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RESUME

Des particules de glycogéne 3 et a ont été observées en grande quantité dés le début de la
spermiogenése dans les cellules de Sertoli et les spermatides au cours de la spermiogenése. Ce
glycogére se localise autour des mitochondries de la piéce intermédiaire. La présence de ce glyco-
géne peut étre mise en relation avec le type de spermiogenése qui se déroule dans des cystes,
ce qui interdit toute libération de polysaccharides dans le fluide testiculaire. La forte diminution
des quantités de glycogéne observée dans certains spermatozeugmes du tractus génital mile
et dans les spermatozoides stockés dans l'ovaire peut étre interprétée comme résultant, soit
de processus de vieillissement, soit de I’épuisement des réserves de glycogéne au cours de la nage.
Dans ces conditions, la présence de glycogéne dans le spermatozoide d’une espéce de Poisson a
fécondation interne, pourrait étre considérée, du fait de I’absence de liquide séminal, comme
une source endogéne de matériel énergétique.

INTRODUCTION

Les spermatozoides d'un grand nombre d’espéces d’'Invertébrés et de Vertébrés
inférieurs possédent du glycogéne au niveau de la piéce intermédiaire. Les premiéres
démonstrations qui ont été fondées sur des caractéres purement morphologiques,
selon DROCHMANS (1962) ou cytochimiques, sont dues & PERSONNE et ANDRE (1964) ;
LanzA et QUATTRINI (1964); SILVEIRA et PORTER (I1964); Von BONSDORFF et
TELKKA (1965) ; Lanza (1965) ; HORSTMANN (1968). La mise en ceuvre de la méthode
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de THIERY (1967) pour la démonstration des polysaccharides (PERSONNE, 1968 ;
ANDERSON, 1968 ; GEORGES, 1969 ; GIUSTI, 1969 ; ANDERSON et PERSONNE, 1970)
a confirmé les premiéres observations.

Dans le testicule, l'existence de glycogéne a été signalée dans les tubules
séminiféres (cf. MANN, 1964). Des particules de glycogéne ont été localisées dans
les cellules de Sertoli des Poissons (Tilapia, NicHOLLS et GRAHAM, 1972), des Amphi-
biens (Discoglosse, SANDOz, 1970 ; Lézard, DUFAURE, 1971) et de certains Mammi-
feres : Cobaye (NICANDER, 1957); Hamster (FouQuEer, 1968) mais pas chez la
Souris (NICANDER, 1957 ; SANDOZ, 1970). Il n’a pas été démontré de glycogéne dans
les cellules germinales de Mammiféres, qu’il s’agisse de spermatides (FOUQUET,
1968) ou de spermatozoides (ANDERSON et PERSONNE, 1970 4). Dans le testicule de
Hamster, seules les cellules de Sertoli peuvent métaboliser le glycogéne (FOUQUET
et GuHA, 1969).

Chez le Guppy (Poecilia reticulata) le spermatozoide posséde de grandes quan-
tités de glycogéne (ANDERSON et PERSONNE, 1970 @ et b ; BILLARD et BRETON, 1970)
mais l'origine n’en a pas été étudiée.

Le présent travail traite de cette origine du glycogéne des spermatozoides
(élaboration au cours de la spermiogenése) et son devenir aprés transit dans les
voies génitales miles et femelles.

MATERIEI, ET METHODES

Les Guppies (Poecilia veticulata PETERS) des deux sexes proviennent de la souche du labo-
ratoire élevée dans les conditions déja décrites (BILLARD, 1969 a).

Fixation et inclusion

Aprés anesthésie, les animaux sont sacrifiés et les gonades fixées par le glutaraldéhyde
en solution 4 3,3 ou 4 p. 100 dans un tampon phosphate 0,05 M & pH 7,25 pendant 60 mn & 4°C.
Un certain nombre de préparations subissent une double fixation dans une solution d’acide osmi-
que & 2 p. 100 dans le méme tampon pendant 30 mn.

L’inclusion est faite dans I’épon selon Finck (1960).

Mise en évidence du glycogéne

— Acide periodique-thiocarbohydrazide-protéinate d’argent (AP-TC-PA, THIERY, 1967).

La technique de coloration compléte ainsi que les colorations témoins sont résumées dans le
tableau 1.

— Augmentation du contraste du glycogeéne par le plomb.

Les colorations sont conduites dans les conditions habituelles, acétate d’uranyle (5 mn),
mais la durée de séjour dans une solution saturée d’hydroxyde de plomb est prolongée pendant
30 mn.

Les coupes sont recouvertes d’un film de carbone et observées a I’Elmiscope I Siemens.

La recherche du glycogéne a été réalisée dans les cas suivants :

- au cours de la spermiogenése dont les stades ont été décrits précédemment (BILLARD,
1970) ;

— dans les spermatozoides du canal testiculaire et du canal déférent ;

-— dans les spermatozoides présents dans le tractus génital femelle.

Les spermatozoides qui peuvent survivre plusieurs mois dans l'ovaire de la femelle (WINGE,
1937 ; PLOYE, 1969) sont examinés dans leur site de conservation (JALABERT et BILLARD, 1969)
chez 3 femelles adultes élevées en présence de males depuis leur naissance.
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OBSERVATIONS

Les deux techniques d’identification mises en ceuvre permettent de détecter
des quantités importantes de glycogéne dans le testicule du Guppy, mais seule,
la technique AP-TC-PA qui donne les meilleurs résultats sera retenue dans les
descriptions qui vont suivre. Dans tous les cas les colorations témoins sont négatives.

Teneur en glycogene des cellules de Sertoli

Dans les cellules de Sertoli des cystes & spermatogomnies et & spermatocytes,
le glycogéne n’existe qu’a l'état de trace, mais il devient beaucoup plus abondant
au début de la spermiogenése (pl. I A, IIT A).

Il se présente toujours sous la forme de particules B qui se répartissent de
facon uniforme dans le cytoplasme. Le glycogine subsiste ainsi dans les cellules
de Sertoli pendant toute la durée de la spermiogenése. Des particules de glycogéne
existent également dans I'endothélium des vaisseaux sanguins du testicule (pl. III A)

Teneur en glycogéne des cellules germinales

Spermatogonies et spermatocytes.

Des traces de glycogéne sous forme de particules existent dans quelques
spermatogonies et spermatocytes, mais les quantités sont trés faibles.

Spermatides.

Au début de la spermiogendse, le glycogéne n’existe dans les spermatides
rondes S,, qu’a I'état de trace toujours sous la forme de particules § (pl. I A, I B).
Le glycogéne apparait ensuite en quantités plus importantes dans les spermatides
rondes S,, (pl. I B, IT A).

Dans les spermatides, les particules de glycogéne tendent A se localiser dans
le voisinage des mitochondries ol les particules B se condensent partiellement
en particules «. Le glycogéne reste i proximité des mitochondries et accompagne
ces derniéres lors de leur migration autour du flagelle (pl. IT A). L’ensemble des
flots de glycogéne se trouve rassemblé entre les mitochondries (pl. IITI B) ou sur
la face interne du manchon mitochondrial (pl. II B) dés la phase S,. Cette localisation
périmitochondriale subsiste au cours des derniéres phases de la spermiogenése.
Les résidus cytoplasmiques non expulsés 4 la fin de la spermiogendse et qui subsistent
dans les spermatozoides engagés dans le canal déférent, possédent également des
particules de glycogéne « (pl. V). Les granules osmiophiles, abondants pendant la
spermiogenése (pl. II C) ne présentent pas la réaction caractéristique des poly-
saccharides (pl. II B).

Les spermatozoides du tractus génital mdle (pl. IV et V).

La quantité de glycogéne est trés importante dans les spermatozoides, entre
les mitochondries et dans le manchon cytoplasmique (pl. VII A) mais également
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autour du complexe centriolaire (pl. VI A). Les colorations témoins (pl. VI C et
VI D) sont négatives. Dans la plupart des cas, tous les spermatozoides d'un sperma-
tozeugme possédent du glycogéne, cependant quelques spermatozeugmes par testi-
cule présentent des spermatozoides 4 peu prés totalement dépourvus de glycogéne
(pl. IV).

Les spermatozoides du tractus génital femelle.

Tous les spermatozoides examinés dans le tractus génital femelle présentent
une diminution considérable de la quantité de glycogéne par rapport aux sperma-
tozoides observés dans le tractus génital méle ou dans les spermatozeugmes fraiche-
ment éjaculés. Le glycogéne ne subsiste qu’en faible quantité dans le manchon cyto-
plasmique et entre les mitochondries. Cette diminution du glycogéne apparait
aussi bien sur coupe transversale de spermatozoides (pl. VII B} que sur coupe longi-
tudinale (pl. VI B).

DISCUSSION

Origine du glycogéne dans le spermatozoide

Le glycogéne déja observé dans le spermatozoide de Guppy (ANDERSON et
PERSONNE, 1970 a et b ; BILLARD et BRETON, 1970) s’élabore trés t6t au cours de
la spermiogenése. Il apparait dans les jeunes spermatides S,, et se localise trés rapi-
dement au niveau de la future piéce intermédiaire. Le glycogéne existe également
dans les cellules de Sertoli mais seulement dans celles des cystes en spermiogenése,
Le glycogéne apparait d’ailleurs simultanément dans les cellules de Sertoli et dans
les spermatides. Ceci pose le probléme des relations entre le glycogéne de ces deux
types de cellules ainsi que celui de I'origine du glycogéne dans les cellules germinales.

Il est d’autre part intéressant de souligner 'absence de glycogéne dans les cystes
en début de spermatogenése (spermatogonies et spermatocytes) et son apparition
dans les cystes qui entrent en spermiogenése. Cette constatation traduit 1'existence
d’un changement de métabolisme qui affecte 4 ce stade aussi bien les cellules germinales
que somatiques.

Les relations entre le glycogéne des cellules de Sertoli et celui des cellules germi-
nales, peuvent étre considérées sous un angle topographique ; du fait de leur orga-
nisation en cystes, les métabolites que recoivent les cellules germinales doivent
nécessairement transiter au travers des cellules de Sertoli 4 la périphérie du cyste.
Il est cependant difficile d’imaginer un passage du glycogéne sous forme figurée entre
cellules de Sertoli et spermatides, bien qu'il existe des particules de glycogéne
extracellulaire 4 l'intérieur du cyste. Il est plus vraisemblable que le glvcogéne
sertolien lui-méme originaire des vaisseaux sanguins soit transféré aux spermatides
sous forme d’oligosaccharides. Il faut noter que les cellules de Sertoli du Guppy,
du fait de leur localisation originale 3 la périphérie des cystes, ne peuvent pas
participer directement 4 1'élaboration du fluide testiculaire comme elles peuvent le
faire dans d’autres groupes de Poissons {BILLARD et al., 1972) et chez les Mammi-
féres (SETCHELL et Warres, 1971). Chez le Hamster, FOuQUET (1968) a suggéré
que le glycogéne qui ne se trouve que dans les cellules de Sertoli et non dans les cel-
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lules germinales est 1ibéré dans ce fluide testiculaire d’ott il peut participer a la « nutri-
tion » des spermatozoides. On peut supposer que chez le Guppy, en I’absence presque
compléte de fluide testiculaire et de liquide séminal, le glycogéne, aprés libération
des cellules de Sertoli et réincorporation dans les spermatides, accompagne le sper-
matozoide par une autre voie.

Devenir et signification du glycogéne dans le spermatozoide de Guppy

La quantité de glycogéne est toujours importante et constante dans les sper-
matozoides des cystes qui s’engagent dans le canal défférent. Au contraire, dans
certains spermatozeugmes du canal testiculaire ou du canal déférent (pl. IV), les
spermatozoides sont presque totalement dépourvus de glycogéne. Cette perte de
glvcogéne est donc intervenue au cours du transit dans les voies génitales mailes,
transit dont la durée est trés variable (BILLARD, 1969 4). On pourrait donc supposer
que les spermatozeugmes dépourvus de glycogéne sont les plus 4gés. Les spermato-
zoides examinés dans les voies génitales femelles sont aussi trés appauvris en
glycogéne. ILes spermatozoides présents dans l'ovaire peuvent étre aussi trés
4gés, plusieurs mois selon WINGE (1937), de sorte que la disparition du glycogéne
pourrait étre attribuée 4 un facteur temps et a des processus de vieillissement. Mais
comme les spermatozoides des spermatozeugmes testiculaires présentent une légére
agitation et comme les spermatozoides aprés accouplement doivent obligatoirement
nager pour atteindre 'ovaire, on peut aussi considérer que la diminution du glyco-
géne résulte de son utilisation en tant que fournisseur d’énergie dans les processus
de motilité. Une telle hypothése est supportée par 'existence conjointe de glycogéne
et d’enzyme de son métabolisme dans de nombreux spermatozoides (ANDERSON et
PERSONNE, 1970 4 et b ; PERSONNE et ANDERSON, I970).

Dans ces conditions, il serait possible qu’en l'absence de liquide séminal,
mentionné précédemment, le glycogéne constitue une source endogéne de matériel
glycolysable pour ce spermatozoide qui doit assurer une fécondation interne.

Dans 'hypothése d'un intervention directe du glycogéne sur la motilité, 1’épui-
semment prématuré de certains spermatozoides observés dans le tractus génital
méile, pourrait avoir des conséquences importantes sur la fécondation. Ces considé-
rations sont 4 rapprocher de la diminution du pourcentage de fécondation observé
aprés insémination des femelles vierges avec des spermatozoides prélevés tous les
mois par rapport aux fécondations obtenues avec des spermatozoides dont la fré-
quence de prélévement est plus faible : 2 et 7 jours (BILLARD, 1966). Il y a donc lieu
de considérer cet aspect qualitatif des spermatozoides qui a été soulevé dans
d’autres espéces de Poissons (HocHMAN, 1966). Les données quantitatives sont
donc insuffisantes pour rendre compte de Vefficacité de la spermatogenése laquelle
devrait également tenir compte de la notion de qualité des spermatozoides.

Regu pour publication en févriey 1973.
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SUMMARY

GLYCOGEN DURING FORMATION AND TRANSPORT OF SPERMATOZOA
IN THE MALE AND FEMALE GENITAL TRACTS OF THE GUPPY (POECILID FISH)

From the beginning of spermiogenesis, 3- and «- glycogen particles are observed in the Sertoli
cells and spermatids during spermiogenesis. The glycogen is localized around the mitochondria
of the mid piece. The presence of this glycogen may be related to the type of spermiogenesis
occurring in cysts, which prevents any polysaccharide release in the testicular fluid. The
high decrease of the amount of glycogen observed in some spermatozeugma of the male
genital tract and in spermatozoa stored in the ovary, may be interpreted as a result either
of aging or of depletion of glycogen reserve while swimming. In these conditions, the presence
of glycogen in the spermatozoon of a species of fish having internal fertilization, may be
considered as an endogenous source of energy because the seminal fluid is absent.
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PLANCHE I

Localisation du glycogéne au début de la spermiogenese

I A. — Dans les cellules de Sertoli.

Au début de la spermiogenése, les particules de glyco-
géne apparaissent principalement dans le cytoplasme ser-
tolien. Le cytoplasme des spermatides 8,, n’en contient que de
faibles quantités. X 28 000

I B. — Dans les spermatides S,,.

Dés son apparition dans les spermatides rondes S,, le
glycogéne se condense sous forme de particules «x. (double
fleche) & proximité des mitochondries m. Des particules de
glycogéne B existent en différents points du cytoplasme mais

aussi dans 1’espace intercellulaire 1. x 28 000
Dans les deux cas : — fixation glutaraldéhyde-acide
osmique ;

— coloration AP-TC-PA.

m : mitochondrie mb : membrane basale
N : noyau S : cellule de Sertoli.
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PLANCHE II

Localisalion du glycogéne au niveau de la piéce intermédiaire

1T A. — Spermatide S;b.

Les particules de glycogéne qui étaient localisées a proximité
des mitochondries m (pl. 1 B) ont accompagné ces derniéres au
cours de leur migration autour du flagelle. D’autres particules de
glycogéne subsistent dans 'espace extracellulaire I comme dans
le stade précédent (pl. IB).

G = appareil de Golgi; cc = complexe centriolaire. — Fixa-
tion glutaraldéhyde. — Acide osmique. — Coloration AP-TC-
PA. (x 22.500).

II B, C. — Spermatides S,.

B. — La taille des ilots de glycogéne précédemment identifiés
a proximité des mitochondries a considérablement augmenté : ce
glycogéne se situe principalement sur la face interne du manchon
mitochondrial. Les granules osmiophiles de PorTE et FOLLENIUS
(1960) (fleches) qui sont particulierement abondants a ce stade
de la spermiogenése (cf. C) ne sont pas de nature polysaccharidique.

Fixation glutaraldéhyde. — Acide osmique. — Coloration AP-
TC-PA. (x 28.500).

C. — Cette préparation a recu une double fixation et une colo-
ration normale uranyle-plomb. Les granules osmiophiles : go,
sont particuli¢rement nombreux. Dans ces conditions de colo-
ration, il est possible de retrouver les particules de glycogeéne
(fleches). (x 28.000).
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PLANCHE III

111 A. — Cellules de Sertoli de cyste a spermatides S,.

Le glycogéne sous forme de particules B est abondant dans le
cytoplasme sertolien. Des particules de glycogéne existent égale-
ment dans la paroi des vaisseaux sanguins VS, a l'extérieur de
la membrane basale.

G = appareil de Golgi. (x 35.000).

111 B. — Coupe longitudinale d’une spermatide S,.

Le glycogeéne sous forme de particule n’est présent que dans la
. piéce intermédiaire de la spermatide. ( x 22.800).

Dans les deux cas ; Fixation glutaraldéhyde. — Acide osmique.
— Coloration AP-TC-PA.
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PLANCHE IV

Le glycogene dans les spermalozoides du fractus génital mdle

Deux spermatozeugmes dans le canal testiculaire ¢ tous les
spermatozoides du spermatozeugme situé dans la partie supé-
rieure de la planche possédent du glycogeéne, alors que dans le
spermatozeugme de la partie inférieure, les spermatozoides en sont
tous dépourvus.

" Filgczticn glutaraldéhyde. — Acide osmique. — Coloration AP-
TC-PA. ‘
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PLANCHE V¥V

Le glycogéne dans les spermatozoides du Iractus génital male (suile)
Dans les spermatozoides engagés dans le canal efférent, il peut
subsister du eytoplasme résiduel qui n’a pas €1é totalement expulse
au cours de la spermiogenese et dans lequel la réaction AP-TC-PA
révéle Pexistence de glycogeéne sous forme de particule «.
Fixation glutaraldéhyde. — Acide osmique. — (x 39.000).
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PLANCHE VI

Le glycogéne dans les spermalozoides éjaculés
et dans les spermalozoides du tractus génital femelle

Coupes longitudinales de la piéce intermédiaire de spermato-
zoides :

A. — Spermatozoide dans le canal déférent. — Le glycogéne se
situe dans le manchon cytoplasmique, autour des mitochondries
et du complexe centriolaire.

Fixation : glutaraldéhyde. — Coloration AP-TC-PA. ( x 30.000).

B. — Spermatozoide dans 1’ovaire.

Dans ces spermatozoides, la quantité de glycogéne est beau-
coup plus faible.

Fixation : glutaraldéhyde. — Acide osmique. — Coloration
AP-TC-PA. ( x 30.000).

C. — Spermatozoide éjaculé.

Fixation glutaraldéhyde. — Acide osmique. — Coloration
témoin No 2.

Cette coloration sans oxydation par l'acide périodique a été
conduite sur une préparation postfixée a V’acide osmique. Il n’y
a pas coloration des particules de glycogéne mais un précipité
subsiste sur les membranes. Ce précipité disparait dans la colo-
ration témoin No 4. ( x 30.000).

D. — Spermatozoide éjaculé.

Fixation glutaraldéhyde. — Acide osmique. — Coloration
témoin Ne 3.

Les granules de glycogéne n’apparaissent pas avec cette colo-
ration comme avec la coloration témoin Ne° 2. ( x 30.000).
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PLANCHE VII

Le glycogéne dans les spermatozoides éjaculés
et dans les spermatozoides du tractus génital femelle

A. — Coupe transversale de piéces intermédiaires de sperma-
tozoides fraichement éjaculés. x 50.000.

B. — Coupe transversale de piéces intermédiaires de sperma-
tozoides implantés dans les « cellules hotes » du réceptacle séminal
dans Vovaire. Le cytoplasme de ces cellules hotes ch qui sont des
cellules épithéliales ne contient pas de particules de glycogéne.

Dans les deux cas : Fixation glutaraldéhyde. — Acide osmique.
— Coloration AP-TC-PA. x 50.000.
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