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RESUME

Le fractionnement des éjaculats de taureau par sédimentation des spermatozoides (méthode
de ScHILLING) ne permet pas d’obtenir une déviation systématique du sex-ratio des veaux nés
d’insémination artificielle aprés utilisation des fractions lourdes ou légéres de I’éjaculat. D’autres
facteurs que la seule différence de taille des spermatozoides due aux chromosomes X ou Y doivent
intervenir au cours de la sédimentation.

INTRODUCTION

Plusieurs méthodes ont été proposées pour contrdler le sex-ratio des mammi-
féres, soit par traitement endocrinien ou nutritionnel des femelles (Surov, 1966 ;
STOLKOWSKI et EMMERICH, IQ7I), soit par traitement in vitro de la semence des
miles pour tenter de séparer les spermatozoides porteurs respectivement du chro-
mosome X ou Y (cf. revue de BEATTY, 1970).

Dans ce dernier cas, outre des additifs divers dans le sperme (VLADIMIRSKAJA
et PETRENKO, 1970 ; SCHILLING et PETAC, 1g72), deux types de techniques ont sur-
tout été utilisées, 1'application d'un champ électrique (travaux inspirés de ceux de
SCHRODER, I04I), et la sédimentation des spermatozoides dans un milieu approprié.

(1) Travail réalisé avec I'aide de la Coopérative d’Elevage du Sud-Ouest (81 - Soual) et la collabora
tion de I'U. N. C. E. I, A,, M. TOURNEUR.
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Celle-ci pouvait faire appel 4 une centrifugation (LINDHAL, 1960) ou bien se fonder
sur la seule gravité (BHATTACHARYA, 1962). (est avec cette derniére technique que
les résultats les plus nets ont été obtenus chez les bovins (SCHILLING, 1965 et suite ;
KNAACK, 1968 ; KRZANOWSKI, 1970). Les éjaculats de taureau peuvent ainsi étre
subdivisés en fractions « légére » et « lourde » suivant la maniére dont les spermato-
zoides ont sédimenté dans le dilueur donné. Cette propriété va de pair avec certaines
caractéristiques des spermatozoides : il a été observé que ceux de la fraction légére
étaient d’une taille un peu inférieure (SCHILLING ¢f al., 1967 ; KNAACK, 1968 ; Es-
NAULT et al., 1970) et semblaient contenir un peu moins d’ADN, de protéines nuclé-
aires (ESNAULT et al., 1970) et d’arginine (SCHILLING et UzuNoOV, 1970) que les sper-
matozoides de la fraction lourde. C'est la fraction lourde qui donne une déviation
du sex-ratio en faveur des femelles (KNaACK, 1968 ; KRZANOWSKI, 1970) et la frac-
tion légere en faveur des méles (KNaACK, 1968). Or, le chromosome Y, déterminant
le sexe méile, est d'une taille trés inférieure a celle du chromosome X (BAKER ¢t al.,
1965).

Les différents arguments sur la dimension des chromosomes sexuels, la teneur
en ADN et la déviation du sex-ratio dans les expériences sur bovins apparaissaient
donc cohérents. Toutefois, en raison de certains échecs enregistrés avec cette méthode
chez le lapin (BEDFORD et BIBEAU, 1967 ; SCHILLING, 1971} et compte tenu du fait
que parmi les résultats rapportés sur bovins, une seule expérience (KNAACK, 1968)
a donné un excédent statistiquement significatif de veaux maéles avec la fraction
« légére », on pouvait se demander si le chromosome sexuel était réellement le facteur
déterminant la maniére dont sédimentaient les spermatozoides. Pour le vérifier,
nous avons réalisé deux expériences avec le sperme de taureau, dans un centre d’in-
sémination artificielle. Nous nous proposions de vérifier la répétabilité de la méthode
en nous fondant sur le sex-ratio des veaux nés aprés utilisation de la semence traitée.

MATERIEI, ET METHODES

Le sperme de 8 taureaux a été utilisé dans la premiére expérience, 2 Charolais, 1 Brun, 3 Blonds
d’ Aquitaine, 2 Limousins, et de 15 taureaux dans la secondeexpérience, 2 FFPN, 1 Brun, 2 Blonds
@’ Aquitaine et 10 Limousins. La récolte et la vérification de la qualité étaient pratiquées snivant
la technique en usage au Centre : motilité globale au moins égale 4 4, concentration en sperma-
tozoides supérieure & 1 + 10%/ml. Les éjaculats — 1 ou 2 par séance de récolte hebdomadaire et 1
4 4 séries de récoltes par taureau selon les cas — étaient anssitot dilués 4 concentration constante,
0,5 + 10° Spz/ml dans le milieu de ScHILLING (1971) refroidis et mis & sédimenter au froid dans
un dilueur de densité appropriée, adapté du précédent aprés essai pour chaque éjaculat. Les diffé-
rentes fractions étaient récupérées par soutirage aprés 60 mn de sédimentation. Le nombre de
spermatozoides présents dans chaque fraction était déterminé parcomptagesurlaceliule de Thoma.
Les fractions homologues en fonction du profil de sédimentation (fig. 1) étaient alors rassembiées
et traitées pour étre congelées en paillettes (50 + 10¢ spermatozoides totaux par dose) : glycéro-
lisation, équilibration et congélation rapide dans les vapeurs d’azote. L’ensemble des différentes
fractions a présenté un taux de reviviscence aprés dégel, suffisant pour étre utilisable en insémi-
nation artificielle. En outre, des éjaculats « témoins » ont été préparés selon la technique courante
du Centre dans les quinze jours qui ont précédé et suivi la seconde période « expérimentale ».
Les doses de semence ont été utilisées aussi bien pour des ITA premi¢res que pour des IA de
retours.

Le sexe des veaux nés de ces traitements a été indiqué par les éleveurs ou par des insémina-
teurs.
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RESULTATS

La courbe de répartition des spermatozoides dans la colonne de sédimentation
a le plus souvent été bimodale (fig. 1). Contrairement 4 ScHILLING ou KNAACK,
nous avons obtenu des spermatozoides dans les premiéres fractions soutirées, donc
les plus lourdes (A). Ensuite, un pic & peu prés symétrique était décelé dans lequel
nous avons isolé la fraction lourde (B), la fraction moyenne (C) et la fraction légére (D).
Dans la premiére expérience, B et C ont été récoltées ensemble,

Nombre de spermatozoides

A B [ D
Fraction d“éjaculat
Fic. 1

Dans Uexpérience 1, 543 inséminations ont été réalisées (tabl. 1 a). La fécon-
dance du sperme ainsi traité s’est révélée peu différente de la normale pour la frac-
tion moyenne (69 p. 100 NR 4 60-90 j, 243 IA) et la fraction légére (64 p. 100,
86 IA), significativement moins bonne pour la fraction la plus lourde (53 p. 100,
114 IA, P < 0,02). Ceci est sans relation avec le taux de reviviscence des spermato-
zoides aprés dégel. Cependant, il faut souligner ’écart important entre les taux de
non-retour et les taux de vélage correspondants, en raison des enntis de reproduc-
tion au-dela de 60-go j aprés IA (10 p. 100 : retours en chaleur tardifs, avortements).
et de la disparition d’animaux avant le vélage (7 p. 100 : accidents, ventes...)

L’effet du traitement sur le sex-ratio n’est pas net ; dans tous les lots il y a un
excédent de males. Avec les spermatozoides de la fraction légére ayant peu sédimenté
(D), il y a une tendance 4 ’augmentation des méiles parmi les veaux nés : 146 males/
100 femelles, ce qui équivaut i 59,3 mailes et 40,7 femelles pour 100 veaux, mais
le nombre de vélages (86) est trop faible pour que I’écart observé soit statisti-
quement significatif. Les spermatozoides de la fraction moyenne (C) donnent un
sex-ratio équivalent a celui que I'on trouve normalement sur un grand nombre d’ani-
maux : 106 miles/To0 femelles (SALISBURY et VAN DEMARK, 1961). Les spermato-
zoides qui ont sédimenté le plus vite (A) ne donnent pas d’excédent de veaux femelles.

Dans Uexpérience 2, 862 IA témoins et 2230 IA expérimentales ont été
réalisées. La fécondance n’a pu étre mesurée que de fagon globale : elle s’est révélée
inférieure 4 la moyenne générale du Centre pour la période considérée, et un peu moins
bonne pour la semence traitée que pour la semence témoin. Nous avons 4 nouveau
observé un écart important entre le taux de non-retour et les taux de vélage corres-
pondants.
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L’analyse du sex-ratio (tabl. 1 b) montre qu’il n’y a aucune différence statisti-
quement significative par rapport 4 la moyenne générale théorique (106 miles/
100 femelles, cf. supra). A I'exception de la fraction C, les diverses séries témoins
et expérimentales montrent une tendance a la prédominance de miles. Mais cette
fois, c’est dans la fraction lourde de I'éjaculat (B) que se manifeste le plus fort excés
de maéles (135 méles/100 femelles) qui n’est cependant pas statistiquement signifi-
catif.

TABLEAU I

Effet de la sédimentation des éjaculals de tauwrveau suv leur powvotr fécondant
et sur le sex-ratio des veaux awu moment de la naissance

a) Expérience 1

Fractions (3) Témoins A B C D
Nbre inséminations . ... — 114 — 243 186
% NR 60-90j. (% ..... — 53,3% — 68,7 64,0
Nbre veaux contrdlés .. — 48 — 118 86
Males/100 femelles (3) .. — 118 — 107 146

b) Expérience 2

Nbre inséminations . ... 862 344 440 1124 322

Nbre veaux contrflés .. 481 134 176 488 124
Males/100 femelles (3) ..| 122,5 113 135 100 110

(1) Fractions d’éjaculats séparées selon la vitesse de sédimentation des
spermatozoides (cf. fig. 1) ; A : fraction la plus rapide, D : fraction la plus lente

(3) Le taux de non-retour a 60-90 j. pour I'ensemble du centre était
de 71 p. 100 pour le mois pendant lequel ont été réalisées les IA expéri-
mentales.

(3) Aucune différence significative avec la moyenne quel que soit le

Iot considéré.
* Significativement différent du p. 100 NR de la fraction C (P < 0,02).

DISCUSSION ET CONCLUSION

Ainsi, au cours de deux expériences successives otl la séparation des spermato-
zoides porteurs du chromosome X ou du chromosome Y a été tentée selon le prin-
cipe d’une sédimentation différentielle (BATTACHARYA, 1962), on n’a pas obtenu de
déviation significative et systématique du sex-ratio. La tendance a obtenir un excés
de males s’est manifestée de fagon aléatoire dans la fraction 1égére (D) ou la fraction
lourde (B) des éjaculats. On doit donc admettre qu’en dépit d’une hypothése de départ
qui semblait cohérente et que diverses publications tendaient a vérifier (SCHILLING,
1965 & 1971 ; KNAACK, 1970 ; KRZANOWSKI, 1968), la séparation des spermatozoides
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de taureau ne résultait pas, dans nos expériences, de la seule différence de taille ou
de poids due aux chromosomes sexuels. Ce résultat, déja suggéré par KRALLINGER
(1928), BEATTY (1970), BAHR (1970), VAN DUIJN et VAN VOORST (1971), se trouve
confirmé dans 'analyse théorique publiée récemment par ROBERTS (1972) : pour cet
auteur, il n’est pas possible de séparer les spermatozoides porteurs des chromosomes X
et Y sur la seule différence de taille des spermatozoides résultant de ces chromosomes
car la variation relative de vitesse de sédimentation due & cette différence (1 p. 100)
est trés inférieure & celle observée dans les expériences pratiques (2o p. 100 dans I'ex-
périence de KRZANOWSKI, 1970). Cette faculté de sédimentation différentielle serait
plus vraisemblablement reliée A la variabilité de taille des spermatozoides ; or celle-ci
est significative (ScHILLING ef al., 1967 ; KNAACK, 1968 ; ESNAULT ¢t al., 1970 ;
VAN DuryN et VAN Voorst, 1971). Elle pourrait aussi dépendre du poids spécifique
des spermatozoides qui varie avec les conditions de maturation et de stockage épidi-
dymaires, et donc avec la fréquence de collecte du sperme (LLAVON éf al., 1971). Tou-
tefois, aprés fractionnement de 1'éjaculat, et malgré I'obtention de courbes de sépa-
ration identiques a celle de la figure 1, les mesures microspectrophotométriques n’ont
pas toujours permis de montrer des différences dans la teneur en ADN entre sperma-
tozoides des fractions lourdes et légéres (ESNAULT, 1971, non publié), contrairement
4 ce que nous avions obtenu dans une expérience antérieure (ESNAULT éf al., 1970).
Par ailleurs, il n’a pas été possible de séparer deux populations différentes de spermato-
zoides par centrifugation en gradient de densité (O’DoNNELL et SyMoNs, 1970). De
toutes maniéres, d’autres données inconnues subsistent dans ce domaine carles vitesses
de sédimentation effectives sont trés supérieures 4 celles que permettent de calculer
les lois qui régissent ce phénoméne.

Ceci explique vraisemblablement les nombreuses causes d’échec rencontrées
dans les tentatives de séparation par gravité des spermatozoides devant engendrer
des méiles ou des femelles. D’autres méthodes doivent étre mises en ceuvre pour résou-
dre ce probléme.

Regu pour publication en mars 1973.
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SUMMARY

SEDIMENTATION OF SPERMATOZOA AND SEX RATIO IN THE BOVINE

A systematic modification of the sex ratio was not obtained in calves born to AI with
spermatozoa from the heavy and light fractions of ejaculates allowed to sediment (Schilling’s
method). Sedimentation must be influenced by other factors than simply the difference in size
of spermatozoa bearing X or Y chromosomes.
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