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ENZYMOLOGIE. — Mise en évidence de quelques enzymes dans le sperme de la
Carpe (Cyprinus carpio L.) et de la Truite (Salmo gairdnerii Richardson) et
dans le liguide celomique de la Truite. Note (¥) de MM. Bernard Breton,
Yves Menezo et Roland Biiflard, présentée par M. Maurice Fontaine.

L’utilisation de la méthode Auxotab a permis la mise en évidence semi-quantitative de 16 enzymes
dans les spermes de la Carpe et de la Truite, ainsi que dans le liquide ceelomique de la Truite. 11
existe des différences d’équipement enzymatique sensibles entre le sperme total, le liquide séminal
et les spermatozoides isolés ; elles portent essentiellement sur les phosphatases. Deux liguides ceelomi-
ques dont Pactivité biologique sur 'ovulation in vitro était connue, ont pu é&tre différenciés par 'appa-
rition d’une activité trypsique.

Les études sur ’équipement enzymatique du sperme de Poisson sont peu nom-
breuses et n’ont porté jusqu’ici que sur un petit nombre d’enzymes parmi lesquelles
PATPase (). Une étude plus compléte du zymogramme, outre I'intérét qu’elle
présente pour une meilleure compréhension du métabolisme général du spermato-
zoide, peut aussi-apporter un critére d’appréciation de la qualité du sperme éventuel-
lement intéressant pour la pratique de I'insémination artificielle. Une analyse semi-
quantitative a été réalisée sur 16 enzymes du sperme de la Truite arc-en-ciel (Salmo
gairdnerii Richardson) et de la Carpe (Cyprinus carpio L.) ainsi que du liquide ceelo-
mique de la Truite arc-en-ciel qui baigne les ovocytes aprés ovulation. L’étude du
sperme de la Truite a porté sur le sperme total, le liquide séminal et les spermato-
zoides isolés aprés centrifugation du sperme 5 mn & 1000 tr/mn. Chez la Carpe seul
le sperme total a été étudié.

ME¥THODE. — Les déterminations enzymatiques ont été réalisées selon le procédé
Buissiére (zymochrome) (*). Ce procédé, imaginé en vue de la détermination de 1’équi-
pement enzymatique des micro-organismes, a €té adapté a celui du zymogramme des
broyats tissulaires (3) et des liquides physiologiques (*).

I’échantillon & analyser est dilué dans une solution tampon convenable selon
I’enzyme a déterminer. Afin d’éviter leur mise en mouvement les spermatozoides
sont lavés dans une solution riche en potassium (5,9 mEg/litre), inhibant leur moti-
lité. Le principe de la technique précédemment décrite consiste & incuber les liquides
ou les spermatozoides en présence d’un substrat chromogéne spécifique de chaque
enzyme. Ce substrat imprégne une feuille d’un papier spécial sertie entre deux feuilles
plastiques dont I'une est transparente. Les deux feuilles délimitent des capillaires
qui jouent le role de chambres réactionnelles.

L’incubation a été réalisée a deux températures différentes : 15 et 37 °C pendant
2 h. Le résultat de la réaction enzymatique est estimé visuellement par observation
de la coloration développée aprés révélation par le réactif appropri¢. Trois niveaux
sont établis d’aprés I’intensité de la coloration. Un essai témoin est effectué rendant
compte de 'autohydrolyse éventuelle de certains substrats. La liste de ces substrats
et des enzymes correspondant est donnée par le tableau. Il s’agit de produits « Ket K »,
et « Calbiochem ».
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RESULTATS. — Le tableau résume les résultats obtenus aprés analyse de plusieurs
échantillons de sperme total ou fractionné. Il n’a jamais été trouvé d’activité
galactosidasique.

Sperme de Carpe. — 1l est caractérisé par une activité phosphatasique intense.
Cette méme intensité réactionnelle est retrouvée pour les deux types d’estérases.
Les lipases et les aminopeptidases sont également présentes en quantité importante.
Par contre, il n’a pas été possible de mettre en évidence d’activité trypsique, alors
qu'il existe une faible activité chymotrypsique. Les activités osidasiques sont
inexistantes, une faible activité glucuronidase a pu étre détectée.

Sperme total de Truite. — Ce zymogramme différe du précédent par ’apparition
d’une activité glucosidase et la disparition de la lipase stéarate. Toutes les autres
enzymes mises en évidence dans le sperme de Carpe sont présentes avec cependant
une baisse sensible du niveau d’activité des phosphatases.

Liquide séminal de Truite. — On constate' une disparition presque totale des
activités phosphatasiques. Seule subsiste une faible réaction avec les phosphatases
aspécifiques. La B-glucosidase disparait également. Les autres caractéristiques du
zymogramme varient peu.

Spermatozoides de Truite. — Dans ce cas on observe un renforcement global
de toutes les activités phosphatasiques, supérieures la plupart du temps, a celles
observées dans 1’éjaculat total. Parmi les autres composants du zymogramme, les
osidases, les estérases et les lipases montrent aussi une augmentation de leurs acti-
vités. Les aminopeptidases restent stables, 'activité de type chymotripsique disparait.

Ligquide celomique. — Deux types de liquides ceelomiques ont été utilisés. L’un
(8238) présente une activité ovulante intense (°) sur des ovocytes de truites incubés
in vitro au stade de la vésicule germinative périphérique, ’autre (8241) s’était avéré
inactif sur le méme phénomeéne.

Dans leur ensemble, ils sont caractérisés par une faible activité phosphatasique,
I'absence totale d’osidases, la présence d’estérase et de lipase nonanoate et celle
d’amino-peptidase et de chymotrypsine.

Par contre, le liquide ceelomique 8238 se différencie du 8241 par des activités
aminopeptidasiques et chymotrypsique plus importantes et surtout par ’apparition
de trypsine. Les résultats obtenus par incubation a 15 °C ne différent pas de ceux
enregistrés a 37 °C.

- DiscussioN. — La trypsine qui est mise en évidence dans le spermatozoide
de mammifére par cette méme méthode (°) n’apparait pas dans les spermatozoides
de la Carpe et de la Truite chez lesquels il n’y a pas d’acrosome (7). Il se confirme
que cette enzyme acrosomienne typique n’existe pas sous des formes diffuses.

La disparition de I’activit¢ chymotrypsique dans les spermatozoides isolés,
montre que cette enzyme est liée au liquide séminal. Ce résultat va dans le méme sens
que le précédent.
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Il est également intéressant de constater que les enzymes impliquées dans le
métabolisme énergétique (phosphatases, lipases ou osidases) ont une activité accrue
dans des spermatozoides isolés. La plus grande partie de ces enzymes serait donc
liée aux spermatozoides et impliquée dans leur métabolisme propre, alors que la
part plus faible contenue dans le plasma séminal pourrait fournir aux spermatozoides
des métabolites plus directement assimilables lors de leur stockage testiculaire,
lequel peut se prolonger plusieurs mois.

Dans les spermatozoides isolés, on constate aussi une augmentation importante
des activités phosphatasiques, qui pourrait avoir une signification dans Pexplication
de I’hydratation testiculaire avant spermiation, les phosphatases étant étroitement
impliquées dans les variations de perméabilité membranaire. Ces mémes enzymes
sont plus actives dans le sperme de la Carpe que dans celui de la Truite ce qui laisserait
supposer leur intervention dans des processus énergétiques puisque la durée de moti-
lit¢ des spermatozoides de Carpe est beaucoup plus longue que celle des sper-
matozoides de Truite.

Contrairement au liquide séminal, le liquide ceelomique ne contient que peu de
lipases, pas d’osidase et pas de phosphatase spécifique.

Il est surtout important de noter les différences qui existent entre les deux types
de liquides ccelomiques analysés. Le premier est caractérisé par des activités amino-
peptidasique et chymotrypsique élevées et surtout par ’apparition d’une activité
trypsique. Par incubation in vitro [(°), (?)], il a été démontré que ce liquide ceelomique
pouvait entrainer ’ovulation d’ceuf de Truite sans maturation préalable. Ces enzymes
protéolytiques pourraient intervenir, entre autres, dans le décollement de la membrane
du follicule avant Povulation.

(*) Séance du 28 janvier 1974,
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