
Dans le présent travail, ol ces réactions de précipitation sont étudiées de
maniére plus approfondie chez le Pleurodéle, nous avons cherché a les mettre en
évidence chez d'autres Amphibiens Urodéles et Anoures. Ces recherches ont
porté sur les produits de sécrétion des différentes régions de I'oviducte avant leur
excrétion d'une part et aprés leur excrétion (gangues ovulaires) d'autre part.

Matériel et méthodes.

1. — Animaux. — Pleurodeles waltl Michah. et Ambystoma mexicanum
sont élevés au laboratoire. Salamandra salamandra (Linné), Triturus helveticus
(Linné) Triturus marmoratus (Latreille), Bufo bufo (Linné), Rana esculenta
(Linné) et Alytes obstetricans (Laurenti) ont été capturés dans les environs de
Rennes (France). Quelques exemplaires d'Hynobius nebulosus (Temminck et
Schlegel) proviennent de I'élevage de M. R. Thorn (Luxembourg). Des exemplai-
res de Notophtalmus viridescens (Rafinesque) ont été achetés chez Xenopus Ltd
{England).

2. — Préléevement des différents segments d’oviducte. — Chez tous les Uro-
déles étudiés et chez Alytes obstetricans on distingue, a I'ceil nu, plusieurs seg-
ments dans l'oviducte. Ces différents segments sont schématisés dans la
figure 1. Dans une direction cranio-caudale, on observe tout d’abord, faisant
suite a la trompe ciliée, un segment antérieur blanchatre relativement transparent
(A ou a dans le texte). Le segment moyen blanc-laiteux qui lui fait suite, est net-
tement plus opaque a la lumiére (M ou m) ; le reste de |'oviducte constitue le
segment postérieur (P ou p). Ces segments sont soit prélevés en entier, soit
découpés en plusieurs trongons qui, dans ce cas, porteront dans le texte les indi-
ces 1, 2, 3... selon leur situation cranio-caudale.

Chez Bufo bufo et Rana esculenta on ne peut pas distinguer, a I'ceil nu, dif-
férents segments dans l'oviducte. Dans ces deux cas, les oviductes ont été
découpés en trés nombreux morceaux repérés antéro-postérieurement et dési-
gnés par 0, O,, ... Og.

3. — Préparation des extraits d’oviductes. — Aprés prélévement, les seg-
ments sont homogénéisés grace a un appareil de Potter dans du tampon tris-HCI
0,1 M a pH 7 ou 8,2. Les homogénats sont ensuite centrifugés a 20 000 g pen-
dant une heure et les expériences sont réalisées sur les surnageants ainsi obte-
nus, dénommeés extraits d'oviductes.

4. — Prélévement des gangues ovulaires.
a) Chez Pleurodeles waltl. Dans le but d’obtenir des extraits de référence les plus



A a, 9y 04 04
A o a a
" m = 0 &
a 2
m 2
M m my 5
p1 3
m
Py 5 2 o3
1 0
m o 4
Py P 4
p
0
o 5
p 5
P P3 R Py
2]
u
%
0
P3
1 2 3 4 5 6 T 8 9
FIG. 1. — Schémas de I'oviducte des Amphibiens étudiés. 1 : Pleurodeles waltl ; 2 : Triturus helveti-

cus ; 3 : Notophtalmus viridescens ; 4 . Triturus marmoratus ; 5 : Ambystoma mexicanum ; 6 :
Salamandra salamandra ; 7 : Hynobius nebulosus ; 8 : Alytes obstetricans ; 9 : Bufo bufo et
Rana esculenta.

Dans I'oviducte de tous les Urodeles, on distingue de I'avant vers I'arriére : un segment antérieur
{dénommé A chez le Pleurodéle et a chez les autres Urodeles) qui fait suite a la trompe ciliée ;
puis un segment moyen plus blanchétre (M, m} représenté en grisé sur les schémas ; un seg-
ment postérieur (P, p) généralement trés développé, sauf chez la salamandre {espéce a gestation
utérine} et enfin un utérus peu glandulaire et trés court, sauf chez la salamandre (u).

Chez les Anoures, on ne peut généralement pas distinguer a I'ceil nu les différents segments qui
ont été appelés 04, 0, ... 0g selon leur situation antéropostérieure ; sauf chez Alytes obstetricans
ou une région est plus blanchéatre que les autres (03 + o,).

purs possible, notamment pour les expériences d’immunochimie, nous avons
mis au point une technigue de séparation des différentes gangues ovulaires de
Pleurodeles. Cette technique qui a déja été décrite (Jégo, 1976), peut se résumer
ainsi : la partie la plus externe des gangues ovulaires est 6tée par dissection a la
pince ; une exposition aux rayons ultra-violets (A = 254 nm ; 30 min) liquéfie les
gangues externes restantes. Aprés de nombreux lavages, la gangue moyenne est
déchirée ; I'ovocyte est éliminé ; la gangue moyenne qui est trés résistante et la
gangue interne sont séparées par centrifugations successives entrecoupées de
lavages. En pratique, cette méthode n’est applicable qu’a des gangues ovulaires
déposées dans |'eau depuis 12 h environ.

Certaines expériences ont porté sur des gangues ovulaires trés fraichement
pondues ; dans ce cas c'est un mélange de gangues interne et moyenne trés
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sommairement débarrassé des ovocytes et des gangues externes et dénommé
extrait brut de gangues fraiches, qui a été utilisé. Les ovocytes eux-mémes ont
été conservés aprés un rapide lavage.

b) Chez Salamandra salamandra et Hynobius nebulosus. Les extraits de gangues
ovulaires de Salamandra ont été obtenus aprés séparation a la pince des gangues
externe, moyenne et interne entourant de trés jeunes embryons prélevés dans
l'utérus de femelles gestantes.

Les gangues ovulaires d'Hynobius nebulosus se présentent différemment de
celles des autres Urodéles. Sous un sac externe assez consistant, pfusieurs gan-
gues peuvent étre séparées a la pince avant d’atteindre la gangue la plus interne.

Aprés prélévement, les gangues sont homogénéisées puis lyophilisées, sauf
lorsqu’il s’agit de gangues trés fraichement pondues qui sont utilisées sans aucun
traitement supplémentaire.

5. — Préparation des immunsérums. — Deux catégories d'immunsérums de
Lapin ont été utilisées : d’une part, un immunsérum dirigé contre la gangue ovu-
laire interne de Pleurodeles, dénommé « sérum ¢, » ; d’autre part, un immunsé-
rum dirigé contre la gangue ovulaire moyenne de Pleurodeles, dénommé « sérum
oy M.

Les immunisations ont été réalisées par injections sous-cutanées hebdoma-
daires de 150 ug de gangue lyophilisée associée a un adjuvant de Freund complet
puis incomplet (12 & 15 injections au total selon les lapins).

6. — Diffusion sur gel d’agarose. — Les extraits d’oviducte {4 mg de pro-
téines totales/ml} ou de gangues (2 & 8 mg de protéines totales/ml), sont dépo-
sés dans les puits d'un gel d’agarose a 1 % dans le tampon tris-HCI 0,1 M {pH
8,2 ou 7) selon le protocole classique utilisé pour les immunodiffusions type
Ouchterlony (1949). Les arcs se formant entre les extraits d’oviductes ou de gan-
gues en absence de tout immunsérum, seront dénommés « arcs de précipita-
tion ».

Dans certaines expériences, les propriétés de précipitation ont été compa-
rées aux propriétés antigéniques aprés dépodt dans certains puits du gel d’agarose
des sérums o, ou o, ; afin de ne pas créer de confusion, les arcs résultant d’inter-
actions entre antigénes et anticorps, seront dénommés « arcs d'immunoprécipi-
tation ».

Aprés incubation en chambre humide & 37 °C pendant 3 jours, les gels
d’agarose sont lavés pendant une semaine par NaCl 9 °/,,, séchés puis colorés au

noir-amide.

Résultats.

A. — Mise en évidence de réactions de précipitation entre certains produits de
sécrétion de l'oviducte antérieur et moyen chez les Urodéles.

Dans la planche | sont présentés quelques exempies montrant que les pro-
duits de sécrétion des oviductes antérieur et moyen de différents Urodeéles, réa-
gissent entre eux lorsqu’ils sont confrontés sur gel d’agarose en absence de tout
anticorps exogéne.
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Triturus helveticus et P. w. Salamandra salamandra et P. w. Hynobius nebulosus et P. w

Rana esculenta et P. w. Bufo bufo et P. w. Alytes obstetricans et P. w.

PLANCHE |

Réactions de précipitation sur gel d’agarose entre les produits de sécrétion
de différents segments d’oviductes d’Amphibiens.

A, M, P : segments antérieur, moyen et postérieur du Pleurodéle (P.w.).

a, m, p : segments antérieur, moyen et postérieur de I’'Urodéle dont le nom est indiqué sous les cli-
chés (1, 2 désignent respectivement les régions antérieure et postérieure du segment).

04, 0, ... Og : portions de I'oviducte de I'’Anoure dont le nom est indiqué sous le chiché {découpage
antéro-postérieur).

Les segments antérieurs d'une part et moyens d’autre part des oviductes d'Urodéles, quels gu’ils
soient, forment entre eux des arcs de précipitation en absence de tout anticorps exogéne. Les arcs
majeurs obtenus présentent des communautés totales montrant I'ubiquité des réactions correspon-
dantes (L;-l;) chez les Urodeéles. Les arcs L,-l, observés avec le Pleurodéle existent peut-étre chez
Salamandra, Hynobius et Triturus helveticus {on observe de nombreux arcs de précipitation mais leur
communauté totale avec les arcs L,-l, du Pleurodéle n’est pas siire). Aucune des portions d’oviductes
d’Anoures ne renferme les composés L, L, ou I, ; seuls des composés de type I, forment des arcs
diffus contre I'oviducte antérieur du Pleurodéle.
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1. — Chez Pleurodeles waltl. — Chez Pleurodeles qui nous a servi de réfé-
rence, on distingue nettement deux familles d’'arcs de précipitation {fig. 2). A
peu prés a égale distance des deux puits de dépsot, on observe une premiére
famille d'arcs trés nets composée d’'un arc épais se subdivisant en 4 arcs sur les
cOtés d'une part, et d'un arc moins épais parfois confondu avec le précédent
d'autre part. Afin de faciliter I'exposé, nous appellerons respectivement L, et I,
les produits de sécrétion de I'oviducte antérieur et de I'oviducte moyen, respon-
sables de ces arcs. Trés prés du puits de dépdt de l'extrait d’oviducte moyen
(parfois méme en arriére), on observe une deuxiéme famille d’arcs beaucoup plus
flous, composée d'un arc majeur et constant et de deux a quatre arcs plus dis-
crets et inconstants. Les produits de sécrétion de !'oviducte antérieur et de 'ovi-
ducte moyen, responsables de ces arcs, seront appelés respectivement L, et |,.

[

A

—_——

L2-|2 L1-|1

FIG. 2. — Schéma des arcs de précipitation obtenus chez le Pleurodéle. A : extrait d’oviducte Anté-
rieur, M : extrait d’oviducte Moyen.
On distingue une premiére famille d’arcs trés nets composée d'un premier arc majeur se subdivi-
sant en quatre arcs latéralement et d'un arc mineur parfois confondu avec le précédent ;
I'ensemble de ces deux arcs a été dénommé arcs L;-};. Trés prés du puits de dépdt de I'extrait
d’oviducte moyen, on distingue une deuxiéme famille d’arcs nettement plus flous, composée
d'un arc majeur et de deux a quatre arcs inconstants ; I'ensemble de cette deuxieme famille
d’arcs a été denommeée Ly-l,.

2. — Chez les autres Urodéles étudiés. — Chez tous les Urodéles que nous
avons étudiés, on retrouve des arcs de précipitation entre les produits de I'ovi-
ducte antérieur et de I'oviducte moyen lorsqu’ils sont confrontés sur agarose.
Toutes les réactions croisées interspécifigues sont possibles ; les arcs obtenus
sont toujours en communauté totale avec les arcs L;-l, de Pleurodeles, sauf peut-
étre pour Hynobius nebulosus dont certains arcs sont en communauté totale
mais d'autres seulement en communauté partielle avec les arcs obtenus chez
Pleurodeles.

Des arcs apparus avec certains spécimens de Triturus helveticus, Triturus
marmoratus, Salamandra salamandra ou Hynobius nebulosus présentent des
communautés partielles avec les arcs Ly-l,.

Chez Notophtalmus viridescens et Ambystoma mexicanum, nous n’avons
observé aucun indice susceptible de faire suspecter la présence des produits L,.
Les produits |, existent dans tous les extraits étudiés.
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3. — Chez les Anoures étudiés. — Nous n’avons jamais pu mettre en évi-
dence de réaction de type L;-l; ou L,-l, chez les Anoures que nous avons étudiés.
Les différentes régions de I'oviducte, difficiles a distinguer a I'ceil nu chez Rana
esculenta et Bufo bufo, mais discernables chez Alytes obstetricans, ne semblent
renfermer aucune molécule susceptible de réagir avec les produits L,, !, ou I,.
Toutes les régions renferment par contre et de maniére a peu prés uniforme, des
produits qui réagissent avec L, de Pleurodeles.

B. — Etude immunochimique aes produits responsables des réactions de préci-
pitation (Planche Il).

1. — Chez Pleurodeles walltl.

a) Avec le sérum g,. L'extrait d'oviducte antérieur forme quatre groupes d’arcs
d’'immunoprécipitation. En allant du puits de dépdt de I'extrait d'oviducte vers le
puits de dépdt du sérum, on observe : un premier arc trés léger que nous appel-
lerons x ; un groupe d‘arcs intenses correspondant aux produits L, un arc trés
fin (trés souvent masqué par les autres) que nous appellerons y et enfin un
groupe d‘arcs trés diffus bien qu’intenses correspondant aux produits L,.

L’extrait d’oviducte moyen forme plusieurs arcs ; 'un d’eux est en commu-
nauté totale avec l'arc y.

b) Avec le sérum o,. L'extrait d’oviducte antérieur forme plusieurs arcs d'immu-
noprécipitation ; deux d’entre eux sont en communauté totale respectivement
avec x et vy.

L’extrait d’oviducte moyen forme plusieurs groupes d’arcs d’immunoprécipi-
tation. Les uns, trés intenses et proches du puits de dépot de I'extrait d'ovi-
ducte, correspondent aux produits 1;. Parmi les autres arcs, I'un est en commu-
nauté totale avec vy.

¢} Avec le sérum témoin (lapin non immunisé (gy). L'extrait d'oviducte antérieur
forme un arc diffus qui est I'arc x précédemment observé ; il s’agit d'un arc de
précipitation de type LI,.

L’extrait d’oviducte moyen ne forme aucun arc contre le sérum de lapin non
immunisé.

d) Communautés entre les arcs d'immunoprécipitation et les arcs de précipitation
entre segments. Le résultat le plus net est I'absence apparente des arcs L;-l,
observée chaque fois que les extraits d'oviducte antérieur et moyen sont mis en
présence du sérum g,. En réalité, ces arcs sont déplacés vers le puits de dépdbt
de l'extrait d’oviducte moyen et sont en communauté totale avec les arcs
d'immunoprécipitation l4-g,. Certains anticorps anti-l; reconnaissent donc sur [,
les mémes sites moléculaires que les produits L.

Les arcs L,-l, présentent, pour certains d’entre eux, des communautés par-
tielles (éperons) avec les arcs Ly,-0; et des communautés totales pour d'autres.
Les arcs Lq-l; présentent des communautés partielles avec les arcs Lq-0;. Ainsi les
sites moléculaires de L, et de L, impliqués respectivement dans les réactions L,-I,
et L,-l, ne sont généralement pas reconnus par les anticorps des sérums g; ou gy
qui reconnaissent par contre d'autres régions de ces molécules.

Les produits I, ne sont reconnus par aucun sérum.
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Triturus marmoratus et P. w. Triturus helveticus et P. w. Hynobius nebulosus et P. w.

PLANCHE I

Réactions de précipitation et dimmunoprécipitation sur gel d’agarose entre les produits de sécrétion
de différents segments d’oviductes d’Urodéles.

A, M, P, a, m, p: ont la méme signification que dans la Planche I.

oo, 04, 05 : désignent respectivement des sérums de lapins témoins (op) immunisés contre la gangue
interne (g,) ou la gangue moyenne (g,) de Pleurodéle.

Ly 1y et L, I, : désignent des arcs de précipitation (cf. fig. 2).

Ly 04, L, 0y et Iy o, - désignent des arcs d'immunoprécipitation.

Seuls les arcs reconnus de facon certaine ont été reproduits sur les schémas.

Noter la disparition apparente des arcs L, I, en présence du sérum g, ; en réalité, ces arcs sont dépla-

cés vers les puits de dépdt de I'extrait renfermant [, en raison d’une communauté totale entre les arcs

L, |, et les arcs l;-0,. Ceci peut é&tre observé chez tous les Urodéles étudiés (le phénoméne est cepen-

dant moins net chez Hynobius) ; il existe donc chez tous ces Urodeéles un site antigénique commun

reconnu par L. L'arc x n’est pas un arc d'immunoprécipitation, il correspond vraisemblablement &

une réaction de précipitation. L'arc y provient de sites antigéniques communs a certains produits de
A et de M.
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2. — Chez les autres Urodéles étudiés. Les extraits d’oviductes antérieur et
moyen provenant d'Urodéles autres que Pleurodeles, forment en général plu-
sieurs arcs d'immunoprécipitation lorsqu’ils sont confrontés aux sérums o, ou o,
(anti-gangues ovulaires de Pleurodeles). Nous nous bornerons a discuter des arcs
qui présentent des communautés avec les arcs L;-l; ou Lyl,. On constate tou-
jours I'absence apparente des arcs L;-l; lorsque les extraits d'oviducte sont mis
en présence de sérum o, ; ce sérum produit d'ailleurs de maniére constante au
moins un arc d'immunoprécipitation contre les extraits d’oviductes moyens quelle
que soit I'espéce considérée. Comme précédemment, Hynobius nebulosus sem-
ble se singulariser légérement dans la mesure ou il persiste, en présence du
sérum o, un arc ressemblant & ceux du groupe L;l; sans communauté avec les
arcs d'immunoprécipitation de [; (qui sont pourtant trés intenses avec cet
animal)

3. — Chez les Anoures étudiés. — Chez Rana esculenta et Bufo bufo, les
sérums 1 et 2 ne reconnaissent aucun antigéne de facon nette. Chez Alytes
obstetricans, le sérum g, reconnait un produit réparti & peu prés également dans
toutes les régions de I'oviducte.

C. — Mise en évidence des réactions de précipitation dans les gangues ovulaires
(Planche I11).
1. — Chez Pleurodeles walt/ (Pl. lll, A). — De trés nombreuses expériences

réalisées avec des gangues ovulaires déposées dans I'eau depuis plus de 12 h,
ont donné des résultats douteux ou franchement négatifs. En revanche, des
extraits bruts prélevés dans les dix minutes qui suivent la ponte des ovocytes
dans I'eau, sont capables de développer les différentes réactions de précipitation
notamment lorsqu’ils sont confrontés aux extraits d’oviducte. Les ovocytes abon-
damment lavés ne forment aucun arc visible contre les extraits d’oviducte moyen
{résultat non présenté) ; si on laisse autour des ovocytes la couche la plus
interne de la gangue interne, on obtient une réaction de précipitation trés nette
avec les produits 1; de I'oviducte moyen (PI. Ill, A). Juste aprés la ponte, les pro-
duits L;, L, et |; sont présents dans les gangues ovulaires et sont capables de
réagir pour former des arcs de précipitation.

2. — Chez d’autres Urodéles (Pl. Ill, B). — Les expériences réalisées sur des
gangues ovulaires prélevées tardivement, donnent des résultats négatifs tandis que
celles réalisées sur des gangues ovulaires d’ovocytes fraichement pondus (Hyno-
bius) ou jeunes (Salamandra) sont capables de produire des réactions de précipita-
tion (PI. lll, B}. Les communautés avec les arcs obtenus avec |'oviducte de Pleuro-
déle, indiquent que des produits de type L, et |, sont présents dans les gangues
ovulaires de Salamandra et d’'Hynobius.

Les résultats d'expériences réalisées avec les différents segments de I'ovi-
ducte d’un triton marbré femelle en train de pondre (ovocytes en transit), indi-
quent que les produits Ly, |, |, et trés vraisemblablement L, sont présents dans
les produits excrétés par I'oviducte de cet animal (résultats non présentés).

Reproduction Nutrition Développement, n° 4-1983. — 4.
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PLANCHE Il

Réactions de précipitation obtenues avec les gangues ovulaires.

A et M : segments antérieur et moyen de {'oviducte du Pleurodéle (ces extraits ont été utilisés pour
obtenir des arcs de référence).

A. — Chez Pleurodéles.

G, et G, : gangues brutes prélevées sur des ovocytes déposés dans I'eau depuis quelques minu-
1 2
tes.

ovoc : extraits d'ovocytes correspondants, trés sommairement débarrassés des gangues.

Les arcs de type Ly-l; sont représentés en pointillés ; les arcs de type L,-l, sont représentés en traits
pleins.

Les gangues brutes renferment des produits L,, L, et |; capables de réagir {en faibles quantités car ils
ont déja réagi entre eux en majorité). Les extraits bruts d'ovocytes renferment les produits L, et |,
(les produits L, proviennent de gangue interne restée accolée a I'ovocyte puisque des extraits
d’ovocytes lavés ou d'ovaire ne renferment pas ce produit {résultats non présentés)).

B. — Chez Salamandra et Hynobius.

S; : gangue interne de Salarmandra.

H, : gangue interne d’'Hynobius.

H,, H; : gangues moyennes d'Hynobius.
En raison des communautés avec les arcs b, les arcs a, ¢, e, f, g et h sont des arcs de type Lq-; ;
I'arc d est de type L,-l,. Ainsi les gangues internes S; et H; renferment les produits L, ; les gangues
moyennes H, et H; renferment les produits |;.
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Discussion.

Chez tous les Urodéles que nous avons étudiés, il existe, dans les régions
antérieure et moyenne de l'oviducte, certaines molécules que nous avons appe-
lées respectivement L, et |, qui possédent la propriété de réagir entre elles pour
former des précipitations visibles sous forme d’arcs aprés double diffusion en gel
d’agarose. La possibilité de réaliser des réactions interspécifiques croisées, indi-
que que les mécanismes moléculaires de ces réactions de précipitation et les
sites réactionnels sont identiques ou apparentés chez tous les Urodéles étudiés.
Ceci est confirmé, au moins pour I'une des deux catégories de molécules par les
résultats de I'analyse immunochimique qui montrent que les sites réactionnels de
I; sont antigéniquement identiques ou apparentés chez tous les Urodeles étudiés.

En plus des molécules L,, il existe dans I'oviducte antérieur de Pleurodeles
waltl des molécules L, capables de provoquer, elles aussi, des réactions de préci-
pitation avec des molécules |, de I'oviducte moyen. Des molécules de type L,
existent probablement chez Triturus marmoratus, Triturus helveticus, Salamandra
salamandra et Hynobius nebulosus mais il n'a pas été observé de sites antigéni-
ques communs aux différentes espéces pour ce type de molécules.

Dans les gangues ovulaires fraichement excrétées, il est possible de mettre
en évidence des produits L,;, L, et |; capables de réaliser des précipitations. En
revanche, ceci est difficile voire impossible dans des gangues ovulaires excrétées
depuis plusieurs heures a I'exception de composés de type L, qui peuvent encore
réagir avec de I'amidon (Jégo et al., 1983). Ceci tient trés probablement au fait
que les réactions de précipitation commencent a se produire spontanément dés
que les produits sont excrétés par les cellules de I'oviducte ; plus le temps passe,
moins il reste de produits n’ayant pas encore réagi. Cet aspect dynamique devra
étre approfondi mais il apparait d'ores et déja qu’au moment ol les spermatozoi-
des traversent les gangues ovulaires, dans les conditions naturelles, les produits
L, et L, sont présents dans ces gangues et sont aptes a réaliser des réactions de
précipitation. On peut, dans ces conditions, envisager l'intervention de telles
molécules dans les interactions gangues ovulaires-spermatozoides chez les Uro-
deéles. Leur absence dans les gangues ovulaires des Anoures, pourrait expliquer
les différences entre ces derniers et les Urodéles dans les modalités de réalisation
de la capacitation des spermatozoides et de la barriére a la polyspermie. On sait
depuis longtemps capaciter artificiellement les spermatozoides d'Anoures
(Aplington, 1957 ; Katagiri, 1966 ; Vorps et Elinson, 1979), alors que les expé-
riences réalisées sur les spermatozoides d'Urodéles n‘ont, & notre connaissance,
jamais abouti a des capacitations. On peut imaginer dans ce deuxiéme cas, que
seule I'intervention consécutive de différents facteurs, puisse déstabiliser la mem-
brane du spermatozoide et permettre a la réaction acrosomienne de se produire.
Bien qu’il soit difficile de déterminer avec précision la région des gangues ovulai-
res ou se produit la capacitation chez les Urodeles, il est raisonnable de situer ce
phénomeéne dans la gangue moyenne ou a son voisinage immédiat. A |'entrée de
la gangue moyenne, les spermatozoides n‘ont subi aucune modification visible
alors qu'ils ont perdu leur coiffe acrosomienne a la sortie de cette gangue (Piche-
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ral, 1977). Chez ces animaux, il est probable que la capacitation précéde immé-
diatement la réaction acrosomienne et intervienne donc, soit juste avant la gan-
gue moyenne (dans la partie interne de la gangue externe) soit, plus vraisembia-
blement, a l'intérieur de cette gangue moyenne. Des protéines basiques que
nous avons mises en évidence dans la gangue moyenne (résultats non publiés) et
qui n'existent pas dans les autres gangues, pourraient commencer & déstabiliser
la membrane du spermatozoide puis les molécules de type L, (celles qui n‘ont
pas encore réagi avec ;) ou de type L, pourraient achever la déstructuration des
membranes plasmique et acrosomienne permettant ainsi la libération des enzy-
mes acrosomiennes.

Chez les Anoures, ou la fécondation est monospermique, on peut envisager
l'existence de deux mécanismes différents capables d’arréter les spermatozoides
surnuméraires : un blocage électrique (Cross et Elinson, 1980) et/ou un blocage
chimique aprés expulsion du contenu des granules corticaux (Grey et al., 1976).
Ces deux mécanismes sont mis en place juste aprés la pénétration du spermato-
zoide fécondant et se déroulent tous les deux dans le voisinage immédiat de
I'ceuf, d’ol la difficulté a déterminer lequel est physiologiquement efficace. Chez
les Urodéles, les possibilités de blocage de spermatozoides au niveau des gan-
gues ovulaires, sont tout a fait différentes. La fécondation interspécifique est
possible (Kawamura, 1952 ; Twitty, 1964). La polyspermie est de régle et la
pénétration du premier spermatozoide dans |'ovocyte des Urodéles ne provoque
pas de variations électrigues membranaires comparables a celles observées chez
les Anoures (Charbonneau, 1981), ni d'éclatement des granules corticaux qui
n’existent apparemment pas chez ces animaux (Wartenberg et Schmidt, 1961}. li
existe cependant un mécanisme tardif de blocage des spermatozoides chez les
Urodéles. Entre la gangue interne et la gangue moyenne, on constate en effet
I'installation progressive d'une zone densifiée (Boisseau et al., 1974 ; Lostanlen
et al., 1976). Vingt a trente minutes apres la ponte des ovocytes (ou des ceufs)
dans l'eau, cette région séparant la gangue interne et la gangue moyenne
devient complétement imperméable aux spermatozoides dont !'extrémité anté-
rieure est immobilisée a ce niveau tandis que le flagelle continue ses mouve-
ments. L'installation de cette barriére tardive a lieu qu’il y ait fécondation ou
non. Nous pensons que la mise en place de cette zone densifiée arrétant les
spermatozoides, résulte des réactions L;-I; qui se déroulent spontanément au
sein des gangues ovulaires dés que celles-ci sont déposées autour des ovocytes.
Ces réactions L,-I; chez les Urodéles, peuvent alors étre comparées aux réactions
intervenant entre le contenu des granules corticaux (ovocytaires) et la gangue
interne chez les Anoures (Grey et al., 1974, 1976 ; Wyrick et al., 1974) dans la
mesure ol toutes les deux aboutissent & un blocage de spermatozoides. Bien
sir, I'intérét physiologique des réactions L,-l; observées chez les Urodéles appa-
rait secondaire (sauf peut-étre pour les espéces ovovivipares), si on ne retient
que l'efficacité du blocage a la polyspermie. Il pourrait cependant s’agir d'un
mécanisme de régulation biologique en cours d’installation ; le particularisme
apparent (qui devra étre confirmé) d'Hynobius nebulosus pourrait étre lié a la
position systématique de cet animal qui peut étre considéré comme le plus primi-
tif des Urodéles étudiés. Chez les Anoures, des modifications dans les modalités
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du déroulement et surtout du déclenchement de ces réactions, les rendent trés
efficaces contre la polyspermie.

Regcu en septembre 1982.
Accepté en janvier 1983.
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