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RESUME

Une analyse biochimique du DNA de spermatozoides de Taureau soumis a la congélation
a été réalisée afin de vérifier si I’action prolongée du froid n’était pas susceptible d’altérer qualita-
tivement une ou plusieurs des bases nucléiques.

Les échantillons proviennent de taureaux sélectionnés dans différents centres d’insémina-
tion artificielle. Chaque expérience porte sur une quantité donnée de sperme prélevé a partir de
plusieurs animaux. Le culot de spermatozoides obtenu aprés centrifugation est divisé en deux
fractions. La premiére est analysée immédiatement et sert de référence. La seconde est remise en
suspension dans du chlorure de sodium molaire ; congelée a — 79°C, elle sera décongelée a 37°C,
aprés un stockage de 3 mois, puis analysée. L’extraction du DNA est conduite suivant la méthode
de Schmidt et Tannhauser. La séparation des bases est effectuée par chromatographie sur colonne
de Dowex ou d’Amberlite.

Les résultats obtenus montrent que la valeur moyenne des rapports des bases nucléiques
A 4 T/G + C demeure égale a 1,26, que ’on s’adresse a des échantillons de sperme frais ou de
sperme congelé. Ces résultats semblent infirmer I’hypotheése d’un DNA qui, altéré par le froid,
pourrait alors provoquer dans certains cas une mort feetale aprés insémination artificielle chez
la Vache. ’

INTRODUCTION

Aprés insémination artificielle chez la Vache, il est observé, dans certains cas,
une baisse de fécondité associée & un taux de mortalité embryonnaire élevé (SaLis-
BURY, 1967). De nombreux auteurs ont établi une relation entre ces observations et le
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fait que le vieillissement des spermatozoides conservés en paillettes pourrait entrainer
une modification de leur teneur en DNA. Certains (SALISBURY e¢f al., 1961 ; LEUCH-
TENBERGER ¢t al., 1956 ; HANDA ¢t al., 1965 ; KOEFOED-JOHNSEN ¢f al., 1g67), utilisant
1a réaction histochimique de Feulgen-Rossenfeck, montrent une baisse de colorabilité
des spermatozoides aprés stockage dans un dilueur approprié pendant 5 jours 4 5°C.
D’autres (PAUFLER et FootE, 1967 ; GLEDHILL éf al., 1966 ; MILLER ¢t al., 1968 ;
ToRO ¢t al., 1959), par la méme technique, n'observent aucune différence et établissent
statistiquement que la corrélation entre les valeurs relatives obtenues par cette réac-
tion nucléale et le pourcentage de non-retour a 60 et go jours n’est pas significative.
Enfin, BOUTERS ¢ al. (1967) ont établi que la variabilité de coloration par la réaction
de Feulgen ne semblerait pas étre une preuve formelle de variations dans la quantité
de DNA contenue dans les spermatozoides au cours du temps, mais permettrait
seulement de voir une éventuelle modification biochimique qui pourrait avoir lieu
normalement tout au cours de la spermiogenése, au niveau du complexe DNA-protéine
et qui interviendrait lors de la maturation des gamétes méles.

Par ailleurs, I'ensemble des études biochimiques (SUMMERHILL e¢f al., I96I;
KRrAMER, 1968) quantitatives entreprises a4 partir de DNA de spermatozoides de
Taureau soumis & la congélation, n’a pas permis de conclure 4 une variation de la
teneur moyenne des spermatozoides en DNA. Aussi, 'ensemble de ces résultats nous
conduit & nous demander si l'action prolongée du froid sur le DNA de spermatozoides
congelés plusieurs mois, sans entrainer une perte quantitative, ne serait pas suscep-
tible d’altérer qualitativement une ou plusieurs des bases nucléiques.

Dans le but de vérifier cette hypothése, nous avons entrepris une étude bio-
chimique qualitative du DNA de spermatozoides de Taureau soumis & la congélation
(KaxN, 1967). Notre travail a porté sur ’analyse de nombreux échantillons congelés
4 basse température sans l'apport des substances protectrices habituelles. Toute
altération ou perte d’'une ou plusieurs bases nucléiques impliquant nécessairement
une variation dans la constance du rapport A 4 T/G 4 C, nous avons calculé et
comparé les valeurs moyennes de ce rapport, obtenues a partir de lots de sperme
frais et de lots de sperme congelé.

MATERIEL ET METHODES

Les échantillons proviennent de taureaux sélectionnés dans divers centres d’insémination
artificielle. Les caractéristiques de concentration et de motilité des spermatozoides servent de
critéres pour établir un bon échantillonnage et rejeter les éjaculats défectueux. Chaque expérience
porte sur 40 ml de sperme prélevé sur différents taureaux. Aprés élimination, par centrifugation,
du plasma séminal, le culot de spermatozoides est partagé en deux fractions. La premiére, immé-
diatement analysée, sert de témoin. La seconde, remise en suspension dans du chlorure de sodium
molaire, est congelée pendant trois mois & — 79°C, puis décongelée 4 37°C le plus rapidement
possible (1 & 2 mn env.) avant d’étre analysée.

L’extraction du DNA & partir des tétes éclatées par action des ultrasons, est conduite suivant
la méthode de ScumIDT et TANNHAUSER (1945). Les bases nucléiques sont ensuite libérées par
hydrolyse acide du DNA extrait. La matiére séche dégraissée est hydrolysée par l'acide perchlo-
rique 4 65 p. 100 pendant une heure & 100°C, en tube scellé. La séparation des bases puriques et
pyrimidiques est effectuée par chromatographie sur colonne de Dowex 1 X 8 (minus 400), tampon
formiate. Une seconde méthode consiste a hydrolyser le DNA par de I’acide perchlorique normal
pendant soixante-quinze minutes, de fagon & libérer ainsi uniquement les deux bases puriques
(DENAMUR et al., 1966). Cette technique permet un contréle rapide des résultats, si 'on admet
I’équivalence, dans la molécule de DNA, de thymine et d’adénine d’une part, de cytosine et de
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guanine d’autre part. La chromatographie des bases puriques se fait soit sur colonne de Dowex
I X 8 (minus 500)-tampon formate, soit sur colonne d’Amberlite IR 120 H*. Aprés fractionne-
ment, les courbes d’absorption des produits obtenus sont enregistrées au spectrophotomeétre.

RESULTATS

Les valeurs exprimées dans les tableaux 1 et 2 correspondent, pour chaque

technique, aux résultats obtenus 4 partir d’un des échantillons analysés avant et
aprés congélation, chaque échantillon étant constitué par les éjaculats de huit tau-

TABLEAU I

Analyse d’un des échantillons. Résultats obtenus aprés hydrolyse perchlovique 65 p. 100
et chromalographie sur colonne de Dowex 1 X 8

A =10 uM (%) AlG A+ TG+ C

Echantillon de

sperme frais
Adénine ......... 10 28,20
Thymine ........ 9,77 27,63 1,28 1,26
Guanine ........ 7,74 21,90
Cytosine ........ 7,84 22,18

Echantillon de

sperme congelé
Adénine ......... 10 28
Thymine ........ 9,92 27,77 1,28 1,26
Guanine ........ 7,83 21,94
Cytosine ........ 7,95 92,27

TABLEAU 2

Analyse du méme échantillon. Résultats obtenus aprés hydvolyse pevchioviqgue normale
et chvomatographie sur colonne d’Amberlite IR 120 H+

A =10 uM (%L AlG A+ TG+ C
Echantilion de
sperme frais
Adénine ......... 10 27,86
Guanine ........ 7,9% 22,14 1,25 1,25

Echantillon de
sperme congelé

Adénine ......... 10 27,83

Guanine ........ 7,96 22,17 1,25 1,25
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reaux différents. L’examen de I'ensemble des échantillons de sperme frais par les
deux méthodes de dosage utilisées nous conduit & considérer la valeur moyenne des
rapports A 4+ T/G + C égale a4 1,26. Or, depuis ces derniéres années, les teneurs
relatives en bases puriques et pyrimidiques du DNA de spermatozoides de Taureau
ont été étudiées par différents auteurs. Leurs résultats, regroupés dans le tableau 3,
montrent, malgré de légdres variances dues aux différentes méthodes employées,
une constance du rapport A + T/G - C et corroborent notre travail.

TABLEAU 3

Valewrs du rapport A + T|G + C trouvées par différents auteurs
a partiv du DNA de spermatozoides de Taureau

Origine Hydrolyse A+ TG+ C Références
formique 1,30 Wryarr, 1951
formique 1,31 BORENFRIEND, FITT

Spermatozoides et BeEnpicH, 1961
de Taureau perchlorique 1,23 — —_
chlorhydrique 1,24 — —
enzymatique 1,26 BARTEK, 1963

L’analyse des échantillons de sperme congelé conduit & des résultats identiques
4 ceux obtenus 4 partir des échantillons de sperme frais : la valeur moyenne des
rapports A + T/G + C et A/G demeure constante et égale & 1,26. Ainsi, aucune
modification qualitative ne nous est apparue au cours des expériences réalisées.

DISCUSSION

Corrélativement avec le fait qu'aprés stockage in vifro le pouvoir fécondant
des spermatozoides décroit avec le temps, 'hypothése de modifications qualitatives
au niveau du DNA a été envisagée par plusieurs auteurs. En effet, KOEFOED-JOHN-
SEN et al., en 1968, montrent qu’aprés stockage de spermatozoides de Lapin pendant
24 4 27 heures & 4°C et 240 heures 4 37°C, la quantité de thymine demeure inchangée
et concluent que les variations de colorabilité observées par la réaction de Feulgen
ou par la diphénylamine seraient plutot le reflet de variations qualitatives du DNA.
Cependant, QUINN et WHITE (1968), étudiant 1’action du froid sur le spermatozoide
de Bélier ne trouvent aucune altération du DNA et constatent que le rapport des bases
A et T n’est pas modifié. De méme, nos résultats semblent confirmer que le stockage
de spermatozoides de Taureau provenant d’éjaculats de bonne qualité, & — 79°C
pendant trois mois, sans aucune substance protectrice (1'utilisation de dilueurs appro-
priés au cours de ces expériences ne pouvant que diminuer la probabilité d’une éven-
tuelle altération) ne modifie pas la valeur des rapports A 4 T/G -+ C et A/G. Par
contre, antérieurement i notre travail, SEGINA et NORMAN (1964) ont avancé que des
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spermatozoides de Taureau conservés ¢ vitro pendant 2I jours & température
ambiante perdaient progressivement jusqu’'a 61 p. 100 de leur teneur en DNA et
que le rapport des bases varierait considérablement avec le temps.

Tenant compte de ces différentes expériences, il apparait que nous devons
distinguer, d’une part la conservation par le froid, qui semblerait bloquer suffisam-
ment les réactions enzymatiques pour ne pas altérer la qualité du DNA, et d’autre
part la conservation in vitro 4 température ambiante, qui entrainerait une impor-
tante destruction enzymatique. Toutefois, la valeur moyenne du rapport des bases
A + TG - C trouvée par SEGINA et NORMAN est de 1,08 pour les témoins, valeur
qui parait faible par rapport a ’ensemble des chiffres proposés dans la littérature.
Ainsi, le probléme se pose de savoir si les modifications observées dans le spermato-
zoide de Taureau par ces auteurs ne sont pas dues au choix d’une technique trop
imprécise.

L’hypothése d’'un DNA, inducteur anormal, provoquant une mort feetale aprés
insémination parait peu probable. Il est évident que nous n’incluons pas dans cette
étude le cas de spermatozoides de Taureau présentant des anomalies typiques décrites
en cytologie photonique, puis en microscopie électronique et qui entrainent souvent
une baisse de fécondité dont nous ignorons actuellement les causes exactes. Nous
pouvons seulement dire que lorsque nous nous adressons a des taureaux génétique-
ment valables et lorsque leurs spermatozoides, provenant d’éjaculats contrdlés, sont
soumis & des chocs physiques importants (action conjuguée du froid et d’une solution
saline par exemple), leur DNA ne parait pas subir de modifications décelables au
niveau des bases nucléiques, d’aprés les techniques biochimiques précises que nous
avons utilisées.

Actuellement, nous nous demandons si certains cas de mortalité embryonnaire ne
seraient pas dus i I'altération, non du DNA des spermatozoides lui-méme, mais des
protéines qui lui sont associées. Une anomalie au niveau des protéines nucléaires
pourrait étre le point de départ de réactions en chaine qui entraineraient une infertilité
du gaméte méile. Le probléme, pour nous, demeure posé.

Regu pour publication en février 1973.

SUMMARY

CONSTANT RATIO OF PURIC AND PYRIMIDIC BASES
OF BULL SPERMATOZOA DESOXYRIBONUCLEIC ACID
BEFORE AND AFTER DEEP-FREEZING

The DNA of deep-frozen spermatozoa is analyzed to determine if prolonged freezing quali-
tatively alters one or several of its bases.

Samples are taken from bulls selected in different artificial insemination centers. Each
experiment deals with a given quantity of sperm taken from several animals. The spermatozoa
sediment obtained after centrifugation is divided into fractions. The first is analyzed immediately
and serves as a reference. The second is put back into suspension in 1 M sodium chloride. Deep-
frozen at — 79°C, it is thawed at 37°C after 3 months of storage, and then analyzed. DNA extrac-
tion is done using SCHMIDT and TANNHAUSER’s method. The bases are separated by ion exchange
chromatography.
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The results obtained show that the mean value of base ratios A + T/G 4 C remain equal
to 1.26 for both fresh sperm samples and deep-frozen ones. These results seem to weaken the evi-
dence for a DNA which, altered by cold, induces foetal death after artificial insemination in some
cases in the cow.
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