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Boris RYBAK

Chef de Travaux a la Faculté des Sciences de Bordeaux.

RECHERCHES SUR LA BIOLOGIE
DES SPERMATOZOIDES D’OURSINS

(Avec 23 figures et 3 planches).

On  peut avoir trois principaux
objets dans I'étude de la vériié :
I'un, de la découvrir quand on la
cherche ; 'autre de la démontrer
quand on la possede ; le dernier
de la discerner d'avec le faux
(quand on I'examine.

Pascar,
De Uespril géomélrique.

AVANT-PROPOS

La fonction des spermatozoides est incontestablement leur pouvoir fécon-
dant. Et si la propagation de Uespéce est la fonction de I'Etre vivant, on
congoil (ue la détinition du pouvoir fécondant puisse ¢tre une préoccupation
essentielle de la Biologie. Toultefois, 'Embryologie est d’acees difficile et toat
naturellement on s'est porté vers les malériels les plus favorables pour cher-
cher a investiv de la facon la plus rigoureuse, ¢'est-i=dire par le truchement
des scionces expérimentales exactes. la physique et la chimie. Glest ainsi que
les Batraciens et les Echinodermes constituent les objets embryologiques par
excellence, les Oursins étant particulierement un matériel de :Iun\ par leur
abondance (ce qui est d'un intérét biochimique évident), par la structure de
leurs gameles (el surtout par le caractere oligoléeithe des ovotides), par la
facilité avee ldl]lle“(‘ on obtient des fécondations artiticielles el par lear mode
de vie agquatique qui favorise I'expérimentation.

Or, le pouvoir fécondant des spermatozoides d'Oursins n'a jamais été délini
avec précision. Gest 'objet de mon travail que (‘examiner les causes de ce
curieux élat de choses et que de contribuer & la définition fonctionnelle de
toute suspension spermaltique d’Oursins non-incubateurs.

Dans la partie historique de mon ouvrage (695). j'ai cherché & conduire
mon travail de compilation de la fagon la plus compléte et de la fagon la plus
objective, les appréciations que j'ai pu formuler ne devant constituer que des
points de repérce servant a diriger le lecteur. Celte analyse. dont la charpente
est juslifice dans la partie expérimentale et la discussion. porte uniquement
sur les spermatozoides d’Echinides; des rapprochements avec les sperma-

B. Rybak. 1



2 BORIS RYBAK

lozoides d’autres Echinodermes ou d’autres Animaux sont faits, le cas échéant,
dans la discussion surtoul.

Dans la partie v\pernnenlalc je rapporte un ensemble de faits parmi les
plus démonstratifs que j'aie pn découvrir an cours de mes recherches. Mon
effort a porté particulicrement sur denx espices 'Oursins dont les gisemenls
sont souvent communs. ce qui rend les comparaisons par ticuliérement instruc-
lives. Les Animaux qui onl servi i mes Lravaux, el dont j'estime le nombre a
environ 19.000 individus, uppmlienncutmw especes :

1) Arbacia licula Linné 1758 (= - /;llslu/nw Leske 1778 =— .. wqui-
tuberculata Blainville 1834 ; synonymies d'aprées KoenLen 1927).

Arbacia est de Gray 1855. L'espéce qui nous occupe a été placce d'abord
dans le genve Echinus par Lixxg 1758.

2) Paracentrotus lividus Lamarck 1810.

Paracentrotus est de Morrtexsen 19o3. L'espéce (ui nous occupe a élé pla-
cée d’abord dans le genre Echinus par LavMarck en 18106, puis dans le genre
Strongylocentrotus par Branvr en 1835 et. entin, dans le genre Toxopneus-
les par Acassis en 18/1.

Je ne donne ici, comme pour _\rbacia lrcula du reste, (ue les synonymies
principales. Je signale cependant que Beri (28) rapporte a FE. lwidus
Lamarck K. lithophagus Leach 1812 : lilophayus auraitainsi la priorité sur
lividus. Je ne puis que soumetire cetle question aux taxonomistes.

Pour la systématique des lchinides, consuller particulierement (3) (120)

(149) (317) (318) (379) (hho) (hh1).

Mes recherches ont d’abord été conduites & la Station biologique de Roscotl
(campagnes de 1946 & 194g). puis & la Stazione zoologica de Naples (1950)
arice & une hourse d’échange franco-italienne du €. N. R. S., enfin au Labo-
ratoire \rago de Banyuls-sur-Mer (1951-1953). 1l m’a aussi é1é donné de
faire un séjour au Kristineberg Zoologiska Station de Fiskebiicksill (1952) au
cours d'un séjour en Suéde que j'ai pu effectuer grace a une bourse Wenner-
Gren.

Ce n'est pas sans vicissitudes que mon (ravail a pu étre mend a hien. De
ces graves soucis. il me reste, en retour. le privilege d'avoir pu rencontrer des
savants (ui honorent notre époque tant parleur savoir que par leur humanité.
Et parmi ceux-ci. je voudrais en premier licu assurer M. le Professeur
P. P. Grasst. Membre de I'Institut, de ma profonde gratitude pour tous les
encouragements qu'il m’a donnés el pour toules les hontés qu'il a eues i mon
égard et je souhaite que le travail que je présente ici soit digne de la confiance
qu'il m’a accordée ; qu'il veuille bien. en ce cas. en accepter 'hommage.

Ma reconnaissance va particulicrement au Professeur G. Perir qui m’a
accueilli dans son Laboratoire pendant les « années terribles ». Le soutien
moral et matériel qu'il m'a prodigué sprntanément est une marque indélébile
de sa bienveillance & laquelle je suis tres sensible. Cest au Laboratoire Arago
que J'ai eu la possxlnllte de méditer et d’approfondir les problémes que je
traite ici; je ne saurais trop remercier M. le Professeur G. Peirr et particu-
lierement pour les facilités de travail qu’il m'a accordées dans I'Institution
qu'il dirige d'une facon si active et si éclairée

Je me souviens qu'au moment le plus pénible de mes épreuves, M. le Pro-
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fesscur E. Avsen ne m™a pas décours

¢ de poursuivee mon chemin dans la
recherche scientilique et je lul en suis vivemen( reconnaissant.

Je dois a M. le Professeur J. Rexxstron, Membre de I'Académic Royale
des Sciences de Suéde, qui m’a fait 'honneur de sintéresser & mes travaux.
de m'avoir permis de faire mes preuves. De mon séjour dans son Institut, on
il ma recu avee une grande bienveillance, jai retiré le plus grand profil ;
quiil trouve ici Pexpression de toule ma reconnaissance. Que le Docleur
T. Grustarson soil aussi assuré de mon estime el de mon affection.

Je garde un souvenir ému da Professeur Macuesazcr, Membre de IAcadd-
mie de Médecine, & certains travaux duquel Jai été associé, et je rends hom-
mage & la mémoire de ce Maitee plein de sollicitude.

Jexprime lous mes remerciements & M. le Professcur 2. Ry (qui m’a
assuré des conditions favorables i la rédaction de ce travail.

Jai é1é tres honoré de la présence de M. le Professeur 1. Wirmser & mon
Jury et je tiens a I'assurer de ma haute considération.

Que mes collegues el amis avee lesquels Jai eu des échanges de vues
instructifs, et notamment les Docteurs G. Hoswenwey, K. Vasseerw et T. o,
soient remercics en toute cordialité. Que le Doctenr A. J. Worwon du Wel-
come Physiological Laboratory de Beckenham (Kent) qui a bien voulu me
faire des chromatographies et que le Docteur J. €. Dax de la Tokyo Metropo-
litan University (Japon) qui m’a autorisé rés obligeamment & reproduire ses
clichés électroniques (6¢5), recoivent mes plus chaleurcux remerciements.

A la Direction, aux marins el au personnel scientifique ol technique des
Laborvatoirves de Roscofl, Kristineberg et Naples jexprime mes remerciements
ainsi quau personnel scientilique et technique du Laboratoire de Banyuls-
sur-Mer. Le dévouement du personnel de ces Stations, qui n’est plus i souli-
gner, m'a é1é d'un précienx secours pour la récolte du matériel biologique
comme pour Uinstallation du laboratoire.

Je suis trés reconnaissant a4 M. le Professeur M. Caveeeny, Membre de
Flnstitut, d'avoir bien voula m'accorder Uhospitalité du Bulletin: bioloyique
pour la publication de ce travail dont les frais 'impression ont ¢1é pour la
plus arande part couverts par une Bourse du Ministere de I'Education
nationale.

A mes Parvents el Beanx-Parents qui m’ontsoutenn d'une Fagon incondition-
nelle en toute circonstance je voudrais témoigner par ce travail de ma piété
filiale. Que mon peére et ma meére, ma femme el mon fils soient associds a la
dédicace de cel onvrage.



Dans toutes les sciences, dont les principes sont
donnés intuitivement soil par l'intuition des sens
(par I'expérience) soit par I'intuition sensible mais
pure (par les concepls d’espace, de lemps et de
nombre), ¢’esl-a-dire dans les sciences de la nature
el les sciences malhémaliques, c'est la pratique qui
fail la méthode ; el en essayant, en invenlanl, apres
que la science a ¢té porlée a un cerlain degre de
richesse el d’ordre, on voil clairement par quels
procedés il fautl avancer, pour qu'elle s’active et
pour qu'elle brille plus pure, débarrassée des taches
tant de l'erreur que de la confusion.

KanT,
Dissertation de 1770,

CHAPITRE PREMIER

TECHNIQUES GENERALES

Savoir bien distinguer ce qu'il y a de réel dans un
sujel de ce que nous y mettons d'arbitraire en le
considérant, reconnaitre clairement les propriétés
qui lui appartiennent et celles que nous lui pré-
tons, me parait ¢étre le fondement de la vraic mé-
thode de conduire son esprit dans les sciences.

Burron,
Hisloire nalurelle.
Premier Discours.

|. — Préléevement des gamétes.

L’obtention e gametes convenables est évidemment la condition sine qua
non de la validité des résullals expérimentaux. Quoique d'uue apparente
simplicité ce probléeme reste résolu d’une fagon trés différente el souvent tres
imparfaite. Tout dépend dailleurs de la qualité et de la quantité des Ani-
maux que l'on peututiliser, et dans bien des Laboratoires ces exigences impli-
quent des modes de prélevements (qui ne sauraienl étre préconisés dans des
couditions géographiques meilleures.

Les techniques mises en wuvre pour oblenir & temps voulu de grandes
quantités de gametes reviennent toutes soil & prélever les gonades soit & forcer
la ponte. J'ai utilisé toutes les techniques en cours — sauf la technique élec-
trique — el j'en passerai la revue critique en relevant les seuls éléments ser-
vant a situer le probléme.
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OVARIOTOMIE ET CASTRATION

(Vest la technique la plus ancienne. Elle consiste généralement & ouvrir le
test calcaire de I'animal selon une section le long de 'ambitus ou plus ou
moins équaloriale (schéma ci-contre). Une fois la calotte orale retirée on peut
soilarracher les gonades a l'aide d'une spatule en substance
neutre soit procéder a une disseclion fine ; on porte alors
les ovaires el les testicules respectivement sur deux enton-
noirs de Biichner recouverts d'une gaze et on laisse égoul-
ter les produits génitaux. Il y a de nombreuses varianles
(Sampsox) (Jusr) (BreLig-Donry). Rorascuinp opére comme
(3ray non sans avoir, toutefois, apporté quelque perfec-
tionnement (513) ; par exemple en ce qui concerne les sper-
matozoides : « Des testicules mirs d'%. esculentus furent séchés avee du
papier-filtre el pressés a travers une fine élamine de soie », le dispositit
comporlant un entonnoir muni d’un disque perforé.

Une Ltechnique de ce type présente un cerlain nombre d’inconvénients :

10 I'égouttage étant lent on ne peut obtenir que difficilement, & un moment
donné, une grhnde quantité de sperme non dilué (nommé « dry sperm » par
les auteurs de langue anglaise) ; généralement on facilite la sortie des gamétes
par lessivage des gonades sur filtre avec un jel d’eau de mer ou d'une eau
1sotonique ;

20 les Oursins . lividus et A. lirula ne présenlant aucun caraclére
sexuel secondaire, il n'est pas possible de distinguer les miles des femelles et
en conséquence, si l'on est & court de maltériel, ce procédé n'est pas recom-
mandable, et il est d’autant plus précaire que le sexr ratio esl assez variable
d'une péche d’Oursins & une aulre comme le montre a titre indicatif le
tableau | ou on lit horizontalement le nombre d'individus de chaque sexe
récolté d'une espéce, ou des deux especes, s'il y a lieu, au cours d’'une méme

TasLean |

Paracentrotus lividus — Arbacia lizula
Localité Mois |Mode de péche| ™ ==~ T
‘ G (o ¢ ‘ e}
| I
} ‘ 21 al
Roscofl Début Fsitheés 10 15
(baie de Morlaix) | juillet anber 13 8
| 17 16
\ | | |
[—— \ ' ==
13 11 8 17
. . | a6 14 11 | 8
na"%"'i""r;“"' Fin aoﬂll Ala main ‘ 1 19 i 11 | 3
(Fontaulé) | 3 17 26 23
} | 14 7 8 12




6 BORIS RYBAK

peche, dans une sévie de peches conséeutives (verticalement). On voit que la
moyenne des prélévements tolaux donne Ho o/o de males et Ho oo de lemelles.
Mais en gamétologie chimique d’Oursins c’est la péche qui conslitue lunité
stalislique pratigue car d'une part, les Animaux placés « en réserve » dans
un aquarium Gvacuent généralement trés vile leurs gamétes qui sonl ainsi
inutilisables el, parce que, d’autre part, on se trouve habituellement obligé
de travailler avee un nombre rvelativement petit d’Animaux pour des raisons
de commodité expérimentale.

Remarque. — Une stalistique de cel ordre ne parail pleinement valable
que pour des péches i la picce qui se font exhaustivement & la main dans un
périmétre donné d'une station e grand peuplement; en eflet, au cours «('un
faubertage, surtoul dans une région appauvric en Oursins comme |'élait
Roscofl pendant les années 1946-1947-1948, il y a de nombreux facteurs
aléatoives lics it la péche elle-méme qui peavent intervenir dans le résultal
final (licu, ¢tat de la mer. présence de rochers...), autrement dit la mer, dans
une péche & laveuglette, n'est pas une urne idéale quand ses boules noires el
blanches (les sexes des Oursins) sonl raves, plus ou moins dispersées et sou-
venl inaccessibles (moars lithophagiques des 2. lividus de Bretagne). Ce
probléme statistique particuliérement compliqué ici rentre dans le cas de
I'estimation de la fréquence d’un caractéere K dans une population oit
effectif N est quelcongque (mais petit), cas évoqué dans ouvrage de
M. Lavorre (330, p. 1gg) el sur lequel Lamorre conclut que la méthode de
caleul d'un intervalle de séeurité « exive... la connaissance de N or cel ¢flec-
tif est trés généralement inconnu el on ne peat alors rien dire de préeis au
sujet d'un intervalle de sécurité. it moins de pouvoir admettre que N est
orand » ;

30 la cavité géndérale de 'Oursin renferme des substances. plus ou moins
toxiques pour les gamétes, dont Uessorage préalable des gonades n'assure pas
I'élimination. On sait surtout depuis Lituie que le contacl des ovules avec le
liquide périviscéral empéche leur [écondation (voir aussi (Just) (Frons)
(Kreunesst)); seuls Biecis et Donry ont avancé que le liquide périviscéral favo-
risait au contraire les fécondations. En attendant que cette dernicre observation
soit conlirmée on peut penser que la propriété inhibitrice du liquide périvis-
céral est lice @ la présence d'un systéme coangulant (6G17) (121) (3006) (130)
(351) (461). quoique d’nulres actions puissenl ¢lre mises ¢n cause, car, méme
si on prend la précaution de laver et d'essorer les gonades, on nest pas a
I'abri de contaminations particulicrement moléculaires. Cest ainsi que des
188> (443) Mouvnsoy et Scinracpesnaveres signalaient la présence d’urée
(0,01 0/00) el d’une leuncomaine dans le hquide cavitaire de P. lividus (cepen-
dant Moore (433) (434) a pu montrer que la présence d’'urée n'aflecte pas la
fécondation chez I'Oursin ce qui exclut cette substance de la catégorie des
inhibiteurs éventuels). Mais d’autres propriétés chimiques et physico-chimiques
seraient i considérer pour lesquelles je renvoie aux publications (26g) (110)
(25) (192). Enfin j'ai pumontrer avee T. Gusrarson (349) existence de conta-
minations moléculaires dont 'origine a pu étre déterminée dans des fragments
de lissus somatiques : une eau de mer ovulaire préparée sans précautions
spéeiales & partir d’ovules ovariens présente une aclivité catalasique indépen-
dante de l'activit¢ gamonale el d’éventuelles lyses ovulaires ; cel enzyme pro-
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vient de I'anse directe intestinale dont des fragments ont éLe arrachés au cours
des ovariotomies brutales. Je n'ai pu déterminer si celle catalase esl constitu-
tive du tissu intestinal ou si elle est d’origine alimentaire mais sa concentration

5000

)

mm3 d°0, liberé/mg(poids sec )denzyme

g

o 8 B8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 I 12
TFMPS D' INCUBATION EN MINUTES

Fig 1.

y est élevée et l'anse divecte I’Arbatia lirula constitue donc une nouvelle
source de catalase. J'ai cherché a I'extraire et i la concentrer, ma tenlative de
purilication n’a pu aboutir & la cristallisation. Jai opéré de la fagon sui-
vante :

On ouvre des A. lirula par une section le long de 'ambitus ce qui permet
de découvrir l'anse divecle, plate et plissée qui se reconnail facilement
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(pour la description du sysléme digestif chez les Oursins réguliers, consulter
(43) (120)); on lave les viscéres avec de I'eau de mer filtrée et on arrache l'anse
directe a I'aide de brucelles plates. Les fragments sont pesés frais el broyés
pendant  minuates au mortier de porcelaine avec du sahle de Fontainebleau
lavé el 1o volumes d’acélone i 30 0/0 que I'on ajoute lentement (il est avanta-
geux de travailler au froid). Le broyat est laiss¢ a diffuser pendant une heure
en flacon bouché émeri lentement agité, aprés quoi on centrifuge & H.000 tours/
minute pendant 1o minutes ; le surnageant présente habituellement des ban-
des d'absorption nettes i 645-660 mu. et 485-500 my. (lectures au photocolori-
metre absolu B.-M.). Aprésdialyse en cellophane contre de I'cau douce courante
on effectue des fractionnements ammoniques a [roid en amenant & chaque fois
les différentes fractions solubles au début dopalescence. A I'élat floculé on
trouve au microscope des formations polygonales aplaties et irrégulicres. La
figure I montre la cinétique ’une préparation en cau distillée; titration & 00 C
par la technique de Fexsres au perborate de sodium & 1,5 0/o (160) modifiée
par iodométrie selon (549) (cf. g7).

V’autres contaminations chimiques des gamétes peuvent se produire. ¢’est
ainsi que j’ai pu déceeler une base volatile dans le liquide périviscéral (cf. cha-
pitre I11). Quant a la constitution ionique de ce liquide, elle est différente de
celle de I'eau de mer (110) et cel étal de choses peut retentir sur les féconda-
tions ;

e on risque que les spermatozoides testiculaires et les ovules ovariens ne
soient pas tous dans le méme élat de maturité. Ce point a déja été envisagé
par v Mever, Jusr, DorLen (13g), Canter et il doit étre considéré quelle que
soit la période de maturité maximum des Oursins d’une région quelconque
(consulter par exemple Lo Bianco (367) (368) (36g) et Vasserr et CARLSEN
(652)). Enlin, non seulement le prélévement des gameétes par gonadectomie est
préjudiciable a 'homogéndité des lignées gamdtiques, mais encore il a ffecte
la pureté des suspensions comme il semble ressortir des travaux de Giarp
(188) (189), CavrLery et StEpLECKT (8), CavLLERY (83) (84), Russo (530) (531)
(532) (533), Srorr (586), Bierii et Donrx. travaux qui montrent la variabilité
des malicres grasses. glycogéne, ete., en fonction de la saison.

Tous ces faits impliquent qu'on ne saurail trop se mélier des gamétes pro-
venant de gonadectomies.

PONTES FORCEES
1) Technique chirurgicale.

(Vest ce que jappellerai la ponte par section (sous-entendu : du test cal-
caire de I'animal) : lorsque les Oursins sont en période de pleine maturité
(par exemple : juillet-aoiit pour A. lirula, décembre-avril pour P. lividus a
Banyuls-sur-Mer), la section lalitudinale du test améne la ponte (la section
du péristome parait remonter & Gevoes) (cf. 693). J'ai beaucoup utilisé ce
moyen qui me parait toul a fait recommandable, car dans une région riche
en Oursins comme Banyuls-sur-Mer, la question de limitation de matériel ne
se pose pas. de plus le procédé a 'avantage de procurer des gamétes sans agir



LA BIOLOGIE DES SPERMATOZOIDES D'OURSINS 1]

d’une fagon artificielle sur les gonades. Il faut prendre la précaution de laver
a I'eau douce courante les ciseaux qui servent & 'ouverture des animaux, pour
éviter des conlaminalions, parliculiérement de spermatozoides. La récupéra-
tion des gaméles se fait facilement en posant les animaux du ¢oté aboral sur
des verres de Borrel ; on peul préalablement couper les piquants etessuyer le
lest (192).

2) Technique physique.

On a déerit un procédé qui consiste i obtenir la pounte & aide de décharges
électriques d'une bobine d'induction (286) (25/4).

3) Technique chimique.

Quoique le procédé ¢lectrique paraisse élégant, il n’esl pas encore répandu.
La technique la plus couramment employée est celle qui fait usage de chlorure
de potassium. Telle qu'on la pmllque oénéralement & Woods Hole (629),
celle techulque qui a été suggérée par HeiLBrUNN, revienl & injecler une
solution molouulue de KCI dans la cavité générale par piqire dans le péris-
tome aprés lavage du test. Celle le<|nm|ue au KCI ne poss¢de aucun des
inconvénients de la gonadectomie et elle a cet avanlage sur la ponle par sec-
tion d'éviter le sacrifice des animaux. Je I'ai largement utilisée aussi. Toutefois
la question de savoir si elle permel I'obtention de suspensions de gamétes
parfailement homogénes du point de vue maturité ne peut recevoir de réponse
stire. Mais il semble que I'inconvénient essentiel de cette technique chimique
soit la fréquente contamination des pontes par du IKCl; comme j'ai pu le cons-
tater, les spermatozoides — dont nous verrons les difficultés de lavage — ne
peuvent souvent étre mis que difficilement ¢en mouvement aprés dilution dans
de I'eau de mer, comme cela doit normalement se produire. cetle paralysie
doit étre attribuée a la présence de KC1. Moyennant certaines précautions cetle
technique au KCl est & relenir, je lui préfere cependant la ponte par section.

Tous les stimuli mis en euvre pour obtenir la ponte agissent au niveau de
la musculature des gonades mise en dévidence par M. IFox (16g) : par excila-
tion de ces muscles a I'aide d'un pinceaun, FFox a pu oblenir une contraction
des gonades amenant l'évacuation des gamétes par les gonophores; les
femelles posscdent une musculature plus puissante que les males. Fox
signale aussi qu'aprés ponte, /2. lividus reforme des ovotides en ¢ jours a la
température de 17%-19°C.

Remarque. — Un des problémes les plus curieux de la hiologie sexuelle
des Oursins esl la ponte contagieuse, c’est-a-dive le rejet simultané des
gametes miles el femelles dans une méme frayére. Fox (16g), apres Fou (167)
(168) y a décelé un rythme lunaire ; il esl possible, pourrait-on remarquer,
que le rythme de ce phénoméne soit d’origine interne, & savoir, une élahora-
tion el une maturation des gaméles qui seraient cveliquement simullanées
dans une méme population. Je me suis loutefois demandé si la fertilisine
n’était pas en cause comme cela a été signalé chez Vereis par LiLLie (345) el
aussi Towxsexn (606) (783) (ui avait attribué cette action & la présence de
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glutathion dans I'eau de mer ovulaire. J'ai injecté avee une seringue de I'ean
de mer ovulaive d'.A. /rrula dans la cavité générale (. . lirula adultes et
Jai constalé que les miles, micux que les femelles, puuv;uenl, rejeter une
quantité d’ailleurs faible de leurs gamétes, alors que des injections-témoins
d’cau de mer n'ont jamais amené de pontes notables. Ce serait l'objet d'un
travail particulier que de déterminer le role d'une telle action dans les pontes
conlagieuses (role de 'anneau nerveux aboral et du systéme aquifere madré-
lmn«lue) (Consulter aussi Barrarp (19)).

— Lavage des gameétes.

Que les gamétes aient été obtenus de quelque facon que ce soit, il peut y
avoir intérét a éearter les substances qui ne sont pas liées aux seules cellules
sexuelles. Pour les ovules la chose est aisée encore u'il faille pour cela reje-
ter la centrifugation qui les endommage (ovalisation. déplacements de maté-
riaux intra-ovulaires). J'ai constamment opéré, a la suite de Warsura parti-
culicrement (674). en lavant les ovules par décanlations successives avec
des solulions isoloniques choisies dont certaines seront indiqudées au cours des
chapitres (ui suivront. Fn ce qui concerne les spermatozoides le probleme se
complique de considérations théoriques et de difficultés pratiques.

a) Considéralionsthéoriques. — Le sperme comprend des spermatozoides
et un liquide séminal doué de nombreuses propriétés comme nous I'avons vu
au cours de la partie historique (690) et, jusqu’a présent, on ne saurail tran-
cher la question de savoir ce quirevient aux spermaltozoides a ('état pur el
ce (ui revient au systéme spermatozoides-liquide séminal dans le pouvoir
fécondant d'un sperme donné. Cette question est I'objet d’un des problemes
(que j'al examinés.

by Difficultés pratiques. — Si Von se pose le probleme d’obtenir des
spermatozoides @ ('étlat pur, on se heurte au fait que les gametes mailes ne
décantent que trés lentement et trés imparfaitement de fagon spontanée ce
qui vend cet éventuel procédé inutilisable. Quant a la centrifugation elle est
ici encore une technique trop brutale, jen ai donné un exemple dans une
Note préliminuirv (Sﬁu) en montrant ||u'apr('-< centrifugation les spermalo-
zoides d"A. lixula étaient agglutinables irréversiblement par la fertilisine
cor xospon(lanlv tandis qu'une fraction aliquotle non centrifugée de cette méme
suspension spermalique donnail des agglutinats typiques — réversibles —
avee celle méme préparation de fertilisine. Roruscuinp a aussi souligné quel-
(jue temps apros ()m) la nocivité de la centrifugation pour les spermato-
zoides d’Oursins ; j'en donnerai encore un exemple au cours du chapitre 1V.

Dans ces conditions on en est réduit, pour le lavage des spermatozoides, i
chercher ailleurs que dans les procédés de décantation spontanée ou foreée
Jai pensé a la dialyse. C'est une technique que j'ai mise en ccuvre au cours
de nombreuses expériences (ui visaient non seulement a l'obtention de sper-
malozoides puriliés et en pleine vilalité mais encore, et en relation avec le
probléme de la conservation de cette vitalité — la survie a4 examiner les
élats de repos et d’inanition qui peuvenl s'ensuivre el surtoul, & poser et i
illustrer les notions nouvelles, ne serait-ce que pour la spermiologie. de
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milieur ouverts et de milieaxr renouveles (cf. chapitre V). Dans le cadre de
la dialyse comme lechnique de « lavage ». on doit constamment avoir présent
i Pesprit que la dialyse n’¢liminera pas les macromolécules et qu'en consé-
quence, du point de vue chimie de la purilication des cellules. la technique
reslera imparfaite.

I1l. — Confection des dialyseurs.
1) Préparation des sacs.

Je me suis exclusivement servi de membranes de collodion. On Lrouvera
dans 'ouvrage de M. Grapar (212) des indicalions nombreuses sur les mem-
branes de ce type. Dans la grande majorité de mes expériences, les mem-
branes sont des sacs digitiformes que je prépare de la fagon suivante :

On atilise du collodion commercial & 'éther 45 o/o (dans quelques essais
Jai préparé du collodion & partir de nitro-cellulose et d'un mélange éthanol-
¢ther sulfurique). Comme moule on se serl d'un tube en
Pyrex a fond bien rond et ne présentant ancune aspérité
interne. Ce tube doil élre soigncusement lavé (mélange sulfo-
chromique ou détergent du Lype « Teepol »), déshydraté i
I'aide d’éthanol absolu et séché dans un courant d’air. On )
dispose du collodion i I'intérieur du tube sur environ 1/5 de
la hauteur de celui-ci et en évitant toute bulle au cours dn
transvasemenl ; puis on incline le tube de plus en plus vers
son ouverture en lui mmprimant un mouvement de rotalion
régulier jusqu’a ce que I'égouttage du collodion soit total.
On retourne alors complétement le moule et on le roule alter-
nalivement entre les paumes des mains pendant quelques
dizaines de secondes. On assure alors un séchage grossictre-
ment régulier en plagant pendant un temps lixe (1 minute /
par exemple) et i I'intérieur du moule, nn tube branché sur vide
le vide d'une trompe & eau selon le schiéma ci-contre (dans ces
conditions, le courant d’air ainsi créé permel une vitesse de dessiceation
assez unilorme de lorifice au fond du moule). .

Pour décoller le sac du tube on commence par décoller le collodion de 'ori-
fice & I'ande de mouvements du pouce. Ceci fail on remplit le moule d’eau
douce en la faisant couler avec un débit faible le long de la paroi collodion-
née, puis on décolle plus avant le sac en I'écartant délicatement du tube a
l"aide de brucelles plates ; on fait couler de I'eau entre la paroi de verre et
celle de collodion ainsi séparées. Le sac doil se démouler aulomatiquement.
Ces sacs préparés i la température du laboratoire laissent passer les molécules
hydrosolubles jusqu’a un poids moléculaire d’environ 2.000 comme je Tai
vérifié avec le clupéine (P. M. : 2,021 valeur classique d’aprés WaLpscimin-
Lerrz; on ne peut cependant exclure qu’une interaction hétéropolaire protéine
basique-nitrocellulose vienne perturber le résultat).

Pour conserver ces sacs, on les place dans de I'eaun distillée Pyrex légire-
ment formolée, mais je conseille de les préparer extemporanément.
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On peut utiliser les dialyscurs tels quels en les fermant avec un bracelet
de caoutchouc ou un fil de gut, on doit alors les lester pour assurer leur
immersion tolale dans le liquide de dialyse (des fragments de baguette de
verre plein conviennent (rés bien & cel effet). Mais il peut élre préférable de
les monter sur des manchons de facon & pouvoir faire des prélévements plus
commodément & Uintérieur du sac.

2) Maonlaye des sacs.

Les manchons de différentes formes que j'ai utilisés élaient tous en verre
Pyrex. Pour fixer le sac au manchon de facon & ce qu’il n’y ait aucune fuite
a la jointure — ce que l'on vérifie en insufflant de 'air dans I'ensemble plongé
extérienrement dans de I'eau — j'ai procédé de la fagon suivante :

On place le sac encore humide sur environ o0,5-1 centimétre autour du
manchon dont le diamétre doit étre légérement inférieur a celui du sac.
A Taide d’un tampon de colon imbibé¢ d’éthanol absolu on applique le sac
contre la paroi de verre en déshydratant convenablement les parties en contacl.
Puis, & I'aide d’un autre tampon de coton, imbib¢ cette fois d'éther sulfuri-
(que, on dissout légérement le collodion appliqué au verre, ce qui a pour but
de favoriser leur contact. Enfin on fait couler du collodion sur la partie ainsi
préparée du sac, il faul pour cela faire tourner I’ensemble sac-manchon pour
assurer une répartition circulaire u niforme du collodion de collage. On fait
sécher en soufflant sur la sondure tout en continuant la rotation. Lorsque le
collodion annulaire commence i sécher, on le comprime doucement entre les
doigts jusqu’a séchage complet; pour finir on rince sous un filet d’eau douce,
on vérilie la tenue & la pression et. si on n’a pas un emploi immédiat du dialy-
seur ainsi préparé, on le plonge dans de 'eau de fagon & empécher la dessicca-
lion du sac qui aménerait une Laisse de sa porosilé.

3) Sappaorts ulilisés.

Il existe de nombreux modéles de manchons. Le plus simple consisle en un
tube de verre ferm¢ par un bouchon de licge. de caoulchouc ou de coton ; je
I’ai ulilisé, mais avantage d'une légere surpression pour limiter I’'endosmose
m’a conduil & me servir. comme supports, de peliles bouteilles dont le fond
avail é1é reliré, la pression est alors simplement oblenue en se servant du
bouchon de caoutchoue de fermeture comme piston (541). Enlin de fagon &
pouvoir étre renseigné sur les variations de pression au cours des dialyses j'ai
construil & I'Institut Wenner-Gren de Stockholm un dialyseur sous pression
controlée (342) dont je reproduis ici I'aspect (planche I).

La calibration de l'appaveil sans membrane se fail facilement en adaptant
la technique de Krebs (cf. 638) préconisée pour les manomeétres Warburg. 1l
faut pour cela enfoncer le piston de la seringue. muni de son agitateur,
jusqu’a une valeur choisie. les robinets 7, el 7, élant ouverts, puis fermer ces
robinets avant, de plonger lappareil dans I'eau du thermostat. Voici un



PLANCHE |

Fig. 1. — Vue d’ensemble de I'appareil monté.
A, manométre & double coude (ry el ns): R, robinet du manométre; B, dialyseur
photographié sans sa membrane de collodion (il s’agit d'un prototype légére-
ment différent de celui représenté sur la figure 2).

Fig. ». — A. Dialyseur.

S, corps de la seringue graduée : a, ¢lément femelle du rodage fixant le tronc au
manomeétre ; ¢, 4 oreilles pour 'accrochage de ressorts reliant le tronc au mano-
metre : dy, ds, 4 + 4 oreilles pour I'accrochage de ressorts reliant le tronc au
carler; ey, e, joint rodé¢ tronc-carler; ry, rs, robinets d’arrivée et de départ du
liquide circulant: f, collerette de fixation du sac de collodion; g, sac de collo-
dion & I'éther fixé par collage au collodion.

B. Dispositif de pression et d'agitation. — p, piston de la seringue de corps s
muni a sa base d'un crochet /- permettant 'accrochage de 'agitateur £5 ¢, agi-
lateur en battant de cloche muni d’une boucle d’acerochage 4 en fil de platine
et d'un amortisseur en caoulchouc m. '
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exemple de calibration. les colonnes manométrigques  renfermant  du
mercure :

Soit § —==2605 ((densité du mercure ~ 13,531), piston & une graduation .r: qui
ne présente pas ici d'intérét i étre précisée. Lectures aprés 1o minutes de régula-
tion thermique.

A) Avee 1 emt d'ean :

branche fermée a 30,0, brauche ouverle : 24,7
» » 15,0, » » 0,0,

B) Avec ticm? d'can (done - 10 cm?)

branche fermée & 30,0, branche ouverte : 20 7
» » 1D.0, » » 9.3

X X volume d’eau ajouté en BB x P
¢lant donne que le volume = i
pr—pm

avece :

o=l — (30 —15)
el :

o=l — (30— 15)
il vient :

20.7 — 100 = 19,2 =
fiy —1d.0 =14, =
et :
3=20,4 = h,
50 =H6,=p,
alors :
10 > 5.4 b4 lpE
54— 2" 12 70
el

D41 =05,

o

(

d’oi volume du récipient vide =35,5 % 13.531 ~ 7442 e

On pourrail de méme caleuler la constante da réeipient, je ne m'y attarde
pas. ceel n'élant quiune application particulicre de la technique générale de
IKrebs.

Parcontre le prohléme se complique lorsqu'il sagit de calibrer un récipient
A parois fines el non rigides comme I'est 'ensemble membrane-tronc-mano-
meétre. L'utilisation du mercure comme avent de remplissage n’est évidem-
meunt pas possible. Le procédé le plus simpleet le plus pratique m’a paru étre
le suivant

1) la seringue de compression ¢tant graduée en centimetres cubes divisés
en 110 (3o an sommet. o i la base) et les branches manomeétriques renfer-
mant du mercure, on mesure le volume de Pappareil sans membrane selon
la technique a I'eau comme il vient d'étre dit, la base du piston affleurant &
une graduation 7 de la seringue ;

2) on fixe le sac de collodion au trone. R étant fermdé el les colonnes mercu-
rielles & une hauteur quelconque, on améne la base u piston & une gradua-
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lion quelconque; celle opération n’a pour but que de tendre convenablement
la membrane de telle sorte qu’elle ne se déforme pas sensiblement sous 'action
d’une pression de Lordre de celle exercée par I'eau du carler (on peut remplir
la membrane d’eau) ;

3) le carter fare est vempli a ras bord avee de 'eau Iidisullée; ry et r.
Mant ouverts on ajuste le carter sur le trone sans Pattacher avee les ressorts
mais en sassurant. une fois lexces d'ean ¢limind ¢ ry et 7. fermés, qu'il n'y
a pas d'espace gazeux enlre le sac el le carter ; avee des tortillons de papier-

filtre on élimine U'eau (ui peut se tronver dans les branches externes de
ek.rs;

Ay on retive le carter et collecte au micux les gouttelettes d'eau lixées a
I'extérieur du sac, on essuie extéricurement le carler avee du papicr-filtre et
on le pese.

Le poids d’eau donne le volume (’eau contenu dans le carter; ce volume
déduit du volume total de lappareil donne le volume sac-tronc-manometre
limité & . ; pour des valeurs différentes de .- on trouve immédialement les
volumes correspondants.

Jai par ailleurs recherché des reperes quantitatifs empiriques de volume et
de pression en m’inspirant de la technique & Peau de Krebs. Voici commenl
Jai opéré :

On commence par déshydrater au micux l'intérieur du sac de collodion cn
v introduisant un tortillon de papicr-filtre fixé sur une baguelle el en esso-
ranl rapidement le sac. On fixe I'ensemble tronc-membrane dépourvu du
piston sur le manometre. IR élant ouverl et les colonnes manomdétriques élant
placées a une valeur choisie, soit 13 :

1" placer un cerlain volume d’ean dans le sac, soil 2 cm®. Fermer K. Enfon-
cer I'ensemble piston-agitateur jusqu’a ce que la hase du piston affleure une
certaine valeur de Uéchelle de la seringue, soit 25. Mellre en place le carter
rempli d’eau. robinets 7, et ry ouverts (les fermer dés que I'exces ('eau sesl
échappé). Fixer les ressorts carter-trone (lous les rodages doivent étre rendus
étanches, avec nne graisse a base de silicone par exemple). Monter "appareil
sur le thermostat réglé & la tlempérature voulue, soit o0 €. Etabliv 'équi-
libre thermique en agilant ['équipage pendant 10 minules it 100-120 coups|
minute. Ramener la colonne mercurielle de la branche manométrique fermée
& sa valeur initiale. soit 1. Soit 18,8 la graduation de la branche manomd-
(rigue ouverte laquelle s'esl fixée la colonne de mercure;

20 démonter, ¢est-ii-dire : aprés avoir placé I'ensemble manométrique sur
un portoir. retirer le carter, ouvrir R, retirer le piston muni de son agitaleur,
puis ramener & 19 les colonnes de mercure des deux branches manométri-
(ques ; fermer R, amener I'ensemble piston-agilaleur & une anlre gradualion
de Uéchelle de la serineue, soit 15. Fixer le carter rempli d'eau et opérer
comme précédemment. La colonne de la branche manométrique fermée élant
ramenée a 15 2 laide de la vis de pression. la colonne de la hranche mano-
méLrique ouverle se trouve fixée a 19.4:

30 démonter. ajouter un volume d’eau dans le sac de collodion, soit 10 cm?
(volume final : 12 ¢m?). procéder comme auparavant en plagant de nouveau
le piston a la graduation »5. Lecture de la branche ouverte : 21.4;

4° démonter, opérer comme précédemment en placant cette fois-ci la base
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du piston a la gradualion 15 de I'échelle de la seringue. Lecture de la bran-
che ouverte @ 21.6.

Le graphique (fig. 11) réunit les valeurs trouvées. On constale que le nom-

os manamétriques

175

avance des oolommes mercuriell
\
\
\
\
\
\

150 | avance du piston

I0 5

bre de eraduations manométriques dépend du volume d'eau el de la pressinn
appliquee el qu'il n'est pas prupm'lionnel. Il faul & ce sujel remarquer que le
volume de liquide n’occupe pas tout 'espace de l'ensemble sac-lronc-mano-
meétre ce qui fail que la vomprcssion porte uniquement sur le gaz. c’est-a-dire
sur le fluide compressible. d’on :

quand Vi, 7 V, s c'est comme si on comprimait le gaz d’'un récipient
plus petit. d’on, pour une pression fixe, le nombre de gl-;ulualions manomeé-
triques croil assez vite avec Vi »
quand p 7 pour Vi, fixe. la :'umpressihililé du gaz intervient et le nom-

bre de graduations manomdétriques croit moins vile.
N. B. — Au cours du fonctionnement, un appareil du méme Lype, mais
dont le sac de collodion est rempli du méme liquide que le liquide circulant,

un controle done, est monté en amont par rapport au dialyseur proprement
dat.
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IV. — Pipetages.

o régle générale. qui ne doit souftrir ancune exception, il ne faut jamais
souffler dans les pipettes lors des prélevements des gameles (vapeur (eau,
CO,. vitesse d'écoulement, modifiée).

a) Orules. — Pour prélever une suspension ovulaire quantitativement il es
nécessaire 'une prise & une autre d"homogénéiser le milien pour que les
différentes fractions aliquotes soienl statistiquement égales entre elles. De
plus il est préférable d'utiliser des pipelles rapides pour éviler des lasse-
ments cellulaires au cours de I'écoulement. co (qui aménerail une distribution
irvéguliere du nombre d’ovules obtenus surtout si on ne distribue qu’une
fraction du volume total de la pipette (par exemple 1/10 de cenlimétre cube
pour une pipelte de 1 cm?).

b) Spermatosoides. — Lorsqu’on opére avee des suspensions concentrées
il n'est pas possible de définir un ménizque. aussi doit-il étre de regle de
Jauger une suspension opaque i sou niveau supérieur par rapporl au trail
choisi de la pipelte calibrée. Mais pour des suspensions spermaltiques diludes,
I'existence d’un ménisque est nette et on doit alors jauger les suspensions
translucides comme des suspensions lransparentes, ¢’est-a-dire an point tan-
went : has du ménisque — trait de la pipette. Cette différence dans la maniére
de déterminer le volume de suspensions spermaltiques de turbidités différentes
est une cause d’erreur systémalique particulicrement sensible lorsque la
pipelte est de grande section. Pour les spermatozoides 1l faul utiliser des
pipetles ¢troites el a écoulement lent de facon & assurer un drainage eflicace
au moment de I'écoulement.

Pour la répartition de (rés petites quantités de spermatozoides vivants, je
ne peux conseiller l'emploi de micro-serincues type « Aglan, car lorsque les
spermalozoides d'Oursins sont privés d’oxygine pendant quelque temps, ils
cessent de se mouvoir el, entre le déhut el la fin d'une disteibution de cet
ordre, les spermatozoides risquent de ne pas ¢re dans un méme ¢lat physio-
logique. Jai par contre cu de bons résultats en utilisant des pipettes capillaires
que je conleclionnais avanlageusemenl dans des hranches de manometres e
Warburg détériorées en effilant leur partie inféricure. La calibration de ces
pipeties se fail par pesée d’cau distilléc.

V. — Respirométrie.

La vespiration des spermatozoides 'Oursins a1 ¢lé mesurce & ['aide de
Fappareil de Warburg par la mdéthode directe avee des récipients adéquals
dont le volume oscillait autour de 15 em®. Les manomatres élajent calibrés
par la méthode & l'eau de Kreps (cf. 638). Le coefficient de solubilité de
Foxygeéne dans 1 cm?® d'eau de mer sous pression de 1 atmosphére a éLé choisi
égal & 0,027 pour 300 C. Le remplissage du liquide de Brodie se faisait. une
fois les caoutchoues de pression en place. i l'aide d'une seringue munie d'une

B. Rybak. 2
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aiguille fine qui était piquée dans le tuyau de caoutchouc. La routine des
mesures consistait a placer 2/10 cm® NaOH a 3o o/o dans le récipient central
ou on ajoutait une méche d’absorption constituée par un tortillon de papier-
filtre dont la taille était identique dans tous les récipients d’'une méme série
d’expériences. Les lectures étaient généralement faites toutes les 5 minutes
mais, dans la plupart des graphiques figurés ici, je n’ai représenté que les
points singuliers : dilution et fin de 'essai; les fléches verticales des graphi-
ques indiquent le moment du renversement du contenu des diverticules. La
vitesse d'agitation était de 100 coups/minute avec un déplacement alternatif
de /4 centimeétres au sommet des manomeétres, ceci conformément aux indica-
tions de Roruscuip (5o1) (5o2) pour les spermatozoides d’Oursins : ¢’est un
oplimum qui tient compte de deux exigences contraires, a savoir la vitesse
d’oxygénation de la suspension et la fragilité mécanique des spermalozoides.

VI. — Azote total.

J'ai utilisé le micro-dosage selon KieLpann avec l'appareil de Parnas-
Wagner. Le catalyseur de minéralisation était un mélange pulvérulent
ex tempore de CuSO; et de KCI en parties égales. L'indicateur était le réac-
tif de Tashiro préparé d’aprés les indications de Cuarvror (489) (490).

VIl. — Phosphore organique et inorganique.

J'ai suivi la technique de Macne@ur-DeLsar (cf. 378).

VIII. — Photomeétres utilisés.

Spectrophotométre Beckmann (B.); photocolorimétre absolu de Bonet-
Maury (B.-M.) ; photometre Klett (KK.) ; photométre Spekker (S.). Je me suis
servi de cuves a faces paralleles de 1 centimétie d’épaisseur sauf avec le
photométre Spekker et celui de Klett qui fonctionnent avec des Lubes calibrés
différents.

IX. — Observation des agglutinats spermatiques.

1) Macroscopiquement. — On place dans un verre de montre ou mieux,
dans un couvercle 4 fond plat de verre Borrel, 1-2 cm?® de la solution a tester
et on ajoute soit une goutte de sperme non dilué (« dry sperm ») soit 1 cm?® de
sperme dilué. On agite immédiatement le tout en s’appuyant sur la table et
en faisant effectuer des mouvements circulaires courts au récipient.

L’homogénéisation ainsi obtenue rapidement (quelques secondes) précéde
généralement de peu la formation d’agglutinats avec la fertilisine. On chro-
nométre la durée des agglutinats &4 partir de I'instant correspondant au stade
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« homogene » ; je discuterai au chapitre 111 la maniére d’estimer la durée des
agglutinats :

2) Microscopiquement. — On peut uliliser la technique des trois goultes
qui trouve sans doute son origine dans les travanx de Jexzives (293); elle
consisle & placer. au centre d'une lame porte-objet, une goutte de sperme
dilué ou non; d'un coté de cette goutte on dispose séparément une goulle
d’eau de mer (témoin) et de I'autre, une goutte de la solution i tester. On
recouvre d'une lamelle de facon a oblenir deux frontiéres grossiérement rec-
tilignes eau de mer-sperme cl sperme-solution donnée. On peut observer &
I'immersion. Mais on peut opérer plus facilement en placant une goutte de
sperme directement dans une goutte de solution & éprouver et on recouvre
d’une lamelle. Je discuterai (chap. 111) la validité de ces techniques microsco-
piques.

N. — Des critéres servant a déterminer la concentration
d’'une suspension spermatique.

Pour des suspensions de cellules non proliférantes. comme c'est le cas pour
les spermatozoides. la délinition de la concentration constitue la base des
études portant sur les variables biologiques ; son intérél réside particuliére-
ment en ce que la concentration représente une valeur fixe et il n'est pas
besoin ('insister sur ce que la recherche de grandeurs stables caraclérisant
des sysléemes vivanls constitue la préoccupalion essentielle de toute métrique
biologique. J'ai examiné expérimentalement cetle question ici pour les gran-
deurs de référence : poids sec, densité optique et azote lotal avec le sperme
A lirula (planche 1), mais ces résultats sont applicables au sperme de
P. livedus comme J'ai pu m’en assurer.

1) Doids sec.

De nombreux auteurs s’en sonl remis & cetle mesure pour cvaluer la
concenlration spermatique, cependant Rornsciin lui-méme a, sans insister,
mis en doule sa valeur (500) mais pour d'autres raisons que celles que je
considérerai ; hien que RoruscuiLn se soil servi de cette technique a diverses
reprises pour des problemes importants (5o1) il a éerit: « La mesure du poids
sec (lu sperme est nettement inférieurc aux mesures absorptiomélriques comme
méthode destimation du nombre de spermatozoides dans un échantillon. Au
regard du temps exigé pour faire de lelles mesures et de la difficulté de dis-
criminer 'influence des spermatozoides et du plasma séminal. avee leurs
différentes densités, dans le poids sec, cette méthode de compter les sperma-
tozoides ne peul ¢lre recommanddée » (5oo). Sans sous-estimer ces ohservations,
je pense que les difficultés sont dun ordre heaucoup plus chimique et qu’elles
proviennent de la nature méme du milieu marin puisque, du seul point de
vue de la détermination gravimétrique de la leneur en sels de 'eau de mer,
il est bien connu que le probléme est délicat. En dehors de la carbonatation
des bicarbonales au cours de la dessiccalion on doit lenir comple d'aulres per-
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turbations qui exagérent le poids de sels; ces fails onl élé reconnus depuis
longtemps par les Océanographes et la question étantimporlante en spermio-
logie d’Oursins je crois utile de rappeler ce qu'en dit J. Tuovrer (6or),
p- 222 « Procédé direct par détermination du total des sels conservés dans un
poids connu d’ean de mer... On commence par introduire de 30 & fo grammes
d’ean dans un creuset de porcelaine ¢épais préalablement taré et muni d’un
couvercle fermant bien, on évapore au bain-marie. Si alors on se bornait &
chauffer entre 150 et 180 comme l'ont conseillé divers chimistes, on ne
déshydraterait pas le sulfate de magndésie qui ne se sépare de ses dernieres
molécules 'eau qu'au-dessus de 2000, et d’autre part on sail que ce sel sc
décompose partiellement déja i une température tres inférieure a 200°. 11 est
donc nécessaire, lorsque 'ean est convenablement évaporce et les sels hien
desséchés, de chauller fortement le creuset fermé, pendant 5 minutes sur un
brilear de Bunsen. On laisse refroidir et on pése. La proportion de magnésie
misc en liberté par la décomposition du chlorure de magnésium se détermine
alors par le procédé alcalimétrique connu... Il (TorNoE) trouve (ue, pour celte
correction il suffit d’ajouter au poids du sel calciné 1,375 fois le poids de la
magnésie lihre. délerminé par titration. En procédant ainsi, M. TornNoE a
trouvé que méme aprés une calcination prolongée bien au dela qu’il est néces-
saire pour obtenir un sel parfaitement exempt d’eau, aucune erreur sérieuse
ne peul provenir de la volatilisation du chlorure de magnésium ou de la
décomposition du sulfate de magnésic. Néanmoins M. Dirrvar pense que la
méthode exagére quelque peu la quantité totale de sel. »

(Cest le caraclére laboricux de cette technique qui a fait rechercher une
méthode de remplacement dont I'élégant dosage de la salinité par la chlorinité
parait étre I'expression. Il est clair que la calcination ne peul élre envisagée
dans la mesure ot on doil connailre une leneur en maliére organique ther-
molabhile. La gravimétrie directe des spermalozoides d’Oursins en eau de mer
parait done étre une mesure illusoire.

Toutefois si on ne dispose pas d’un matériel permetlant d’opérer autrement
que par volumétrie et gravimélrie. on peul, semble-l-il. non pas mesurer,
mais ¢valuer lordre de grandeur de Ia concentralion spermalique en opérant
de la facon que je vais indiquer :

1) centrifuger & fond une fraction aliquote de L suspension spermalique el
doser sur le surnageant la chlorvinité & partir de laquelle on convait la salinié
a l'aide des tables de Kxupsex (316);

2) prélever un volume connu du surnazeant de centrifugation, le placer
dans un récipient taré et porter dans une étuve it 1000 C pendant « heure, apres
quoi laisser refroidir dans un dessiccateur a acide sulfurique branché sur le
vide d'une (rompe a cau; peser ;

3) placer dans un récipient taré un volume connu ("une [raction non cen-
trifugée de la suspension spermatique, porter & I'éluve & 100° G et opérer
comme en 2) a partir de ce lemps.

N. B. — L’hygroscopicité des sels pose un probléme en ce qui concerne le
« poids constant »; j'ai choisi de prendre la valeur moyenne entre le poids
« immédiat » et le poids « stabilisé ».
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Planche 11

Daus ces condilions :

a) en défalquant la valeur trouvée en 1) de celle trouvée en 2) on a l'erreur
par excés inhérents a la gravimétrie ;

b) en délalquant la valear trouvée en 1) de celle Lrouvée en 3) ona le poids
sec du sperme ;

¢)en combinanl «) et b) on a la valeur du poids sec spermatique avec
I'erreur de gravimétrie.

La planche 11 montre dans une des trois ficures la courbe (que l'on peul
ainsi obtenir (la droite est déduite d'une salinité normale de 38 o/oo, les chif-
fres entre parenthéses indiquent 'erveur minimum d'une série de 3 détermi-
nations). Comme on le voit la proportionnalité parail satisfaisante mais
Jinsiste sur ce que ce procédé n'est qu'un pis-aller et on doit se garder d’ac-
corder i ces valeurs une signification absolue qu’elles n’ont cerlainement pas.
De plus, pour des suspensions spermatiques diludes. la gravimélrie est
totalement inapplicable car les pesées deviennent trop aléaloires.

2) Densilé optique.

La détermination de la concentralion cellulaire par évaluation de l'opacité
d’une suspension est un procédé rapide et salisfaisant, trés utilisc particulie-
remenl en bactériologie. Son application aux suspensions spermaliques ne
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présente aucune difficulté, elle semble avoir été faite pour la premiére fois par
Bursaxk (66). On doit cependant faire les remarques suivantes :

1) teniv comple éventuellement de la teinte plus ou moins jaunitre ou rosée
(que peuvent présenler les suspensions spermaliques;

2) pour les plus fortes concentrations on ne peut effectuer de lectures
directes avec les pholocolorimeétres courants; les dilutions exigées impliquent
(ue les résultats seront des extrapolations.

N, B.— Au cours de mon travail un symbole du type A Lousigmifiera :
densité optique d'une suspension spermatique diluée au 1/50 par de l'eau de
mer liltrée pour effectuer la mesure. détermination sur la longueur d’onde de
oo my. (cette convention d'éeriture est évidemment valable pour d’autres dilu-
tions et d'autres longueurs d'onde).

3 Aczole lotal.

Le micro-dosage Kjeldahl par sa précision est une technique tout i fait
recommandable pour délerminer une valeur de véférence de la concentration
spermatique. Elle est seulement plus longue que la mesure de la densité
oplique mais son emploi n’est pas limité pour des fortes concentrations sper-
matiques car elle permet des mesures direcles sur n’importe quelle suspen-
sion.

En conclusion. — La gravimélrie ne peul étre relenue. Pour définir la
concentration d’une suspension spermalique, jai ulilisé au cours de mes
recherches soit la teneur en azote total soit la densité optique (En coordonnées
semi-logarithmiques, en portant log,, des opacités ou des tencurs en azote, on
obtient une droite (cf. aussi (500)).

Par concentration spermatique, j'entends la concentration globale du
sperme. c’est-d-dire I'ensemble de ce (ui est propre aux cellules spermatiques
elde ce qui est propre au liquide séminal. Je n’ai pas envisagé ici le complage
des spermatozoides a I'aide d'un hématimétre qui est un procédé précis mais
trés long el en conséquence moins pratique que les deux procédés dont jai fait
usage.

Les 3 courbes de la planche I ont été oblenues i partiv de la méme suspen-
sion de spermatozoides I'A. lirula.



CHAPITRE 11

DE L’EXTRACTION ET DE CERTAINS CARACTERES CHIMIQUES
DE LA FERTILISINE

11y a de vieilles cathédrales qui, en dehors de lenr
deslination sacrée, inspirent des sentiments de
solennité et de crainte respectucuse. Le visiteur
curienx lui-méme parle de choses sérieuses, a voix
basse, et comme chaque chucholement se réper-
cute sous la nef voiltée, I'écho semble apporter un
message e mystere. Le labenr de générations
d'architectes et d’artisans a é1é oublié, I'échafau-
dage élevé pour leurs travaux a depuis longtemps
¢Lé retiré, leurs erreurs ont été cffacées, ou sont
cachées par la poussiére des siteles. Voyant seule-
ment la perfeclion du tout, nous sommes impres-
stonnés comme par (uelque entreprise surhumaine.
Mais quelquefois nous entrons dans un tel édifice
qui est encore en cours de construction ; alors le
bruit des marteaux, la fumée de t1abac, les gestes
communs liant travailleur a travailleur, nous
empéchent de comprendre que ces structures somp-
tueuses ne sont la que pour donner, i I'effort

humain ordinaire, une direction et un bult.

Lewss el RaxpaLL,

T'hermodynamique.

Lorsque Jai abordé le probléme des gamones, en 1946, la fertilisine n’avait
pas encore élé isolée sous une forme délinie, les travaux les plus avancés,
ceux de Kunx el ses collaborateurs (328) (329) indiquaient non pas une
extraclion mais une concentration, par voie ammonique, de la fertilisine
d"A. lizula. De plus, i celte époque. les conceptions de Tyier, inspirées de
celles de F. R. Lirig, retenaient lattention car elles établissaient une rela-
tion suggeslive entre le pouvoir agglutinant des gamones, surtout la fertili-
sine, et le pouvoir agglutinant des anticorps des Mammiféres. (était renou-
veler le concepl de [écondation-immunité (voir 373 par exemple), suivant
lequel. non seulement I'cuf d’Oursin devient immun pour les autres sperma-
tozoides aprés la pénétration spermatique qui a assuré la fécondation, mais
encore, avant méme la fécondation, les relations d'ovules & spermatozoides
sont de type antigéne-anticorps, coneeplion qui pouvail laisser entendre que
les gamones agglutinantes étaient de nature globulinique.

Partant de considérations assez différentes (sur I'antigéne somatique des
bactéries Gram négatif (41)), jai pu extrairc en 1947 la fertilisine de aracen-
(rotus lividus en me servant d’acide trichloracétique N/». Ce n’est qu’a la
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suile de ce travail que TyrLer, sans d'ailleurs faire étal de ma publication, a
brusquement signalé au cours d’une mise au point (627). comme conslituant
un de ses résultats inédits. lextraction de la fertilisine d'Oursins américains
par lacide acétique! Il me semble qu'il n’est plus question aujourd’hui de
rapprocher les gynogaimones des anticorps globuliniques des Mammiféres,
car la conséquence immdédiate de 'extraction trichloracétique était d’exclure
L participation de toute fraction globulinique & Pactivité de la fertilisine, el
il ne sera plus fait ici d’allusion a ce point historique. Au cours de ce chapitre
Jindiquerai les différentes techniques que jai mises au point pour isoler la
fertilisine et 'y ajouterai des données inédites sur les propriétés chimiques
de cetle entitd,

I. — Techniques d’extraction.

Ces techniques onl déja fait I'ohjet de plusieurs communications (e ma
part (534) (538) (540). J'en rappelle ici les principaux temps, le matériel étant
P. lividus et A lirulact toutes les opérations se faisant i la lempérature du
lihoratoire :

a) A partir des ovules. — Les ovules étant obtenus par pontes forcées (par
KCI ou par section), ils sont lavés par décantation soit dans de I'eau e mer
filtrée soit dans une solution isotonique de NaCl. lls sont finalement centri-
fugés & §.000-5.000 tours minute pendant 10 minutes dans des pots de centri-
fugation tarés. Le poids frais du culot ovulaire esl placé en présence de
1o parties de CCLCO,H N/2. L'adjonction d'acide se fait par petiles portions
en agilant constamment. Le contact ovules-acide est poursnivi pendant
1 heure en le favorisant par de fréquentes agitations. Aprés ce lemps on
chasse les cadavres ovulaives par centrifugation ou filtration sur papier, le
liquide résultant est mis a dialyser pendaunt 3 heures contre de I'eau douce
courante puis contre le liquide choisi pour effectuer les essais (eau distillée,
eau de mer. ete.).

Avee P. lividus Uextrait est opalescent blane; avee . lirula il est rouge
(présence d’échinochrome). La figure Il représente les valeurs d'absorption
(1/transmission) de différentes préparations de fertilisine d'A. lnrula; ces
courbes ont été obtenues avec le spectrophotométre Beckmann. La courbe |
représente de la fertilisine colorée par I'échinochrome (produit d’extraction
centrifugé) ; la courbe [l représente de la fertilisine d’extraction trichloracéti-
que apres dialyse contre de I'eau douce (pH 7,2) et la courbe IT1, aprés dialyse
contre de 'eau de mer (pll 8).

Pour éliminer I'échinochrome, jeffectue une série de dialyses contre de
I'eau donce courante en ajoutant & I'intérieur du dialyseur toutes les 3 heures,
2-3 em?® d'acide trichloracétique N/2. Lorsque la préparation est décolorée elle
ressemble & une préparvation de fertilisine de P. lividus par son opalescence
blanche. La teneur en azote total de la fertilisine de P. lividus est de 4,7 o/o,
celle &' A livula de 4,81 o'o.

b) A partir des eaux ovulaires. — On peut soupgonner que lacide
trichloracétique en agissant sur les ovules, extrait non seulement la fertilisine

Y

mais encore d'autres produils acido-solubles. les plus & craindre étant des
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polyosides ou des polypeptides non dialysables. (est pourquoi jai cherché i
obtenir des préparations en partant d'eaux dans lesquelles des ovules avaient
séjourné. J'ai procédé ainsi :

Les ovules sont laves par décantation & aide d’cau de mer (iltrée ou d’une
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solution isotonique de sels mounovalents. La dernicre eau de lavage est laissée
en contacl avec les ovules soumis i nne légére agitation manuelle. On filtre sur
papier ou on centrifuge. Le liquide privé d'ovales et provenant de 2. lividus ou
&'\ lizeula est inco’ore ou dans certains cas légérement rosé avec A. lizula.
On vérifie 'activité gamonale en ajoutant, s'il yalicu (solutions salines mono-
valentes), une petite quantité de Catt i la prise d’essai; si I'épreuve est
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posilive on ajoute une partie de CCL,COsH N/1 & ce liquide. On laisse en
contact pendant 1 heure aprés quoi on centrifuge ou liltre sur papier et
porte & dialyser contre de Peau douce courante pendant 3 heures puis contre
un liquide choisi (habituellement eau bidistillée ou ean de mer). Les pro-
priétés hiologiques el la leneur en azole total de ces préparalions sont les
mémes (ue celles des préparations obtenues par extraction directe des ovules.

Il. — Essais de purification et caractéres chimiques.

L'acide trichloracétique fait perdre une partie de sa solubilité & la fertili-
sine, phénoméne se traduisant par apparition d’une opalescence dans les
solutions limpides; & la (empérature du laboratoire un contact prolongé
(> 6 heures) de la fertilisine avec CCLCO.H N/2 la dénature. Aprés dialyse
contre de 'eau bidistillée la fertilisine ’extraction trichloracélique précipile
quantitativement avec (NI1;,)2S0; & saturation. Le Hoculal blance obtenu se
redissout dans I'eau bidistillée on I'ean de mer ou il est biologiquement actif
du point de vue agglutinant toul au moins. La précipitation par 4-5 volumes
d’éthanol absolu ou d’acélone dénatlure au contraire la fertilisine et d’autant
plus rapidement que la température est plus élevée. Tous mes efforts pour
cristalliser la fertilisine ont échoué et particulierement ccux qui ont porté sur
des eaux ovulaires fractionnées an sulfate d'ammonium sans traitement (ri-
chloracétique préalable.

La fertilisine étant une entité biologique. il est clair que toule tentative de
purilication est contingentée par la conservation des propriélés spéciliques.
Or du point de vue chimique, malgré les grands progrés qui ont éé fails
dans la connaissance de la fertilisine, on ne peut encore se fonder sur ces
connaissances pour trancher de la pureté. Ainsi en ce qui concerne certains
criteres physico-chimiques, TyrLer (630). qui a été le senl & faire une étude
électrophorétique sur des préparations de fertilisine purifiée, a trouvé
quaprés extraction acétique le produit est homogéne. On peut donc suppo-
ser que la fraction glycoproléique est unique, ce qui est un point important,
mais 'électrophorése ne renseigne pas sur la présence d’une ou de plusieurs
micro-molécules accolées au glycoproléide, micro-molécules qui peavent
rendre compte de la propriété dynamogeéne de la fertilisine. 1l reste donc
que la fertilisine ne peul encore se délinir que par son action biologique.
(’est en partie I'objet de mon présent travail de trouver des unités per-
meltant e situer biochimiquement cette entité biologique qu’est la fertili-
sine. Ge que l'on peut dire sur la pureté c'est que la préparation la plus
pure sera celle qui aura conservé toutes ses propriéles biologiques et pour
laquelle toul nouvel essai de purification serait deénaturani/. (Cest en
somme une délinition de la pureté par défaul qui peul élre guidée par
exemple par la teneur en azole total (ainsi pour . lividus, de 'eau de mer
ovulaire renfermait 10,27 o/o d’azote Kjeldahl, la fertilisine correspondante
4.8 ofo). Malheureusement méme en se limitant & cette délinition de la purelé,
nous nous heurtons & notre ignorance de mesurer objectivement l'activité
flagellaire spermalicque. De plus si l'on considére que lactivité typique de la
fertilisine ne peul s'exercer que lorsque les conditions de milieu sont favora-
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bles aur spermatozoides, on congoil que I'état des spermatozoides autant
que I'état du milieu conditionnent toute définition biochimique de la fertili-
sine. C'est dire que ce n'est que lorsqu'on aura défini les conditions d’action
de la fertilisine qu’on pourrait ¢tre & méme de la définir dans sa « purelé ».
En attendant d’examiner ces conditions d’action, je voudrais apporter ici
quelques indications sur la chimie de mes préparations de fertilisine de
P. lividus et I’ A. li.rula. indicalions qui sont 'expression de tentatives d’aller
au dela de la pareté vésultant de I'extraction trichloracétique.

A) Thermostabilite.

a) La fertilisine de P. lividus résiste & Ho minutes d’ébullition en milicu
salin et légerement alcalin (eau de mer) ou eau bidistillée. Celle d’.\. lizula
parait plus thermolabile mais elle résiste encore bien & 30 minutes d’ébulli-
tion en eau de mer ou en eau bidistillée.

On peut illustrer ce qui vient d’étre ditsur les conditions d’action de la fer-
tilisine en relation avec sa nature chimique en considérant la thermostabilité :

10 une ébullition prolongée de la fertilisine en eau de mer améne une
concentration des sels & laquelle les spermatozoides d’Oursins sont trés sensi-
bles et il faut évidemment prendre garde de ramener la solution bouillie &
son volume initial avee de U'eau p/'uvv‘e de sels;

20 I"ébullition chasse les gaz. dont 'oxygene. et les spermaltozoides d’Oursins
ne sont pas mobiles dans les conditions courantes en absence d’oxygéne.

Il faudrait donc se garder de conclure & I'inactivation thermique d’une
substance comme la fertilisine sans s'étre assuré auparavant ¢ue les condi-
Lions normales d’action sont conservées ; celle remarque esl peut-étre valable
pour l'expérience de Tyler portant sur 'obtention de fertilisine « univalente »
par chauffage.

b) Une hydrolyse de 1 heure par HC1 6 N clive la fertilisine en une fraction
insoluble et en une fraction surnageante riche en sucres. Ces deux fractions
sont biologiquement inactives.

¢) Par hydrolyse acide plus poussée (70 heures dans I1Cl N/1) on sépare
des acides aminés. Des chromatogrammes i deux dimensions ont été réalisés
en utilisant dans une direction le butanol normal acélique el dans l'autre le
phénol ; ces chromatogrammes ont été faits & partir de préparations de ferli-
lisine de 7. lividus que j'ai obtenues selon la variante suivante :

Des ovules ohlenus par ponte KCI sont lavés par décantation avee une solu-
tion de NaCl isotonique ; aprés 4 lavages. la derniére cau esl conservée
15 minules en contacl avec les ovules que I'on élimine alors par centrifuga-
tion. On porte & ébullition pendant 15 minutes le surnageant de centrifuga-
tion, on laisse refroidir jusqu'a la température de la piéce el on filtre sur
papier. Le filtrat est précipité par 5 volumes d’éthanol a 930 (durée de la
précipitation : 3o minutes & 4°(), on centrifuge, reprend le précipité par
CClLCOH N3 pendant 2 heures & la température du laboratoire. Puis on
dialyse pendanl 16 heures contre de l'eau douce courante puis pendanl
5 heures a 5° G contre de I'eau distillée Pyrex. On vérilie que cetle solution est
trés active du point de vue gamonal aprés en avoir amené une fraction 4 un
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pH et une salinité convenables. Cetle fertilisine en eau distillée est précipitée
par 5 volumes d’éthanol i gde et & 4o (i, puis séchée i I'éther aprés centrifu-
gation. 2 milligrammes de matériel sec livrent par hydrolyse chlorhydrique
poussée environ 200 ng. d'azote x-aminé. Les acides aminés suivants ont pu
tlre décelés :

acide aspartique, thréonine,

acide glutamique, lyrosine,

sérine, alanine,

cysline, méthionine et/on valine,
{ lysine, proline,
{ histidine, § leucine,

glycocolle, ( isoleucine,

arginine, phénylalanine.

(Dans les chromatographies de fertilisine de S. purpuratus publiées par
Tyeer (630), on peut relever la présence de acide a-amino-adipique et du
lryptophane).

B) Photostabilité.

Jai vérili¢ la photo-dénaturation de la fertilisine (perte du pouvoir agglu-
linant) en travaillant avec celle d’.1. /irala. Voici les conditions d’une expé-
rience type :

Lampe Gallois 660 walts, type KLW, 110 volls ;

Distance lame-surface liquide & irradier = 31 centimétres;

Eau de mer ovulaire préparée par lavages par décantation d’ovules obtenus
par voie chimique (solution incolore, limpide, biologiquement active). Placée
en boites de Pétri (Pyrex) de g1 millimeétres de diamétre ; épaisseur de la
couche liquide : 12 millimeélres = 25° € an lemps zéro ;

Ventilation latérale pour refroidissement (ventilateur placé a 35 centimélres
du bord des boites de Pétri) ;

Durée d’irradiation : 2 heures (0 linale — 320(}).
) La natare de l'agent activateur du mouvement! [flagellaire.

On sait qu’il n'y a rien de concluant a ce sujet. Que la substance soit dis-
tincte de la glycoprotéine agglutinante n'a pas méme été suffisamment
démontré. J'ai examiné expérimentalement la question de la substance vola-
tile et celle de I'échinochrome. Disons tout de suite que ni la fertilisine de
P. lividus ni celle d’A. lirula ne renferment de phosphore et il ne semble
pas que des substances phosphorylées ¢nergétiquement riches puissent en
conséquence étre mises en cause.

1. Substance volatile. — Crowes el Bacuman (102) ont pensé qu’il pou-
vait sagir d'un alcool supérieur mais il subsiste un doute sur le mode de pré-
paration de I'eau de mer : oblentlion a partiv d’ovules ovariens ? Contamina-
tion par une substance de la cavité générale? Sur ce dernier point je
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rappellerai que dans mes premicres préparations de [lertilisine de /. lividus
Jai pu déceler une base volatile (538) ce qui parail en bon accord avee Kunx
et WaLLENFELS (32() sur 'existence d'une substance hasique dans les hydro-
lysats de leurs préparations de gynogamones d'A. lirula. Mais :

19 dans des préparations de lerlilisine de 2. lividus ou d\. lizula oble-
nues a partiv d’ovules pondus sous Uinflucnce de KCI, je n'ai pu déceler de
hase volatile. par contre ;

29 la distillation du liquide de la cavité générale de . lividus particulic-
rement livre souvent une substance basique (la présence de celle substance
expliquerail peul-étre les résultats de Bisnic et Donrx (350 sur les rapports
liquide cavitaive-fécoudations) ;

3¢ mes préparations les plus puritices de fertilisine de P. lividus et
d*A. livala sont ninhydrine-négatives, or Nevsere (Brochem. Zlschr..
1913, 56, Hoo) el Hanming et McLeax (/. Biol. Chem.. 1916, 25, 387) ont
monlré que les amines donnaient une réaction positive, quoique faible, avec ce
réactif.

Par contie je peux contivmer avec . lividus et A. lirula. ancienne
observation de Scuiicking (561) de Uexistence d'une substance aromatique
acide dans les distillats d’eaux de mer ovulaires (Ex.: 2 0.4 em®* NaOH N 100
avec 10 em® d'eau de mer ovulaive d".1. /i.rula renfermant environ 13,2 yN@
total /em?).

kin conclusion, existence d'un composé volatil dynamogéne parail assurcée
dans I'eau de mer ovulaire. Sa présence est encore incertaine dans la fertili-
sation puriliée.

2. Eelunochrome. — En reprenant sur le méme matériel les travaux de
Harrvany, Konn et al. fai montré (704) qu'on pouvait éliminer I'échino-
chrome A dela fraction glycoprotéique sans affecter les propriétés biologiques
de la fectilisine d".1. /rcula extraile par voie trichloracétique a partir des
ovules. A la snite de mon travail. BreLic el Donry travaillant sur le méme
malériel ont conlirmé que I'échinoclhirome ¢ait sans action. Je ferai valoir
dans le chapitre 1V une expérience caractéristique renforcanl encore celte
conclusion mais il convient d’examiner ici les arguments qui ont ¢lé avancés
par différents auteurs (voir contribution historique) pour expliquer Uerrenr
de TTARTMANN :

10 L'échinochrome forme effectivement un complexe insoluble avee Cat
dans I'ean de mer le colorant est done insoluble quoiqu’il 0’y ait pas de sub-
slance totalement insoluble et notamment a4 des concentrations de 'ordre de
1/2.500.000.000 (HarTMANN);

a) d'une part. la quantité de Cat* complexée esl faible el en conséquence,
la motilité des spermaltozoides ne doit pas étre trop réduite par cette défi-
cience calcique;

b) d'autre part. l'augmentation du pH considérée par Consmax (113) ne
parait pas pouvoir élre raisonnablement prise en considéralion.

29 La fertilisine provenant d'ovules d’A. lizula par extraction trichloracé-
tique renferme une importante quantité d’échinochrome (cf. fig. 1) sans
qu'il y ait precipitation en présence d'eau de mer et tous les auteurs qui
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ont travaillé avee des Arbacia ont pu conslater que l'eau de mer ovulaire est
souvent el plus au moins normalement. teintée en rouge sans (ue le colorant
précipite, si bien (ue. conlrairement & ce que pensait Grasen (198), ce n’est
pas I'échinochrome qui stabilise la fertilisine mais la fertilisine ui slabilise
I'échinochrome. 11 faut done admettre que I'échinochrome est combiné a la
glycoprotéine par ses fonctions qui sont susceptibles de se combiner a Ca**.

Ion conclusion il me semble que U'erreur de ITarraass doit étre imputée
surtout aux techniques déficientes d’estimation de la motilité spermalique,
techniques qui pesent sur I'ensemble du probleme des gamones.



CHAPITRE 111

L'AGGLUTINATION SPERMATIQUE

Il faul presque constamment aver-
lir que lorsque nous accordons
un si grand role anx Formes, on
doit sc garder de détourner ce
que nous disons en 'appliquant
aux Formes, auxquelles se sont
accoulumeées jusqu'a présent les
pensces des hommes

Bacox,
Novum organum.

I. — Remarques sur la structure
des spermatozoides d’Qursins.

J'examinerai principalement la structure du spermatozoide non pas en lanl
que forme stalistiquement normale et décrite dans cet aspect mais :
@) comme systéme vivant, modifiable, et /) en tant qu'élément d’une popula-
lion. ¢’est-i-dire d'un groupe hétérogeéne d'individus.

(’est ainsi que dans une méme préparalion spermalique on peut avoir des
spermatozoides dans un état de maturité plus ou moins avancé. Or Pora
na-t-il pas pris pour des « équilibrateurs » flagellaires des reliqualts cytoplas-
miques de spermatides? L'examen de nombreuses préparations spermatiques
&’A. lreula a différentes périodes de 'année me permet de le penser.

Par ailleurs le flagelle parait appendu a la base de la téte, ce qui est en
accord avec les observations de Picrer. En effel avec des spermalozoides
d"A . licula oblenus par ponte chimique et dilués dans de 'eau
de mer, j'ai pu voir nettement. aprés 20 heures de vieillissement
entre lame et lamelle & 180 (), que les spermatozoides sont gonflés
et montrent I'altache sous-nucléaive du flagelle avec le centriole
postérieur (proximal?) comme l'indique le schéma ci-contre. Le
toul apparail avec un beau relief. sans coloration. Tous les sper-
matozoides ne sont pas dans le méme élal; il v a des zones &
spermatozoides seulement gonflés (téles arrondies et boules sur le
flagelle). d’autres. & spermatozoides éclatés (Hlagelles libres),
d'autres enfin renferment des spermatozoides intacts si bien que
des expériences de ce type faites avec de la fertilisine en eau de
mer a la place d’eau de mer ovulaire ne sont pas concluantes, il
semble toutefois que le pourcentage des spermatozoides intacts soil alors
plus élevé. Quaut aux spermatozoides provenant de sperme non dilué dans de
I'eau de mer ( « dry sperm »), ils ne gonflent pas par vieillissement entre
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lame et lamelle ce qui laisse supposer que ce n'est pas I"anac¢robiose mais
I"'augmentation de la concentration ionique par dessiccation qui est responsable
du gonflement. J'ai pu encore me confirmer dans cette opinion en l)rm'-‘laul

de la facon suivante :
3 em?® d'une suspension de spermatozoides d'A. lieula dilués dans de I'eau
de mer tiltrée 3y o (B.-M.)=28sont

4 Hoo
Anomalie de 'acrosome placés pendant 15 heures dans une
<. des branches d'un tube Thunberg
(forme en H) dans lequel on lait le
vide avec une trompe a eau (jusqu’a
début apparition de bulles & la sur-
face de la masse liquide). Dans lautre
branche du tube en Il on avait placé
5 em?® d’hydrosulfite alcalin (4 10 ofo.
pH = 10). Aprés ces 15 heures les
- d'Arbacia lirula spermatozo'fdus sont peu ou pas gon-
flés. immobiles et non mobilisables
par dilution dans de I'eau de mer frai-

che (ceci constituant une observation
annexe trouvant sa place dans le cha-
pitre V). Des spermaltozoides de la
méme suspension placés entre lame et
lamelle de microscope pendant ces
15 heures sont gonflés, certains sonl

éclatés (H == 24 ().
Avec des spermatozoides en eau de

7 ddrbacia lirala mer de P. lividus, par coloration au
verl Janus & 0,1 0/o (en eau de mer),
-7 de Paracentratus lividus on peut suivre encore plus facilement

les modifications, el on trouve apres
6 heures a 182 C entre lame et lamelle,
(Jue presque toules les (&les spermali-
ques sont sphériques, la piece inter-
médiaire élant colorée en vert-hleu.

Une des transformations les plus

intéressanles est sans doute celle (ui
porte sur la production du « corps
Fig. 1V. latéral », lipidique selon Poea (470).
Jai pu vérifier sur le vivanl 'exis
tence de telles formations et il est tres facile de suivre I’évolution de ce corps
latéral en examinant une goulte de sperme @ I'immersion. On peut constater
que jusqua 6 o/o de spermatozoides — qu’ils soient de ponte on lesticulaires
— montrent des formations dont les schémas groupés dans la figure IV repré-
sentent I'aspect (S dessinés sur le vivant).
Ces formations se déplacent vers I'apex céphalique saus toutefois 'attein-
dre el sans affocter sensiblement, semble-t-il, la motilité (en grandeur) des

senstllar amabordo
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spermatozo’ides par comparaison avec les spermatnzo]’des q ui ne présenteul pas
de telles modifications.

I’ observation est facilitée par le fait que les spermalozoides onl une alti-
rance thigmotactique pour le verre et, une fois collés par la région acroso-
miale. ils se laissenl aisément observer. D'ailleurs sur des suspensions sper-
matiqques non diluées, & spermatozoides immobiles donce, on peul ¢galement
observer de ces corps latéraux aprés ¢lalement sur lame en opérant comme
pour un frottis de sang. Je ne peux donc conlirmer sur ce point Pora pour
(qui ces formations n’apparaissent (qu'en présence d'eau de mer ovulaire. Ces
corps latéraux existent en plus grand nombre chez les spermatozoides soumis
a l'action de la fertilisine (10-14 0/0 des spermatozoides peuvent en montrer),
il est possible également qu'ils soient plus faciles & discerner car en présence
de fertilisine le thigmotactisme des spermatozoides est accentué, mais je le
répete, il peuvenl étre vus dans de I'eau de mer ordinaire. Il parait probable
(que l'agitation mécanique inlense & laquelle sont soumis les spermatozoides
au moment de leur dilution dans 'eau de mer, agitation acerue encore par la
fertilisine, est responsable en totalité ou en partie e ces modifications mor-
phologiques.

Sur un autre point je ne peux partager l'opinion de Pors. En effet Pora a
avancé que les spermatozoides qui ont éliminé leur corps latéral ne gonflent
pas (entre lame el lamelle ?). Or, j'ai pu trouver cdle & cote
des spermatozoides de la forme ci-contre aprés 5 heures de
vieillissement entre lame et lamelle 3 200 (.

Ces structures latérales se colorent comme la picce inter-
médiaire par le vert de méthyle acétique (téte en vert, picce
intermédiaire en violet). Ce mélange colorant a tendance
altérer la morphologie du spermatozoide et les observations
doivent étre conduites le plus rapidement possible.

N. B. — Lorsqu'on examine les planches de Rerzius (483) on constale
que chez I'Actinie Tealia felina le spermatozoide présente normalement
une piece « intermédiaire » latérale; chez le Tuunicier Ockhopleura la piéce
intermédiaire spermatique est légérement déportée sur le coté. Chez de nom-
breux spermatozoides. comme ceux de cerlains Poissons, bien décrils par
Bavrowirz (18) (20) la picee intermédiaire estaussi plus ou moins latérale. Je
pense que lasituation variable de cetorganite souléve de nombreux problémes
particuliérement relatifs & la motricité spermatique et qu'il serait utile d’exa-
miner attentivement.

Il. — Agglutinations irréversibles.

Iagglutination des spermatozoides, on le voil au cours de la partie histo-
rique (693), peut étre le résultat d’actions diverses. J'ajouterai ici un certain
nombre de faits & ce sujet :

(estainsi que les spermatozoides de /. lividus sontagglutinés irréversible-
menl par la streptomycine -SO7— qui agit en eau distillée a partir de
J00 y/em?; en présence d’eau de mer (sansdoule par suite de la force ionique)

B. Rybak. 3
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la streptomycine n'agglutine pas. Je rapprocherai cette agglutination de
celle que j'ai découverte avec Macue@ur et Gros (230) 9.51)dvec la strepto-
mycine et les bactéries « rough» oulesbactéries Gram 4- : on doit évidemment
se garder de conclure, en se fondant sur cette simple corrélation. que la sur-
iage limitante des spermatozoides d’Oursins peut s’identifier a celle des bac-
téries dont je viens de faire état.

De méme que la streptomycine, la ribonucléase (de point isoélectri-
que = 8,0), que jai préparée sous forme cristallisée d’apres la technique de

Cliché 1 (G # 10).

Kunirz (in @ Methode der I"(’I'IIN‘ILI/.U/‘\'(‘/I (1941), 2., 1940), la ribonucléase
A la concentration de 1 milligramme/cm?® d’eau distillée agglutine irréversible-
ment les spermatozoides de 7. lividus, elle est egalemenl sans action aggluti-
nante en eau de mer.

En eau distillée les spermatozoides d’Oursins ne sont pas agglutinés, ils
forment des suspensions homogénes. 1l est évident que I'eau (llall“ee est un
milieu anormal pour les sper mdlozondcs d’Oursins, et on peul soupconner,
étant donnée la solubilité bien connue de I'acide désoxyribonucléique (mini-
mum & o,14 M NaCl) que le noyau spermatique se gonfle rapidement en
libérant des composés nucléiques. Si bien qu’on ne saurait affirmer que seule
la surface des spermatozoides soit en cause dans I'agglutination par la strep-
tomycine ou la ribonucléase en eau distillée. LiLie aurait classé de telles
actions dans la coagulation en masse. Toutefois il est certain que les sperma-
tozoides peuvent présenter en eau distillée une dualité des charges électriques
puisque j'ai puobtenir 'agglutination irréversible de spermatozoides frars
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de P lividus ou d'A. lixula par la fertilisine placee, par dialyse, en eau
bidistillée (cliché 1).

Mais alors que les agglutinats streptomycine-spermaltozoides peuvent étre
dissociés par augmentation de la force ionique (eau de mer), les agelutinats
fertilisine (can distillée)-spermatozoides ne paraissenl pratiquement pas se
dissocier en présence d'eau de mer.

Cette agglutination ivréversible des spermatozoides par la fertilisine
démontre quientre spermatozoides el fertilisine existent manifestement des
affinites chimiques véelles el qu’en conséquence, hypothese de Lass selon
laquelle, on s’en souvient (371), la formation des « clusters » serait le résul-
tat d'un tactisme négatil des spermatozoides. ne rencontre pas 'appui de
l'expérience. Il parait maintenant incontestable que la formation des « clus-
ters » est la conséquence d'une combinaison chimique et non d'une réaction
biologique d’un tactisme.

Jai de plus constalé quiil élait possible de firer les « clusters » par 'eau
distillée (certaines caux douces conviennenl aussi). Pour obtenir ce résultat
voicl comment J'opére :

Placer dans un verre de montre de 'eau de mer ovulaire ou de la fertili-
sine ('extraction trichloracétique) en eau de mer
(dilués ou non). homogénéiser. Lorsque les a

jouter les spermatozoides
glulinals & spermatozoides
tres mobiles sont formés. a n’importe quel moment choisi par 'opératenr. on
peut les lixer dans leur étal macroscopique ¢l immobiliser les spermalozvides
en ajoutant environ 5 volumes d'ean distillée a la suspension spermalique.

La formation des essaims spermatiques s’avere done comme une véritable
agalutination dont les modalités particulicres sont spécifiques de la nature
méme des cellules spermatiques. Le Tableau 11 indique les résultats que
m’ont donnés des essais d"hétéro-agglutination spermatiques avee denx fertili-
sines spéciliquement différentes. La confrontation de ces résullals avec ceux
(qui concernent les mémes combinaisons mais faites en eaw de mer telles
qu’ellesseront rapportées dans le chapitre VI, montre que les réactions en eau
distillée ne doivent pas étre interprétées comme forcant la spécilicilé mais
comme révélant des aflinités.

Cette action de la fertilisine en eau distillée est importante & considérer
(d'un autre point de vue car on peul étve appelé & examiner le role des ions
sur Pactivité des gyvnogamones. Ainsi. on sait qu’en solution isotonique de
NaCl la fertilisine n'a pas d'action Lypique sar les spermaltozoides, la présence
de CaCly leve cette inhibition : les spermatozoides sont agglulinés el activés.
A cet égard on nedoit pas oublier (¢f. historique (63)) que Cat* posséde une
action aclivalrice el. comme j'ai pu particulicrement le constater. une action
agglutinante propre : une solution & 1 0/o de CaCly en eaun distillée agglutine
irréversiblement les spermatozoides de /2. lividus et d’A. lizula; le phéno-
méne me parait étre sous la dépendance de la formation de sels calciques
insolubles pouvant étre par exemple nn phosphatidate de calcium.

Remarque : On sail aussi qun’en cau e mer ordinaire les spermatozoides
(’Echinides forment des plages surnageantes d'auto-agglutination ; ces for-
mations irréversibles. quine doivenl pas étre confondues avee desagglutinals
de fertilisine lorsqu’elles se produisent en sa présence, n'ont pas re¢u d’altri-
bution exacte (antifertilisine 7 (277)). il est possible qu’elles soient Pexpression
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(Klett).

d’actions ioniques agissant sur des spermatozoides immalures ou surmatures.
Le fait qu'elles soient étalées a la surface de I'eau semble indiquer que la
tensio-activité n’est pas étrangere au phénomene, auquel cas les lipides sper-
matiques pourraient étre en jeu. Ces amas peuvenl conslituer une cause
d’erreur dans la technique de TyLer, et surtout de Merz, pour définiv Punité
d’agglutination de la fertilisine.

Nous venons de voir une agglutination spermatique irréversible avec la
fertilisine lorsque les conditions du milieu d’action sont anormales. Nous
pouvons chercher & voir maintenant ce qu’il advient lorsque les conditions
loniques sont favorables mais lorsque les spermatozoides, cette fois. se trou-
vent dans des conditions pathologiques. J'ai trouvé qu’aprés au moins deux
lavages par centrifugation (i 5.000 tours/minute pendant 1o minutes) les
spermatozoides d’A. lizula, trés endommagés, s’agglutinent irréversible-
ment en présence d’eau de mer-ovulaire ou de fertilisine purifiée el placée en
eau de mer. Ainsi, méme dans les espéces on elle donne normalement des
agglutinats spermaliques spontanément réversibles, la fertilisine n’agglutine
pas toujours de cette fagon qui a paru si originale. ¢'est-a-dire d’une fagon
spontanément réversible.

Une action également trés particuliére sur 'agglutination estcelledu froid.
(’est ainsi que j'ai constaté les faits suivanls : soit d'une part de I'eau de mer
ovulaire d’A. lixula refroidie jusqu'a 20 C et, d'autre part, une suspension
concentrée et fraichement pondue de spermatozoides d’A. lizula. Je refroidis
la petite boite de Pétri a réaction 4 »° C puis j'y effectue le mélange sperme-
eau de mer ovulaire, le fond de la boite se trouvant dans un bain de glace
fondante. Dans ces conditions le phénoméne d’agglutination a encore lieu,
mais au lien de donner des essaims spermatiques ronds ou allongés mais
arrondis, on obtient un véritable réseau de filaments spermatiques, un
enchevétrement du type collagéne, massif, allongé. Conservé au froid ce sys-
téme se désagglutline trés mal.
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Pour terminer cette rubrique. J"examinerai maintenant ce qui constitue non
pas & proprement parler une agglutination mais une lixalion spermalique, je
veux dire le thigmotactisme des spermatozoides qu'il est peut-ttre préférable
de nommer lllig;‘mnn'x:u:liuu. ce qui ne préjuge pas de son essence.

Jai déja pul»'lié le phénoméne caractérisé par la fixation de spermalozoides
antonr de fragments de gangues ou autour d'ovules pourvues de gangues
apres que les spermatozoides onl été soumis a action de la fertilisine (53¢).
Il semble v avoir deux explications possibles & ce phénoméne :

1) tous les spermatozoides d’une méme suspension ne sont pas agglutinés
par la fertilisine en eau de mer; on peul admettre (ue ce sont les spermalo-
zoides non agglutinés qui se lixent sur les gangues et ce serail done eux qui
auraient les seules chances de féconder dans les conditions normales de la
fécondation ; eeci est en hon accord avee ce fait que les spermaltozoides désag-
glutinés ont perdu leur pouvoir fécondant (LiLLie) ;

2) les spermatozoides désagglutinés. dépourvus de la faculté de se réagglu-
tiner auratent leurs affinités dv « collage » non saturées. Pour cela on peut
considérer :

10 que la gangue n'est pas constituée seulement par de la fertilisine et que
la fertilisine y est seulement incluse ;

20 que la forte concentration du milien gangue fait que la gélification
favorise les réactions de simple collage (thigmoréaction).

Les Lfll‘(lLll‘llSlllIllP\ des « sulullom de gangues muquenses » de Vassevn
el de mes préparations de fertilisine ne different pas assez sensiblement les
unes des autres pour qu'il y ait des raisons valables de retenir I'hypothése
d'une dualité chimique. 1l semble done que ce soit une différence physique
qui conditionne le comportement des spermalozoides vis-i-vis de la fertilisine,
en solution ou sous forme de gel.

Lexpérience sunivante indique Vallure du phénomene de fixation apreés
désagglutination :

On place des spermalozoides frais de P. lividus dan< une soluiion de ferti-
lisine ou dans de 'eau de mer ovulaire filtrée. soit S,

On a d'autre part préparé par centrifugation, pleu(lco d'une légere agita-
Llion. une eau de mer ovalaire chareée de débris invisibles de gangues. (n
sassure de leur présence en placant dans une fraction de cette préparation
des spermatozoides frais qui s’accolent aux gangues el révilent ainsi leur
présence. De celte préparation on fait deux parts :

— I'une est conservée lelle quelle, soit (a) ;

— lautre est portée a I'ébullition pendant 6 minutes et filtrée pour élimiminer
le coagulum vraisemblablement constitué par les débris de gangues, soil (b).

On dilue (a) et (b) de moitié de facon & réoxygéner (4) el pour que les
volumes soient égaux par ailleurs.

Lorsque les spermatozoides de S; sont (otalement désagglutinés on en
porte une fraction en présence de (@) el une autre en présence de (0). On
conslate que :

— en («) il se produit une fixation spermatique importante et cette accu-
mulation peul ttre nommeée @ la n«ruem‘ n'a-,r;rlulm.ltlon Clest la Llu-’mu-
réaction. Aucune agglutination inter-spermatique de Lype fertilisine ne se
produit en dehors des ¢léments ligurés ovulaires;
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—en () la suspension spermaltique, a spermatozoides mobiles, reste homo-
acne.

Cependant que des controles en (@) et (b) faits avec des spermatozoides
frais montrenl. par la présence dagglatinats typiques, que la fertilisine est
présente lanl en (a) qu'en (b); apres désagglutination en (a) des spermi-
lozoides restent fixés aux fragments de gangues.

[1l. — Désagglutination spontanée.

Le phénoméne si particulier de la désagglutination spontanée peut rencon-
trer bien des explications. J'envisagerai ici les trois possibilités : physico-chi-
migue, enzymalique et morphologique.

a) Eventualité d’'un processus physico-chimique. — On doit considérer
que la liaison fertilisine-spermatozoides est conditionndée par le milieu, jen ai
donné plusieurs exemples, ici et la (538). On a ainsi une chaine schématique
telle que :

désagglutination spontancéeimplique agglulination i spermatozoides mobiles
impliquant & son tour les conditions de la motilité.

On ne saurail trop insister sur ce fait que Paction typique de la fertilisine
est conditionnée par la motilité spermalique, sur ce que les spermalozoides
ne peavent se desagyluliner que s'ils sonl mobiles. Nous aurons occasion
daborder le probleme de la proposition inverse mais nous pouvons remar-
quer dés & présent que cette condition de motilité ¢loigne ce plhiénoméne de
celui de la désagglutination virus grippal-hématies duquel, a diverses
reprises (67) (68) (651) on a cherché & le rapprocher. Clest done dans le méta-
bolisme spermatique que 'on devrait rechercher la cause de la désagglutina-
tion. Supposons en conséquence que la contraction du flagelle spermatique
soil liée principalement & lactivité du systéme acide adénosinetriphosphori-
(que (ATP) -adénosinetriphosphatase (ATPase) comme il en est dans la
contraction musculaire. du phosphate inorganique pourra étre lihéré qui ten-
dra i inhiber PATPase. J'ai en effet pu constater que KILPO, & too v P/em?®
d'eau de mer. non seulement immobilise rapidement des spermatozoides
mobiles. mais encore :

10 des Do o Plem?® augmente le lemps de lalence d'agglutinalion ;
exemple :

@) 0.5 em? cau de mer ovulaire de /2. lividus 4 0,4 em?® eau de mer nor-
male + o,1 em?® sperme testiculaire non dilué - agglutination typique
5 secondes apres la lin de homogénéisation,

b) 0,5 em® de la méme ean de mer ovulaire + 0.4 em? cau e mer phos-
phatée par too v P/em?* de HoKPO, + o,1 ¢m? méme sperme — agglutina-
Lion apreés 8¢ secondes ;

2° augmente la vilesse de desagglutination des spermatozoides formes
en essaims ; exemple :

Soil un systéeme 2 em?® eau de mer ovalaire 4 0.05 cm? (1 goutte) de sperme
testiculaire concentré de . lividus. Dés que agglutination a commencé on
préleve simultanément 2 fois 0,5 em? de la suspension spermatique et on place :

0,5 em?* en présence de 0.5 em?® d'eau de mer ordinaire,
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0.5 em? en présence de 0,5 e¢m® d'eau de mer phosphatée & 100 v P/em?.

On agite légérement les verres de montre : la suspension agglutinée placée
en présence de l'eau de mer phosphatée se deésagglutine immédiatement
(les spermatozoides re~tent mobiles). tandis que le témoin lransvasé se désag-
glutine aprés 100 secondes el que le témoin non Lransvasé se désagglutine
apres 7o secondes. Il est possible que le phosphateagisse pavabaissement du pH.

Avec une eau de mer ovulaire plus concentrée la désagglutination peut ne
pas ¢tre immédiate en présence d'une méme concentration de phosphate mais
elle est toujours plus rapide que celle des témoins (par exemple : apres
i minule tandis (ue dans le témoin non transvasé elle se faisait apres
3 minultes, avec le témoin Lransvasé elle se faisait apres 4 mu. 3o sec.). Je
n’ai pas trouvé l'explication des dillérences présentées par les témoins comme
conséquence du transvasement par pipetage eflectué exceptionnellement ‘avec
des pipettes rapides (distribuant 1 em*/3 secondes).

Un fait intéressant est que les spermatozoides restent mobiles apres désag-
glutination, mais leur motilité parait plus faible. Dans l¢ cas de l'eau de mer
phosphatée il est plausible que le phosphate agisse sur la motilité sperma-
tique en se combinant a Ca*+. cofacteur de la motilité (371) (538). Mais je
w'ai pu déceler de quantités significatives de phosphate libre dans une
suspension désagqglulinée de spermalozoides [frais débarrassée de ses
cellules par centrifugation. Si la motricité est réellement sous la dépen-
dance du systéme ATP-ATPase. il est possible que le phosphate libéré ct
(u'on ne retrouve pas dans le milieu soil recombiné par les spermalozoides
selon un mdécanisme enzymatique proche, par exemple, de celui ¢tudié par
Vevick (657). Enlin le phosphore peut étre libéré sous forme organique. Quoi
qu'il en soit dans I'état actuel de nos connaissances on ne peul concevoir (ue
la désagglutination soit la conséquence de Pactivité ATPasique.

by Eventualité d'un processus ensymalique direct. — Dans ce cas le pro-
cessus enzymatique peul avoir 3 origines :

i) la fertilisine serait elle-méme un enzyme qui agirait au niveau de
structures spermaliques pour les délruire aprés s’y étre combinée ; ce serail
une généralisation des faits avancés par Graser el Woobwann ;

2) le spermatozoide détruit la moléeule de fertilisine; ¢lesl 'hypothese de
TYLER:

3) le spermatozoide se modilie par une action double, enzymatique et phy-
sico-chimique, une fois dilué dans I'cau de mer ordinaire ou ovulaire:; ¢'esl
la conception de ScnuckiNa-Pora que Jar défendue (333).

J'ai examiné expérimentalement ces trois ¢ventualités. Voyons la premiére
que j'ai cherché i vérifier en fonction de I'activité lipolytique (Grasenr) dans
sa plus large acception :

1) La fertilisine desmolase ? Deux remarques sonta faireimmédialement :

a) des mesures sculement viscosimétriques d’une activité protéasique par
exemple (387) ne sont pas univoques. une précipitation peul aussi amener
une chute de la viscosité;

b) l'extractibilité trichloracétique de la fertilisine ne peut laisser de doute
(quant a la conservation d’une quelconque activité enzymatique. On ne sau-
rail toulefois se fier & un argument @ priori en maticre expérimentale et jai
cherché & me rendre compte de la validité des expériences de (Gir.aser..
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10 Activileé lipasique. — En eau de mer, la fertilisine de /. lividus
d’extraction trichloracétique incubée pendant 1 heure & 37° (0 en présence
d’huile d’olive ne libére pas d’acide par comparaison avec les témoins, ce que
jai constaté par titrations avec NaOH alcoolique 0,2 N et de la thymolsul-
fone-phtaléine comme indicateur.

Jai également utilisé la technique de WiLstater (el 587) @ de la fertili-
sine d'extraction trichloracétique de P. [lividus (en cau bidistillée)
(1em? = 4,2 mg. poids sec) est diluée de moitié, soit F/2. A 10 em® I7/2
Jajoute 2,5 cm?® d’huile d'olive + 2 ecm?® de tampon ammonié (NH,CH
N/2) NILLGI N/2 — plI 8.9 & 300 C). Jajoute CaCl; et de l'ovalbumine comme
il est déerit dans la technique de WiLLstiter. Incubation : 1 heure & 32° (..
Apreés quot :

5 em?® F/2 + XII gouttes de thymolphtaléine — 2,6 cm® NaOH 0.2 N.

5 em® émoin 4+ XII gouttes de thymolphtaléine — 2.6 cm® NaOH o,2 N.

Donc : aucune action décelable vis-it-vis de ['huile d’olive tout au moins.

29 Activités lécithinasiques. — J'ai alors recherché I'existence d’une éven-
tuelle activité lécithinasique A de la fertilisine. J’ai procédé de 2 fagons :
1) par action directe de la fertilisine de P. lividus sur des globules rouges de
Beeuf lavés et suspendus dans de I'eau isotonique (7 grammes/litre); 2) par
action indirecte sur les globules rouges de Beuf d’un incubal fertilisine
+ jaune d’ceul de Poule fait & 4o° C et aussi & 22° C. Je n’ai pu obtenir
aucune aclion Iytique et n'ai pu déceler aucune libération d’acide oléique.

L activité  lécithinasique B (lysolécithine — ester glycérophosphorique
+ acide stéarique) est également nulle.

30 Activilé esterasique. — Quant & Daclivilé estérasique proprement dite.
jai également cherché a la vérifier avec mes préparations, trés aclives du
point de vue gamonal, de fertilisine d’extraction trichloracétique. J'ai pour
cela mis en wuvre la technique de KxarrL-Lenz modifiée par Harrer et Kive
(cf. 587). Le substrat était de 1'éthyl-butyrate (» cm?) auquel j'ajoutais
0.2 cm?® de bleu de bromothymol 4 0,1 0/0 d’eau bidistillée -+ ean bidistillée
jusqua volume final de 5em?® - 2 em? de ferlilisine d’extraction trichloracé-
tique "A. lirula en ean bidistillée (1 cm® =12 milligrammes poids sec). Les
différents témoins élaient constitués. La titration élait faiteavec NaOll o,o1 N
apres 3o minutes d'incubation & 210 C. Dans ces conditions je n'ai pu trouver
ancune aclivité eslérasique.

On ne peut retenir le travail de Graser car il a assimilé Pactivité de la
« lipolysine » & l'activité de la fertilisine (fertilysine ?) alors qu’il a travaillé
avec de I'cau de mer ovulaire qui constitue un milieu mal défini, d’autant plus
mal que Graser ne donne aucun détail technique de préparation de I'eau de
mer ovulaire qu’il a utilisée (lyses ovulaires?), comme il n’en donne pas plus
pour ses dosages d’ailleurs.

Ma conclusion est que la_fertilisine ne posséde aucune aclivité lipasique.

J'ai toutefois recherché dans quelle mesure une modification de la surface,
et principalement du revétement, des spermalozoides pouvait interférer avec
I'action de la fertilisine. On sesouviendra & ce sujet des travaux de Pora (470)
(472), de Manza (396) (397) et de ceux qui ont établi I'exislence de tégosomes,
Grasst: el Tvzer (214) (215) (611) (612).

Jai d"abord vepris (ef. Just) 'examen de I'action du venin de Cobra sur les
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spermatozoides. J'ai ainsi pu mettre en évidence que le venin de Naja tripu-
dians (provenant de I'lnstitul Pasteur de Garches) forme un précipité avec
la fertilisine de P. lividus lorsque 1'un el l'autre de ces composés se Lrou-
vent en eau bidistillée. Cette propriété du venin de Cobra est peut-c¢ire due
dla présence de ribonucléase. Quoi qu’il en soit si 'on place des spermato-
zoides frais de . linidus dansde Ueau de mer renfermant 1 milligramme/em®
de venin de Nuja tripudians aprés 5 minutes de contact 3 20° (¢, de la fer-
tilisine ajoutée alors agglutine typiquement des spermatozoides. Si dautre
parl on fait agir pendant 5 minutes sur la fertilisine le venin de Naja en eau
de mer, celle-ci est encore capable de produire des essaims avec les spermi-
tozoides spécifiques. 1l ne semble donc pas qu'une légére transformation de
L lécithine spermatique en lysolécithine inhibe Pactivité de la fertilisine. J ai
alors étudié 'action d’une substance tensio-active, la sapamime M. S. :

194 0,1 0 0, cetle substance (basique) agglutine irréversiblement en equ
de mer les spermatozoides de P. lividus;

2% on fait une suspension en eau de mer de spermalozoides de P. lividus
etde sapamime (0,01 o/0). Il se forme des agelutinals surnageants. Aprés
/=D minutes, si on ajoutede la fertilisine. les spermatozoides qui sont mobiles.
ne s'agglulinent pas; par contre. si on place alors dans cette suspension des
spermatozoides frais ils sagglutinent : il semble done que Iaction méme peu
prolongée d’un agent tensio-actif modifie les spermaltozoides de (elle sorte
(que la fertilisine ne peul agir sur eux ;

3 'adjonction conjointe de sapamine i 0.01 o/ el de fertilisine & une sus-
pension spermaltique n’cmpéche pas Paction gvnogamonale ;

4 aprés désagalutination de spermatozoides de . lividus soumis i la fer-
tilisine spécilique, I'adjonction de sapamime & 0.1 0/0 en eau de mer les réag-
glutine irréversiblement. Done Paction agglutinante de la sapamine ne peut
se confondre avee celle de la fertilisine. ces substances doivent agir sur des
points différents du spermatozoide. La conception de Lazk selon laquelle ce
serait une modilication de la tensio-activité qui aménerait la formation des
essalms spermatiques par la fertilisine, ne recoil pas I'appui de ces expé-
riences (qui sont les seules i avoir é1é faites dans cet ordre d'idées :

2) Destruction ensymatique de la fertilisine. — Je n'insisterai pas sur
hypothése de Tyrer que jai exposée (6g5) el dont jai montré que les
hases élaient susceplibles de recevoir 'aulres mlerprétations (cf. partie histo-
rique el passim); Tyvier n'en a dailleurs pas dunné d'autres arguments
depuis. Je voudrais seulement [aire remarquer que I'expérience viscosimétri-
que de Vasseur peut étre également interprétée de toute autre fagon qu'elle
ne l'a é1é : (précipitation fertilisine-substrat spermatique, aclion lensio-active
de l'alcool octylique) ainsi que Moxrov et Tosi (430) d'une part el moi-méme
(543) d'autre part 'avons fait remarquer.

Il n’est pas impossible dailleurs que activité protéolytique des spermato-
roides (287) (387) conduise @ la longue i une destruction de la glycopro-
Léine gynogamonale. mais la démonstration direcle n‘en a pas été donnée.
Enfin un certain nomhre de faits maintenant bien établis conduisent & ren-
forcer 'opinion selon laquelle la désagglutination est le vésultat d'une modi-
fication des cellules spermatiques. Je passerai done immédialement & I"'exposé
de ces arguments.
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3) Modifications morphologiques des spermatozoides. — Ces (ransfor-
mations structurales sont sans doute le résullat d’actions :

1) physico-chimiques ou la force ionique doit particulierement intervenir;

») enzymatiques, et en ce sens elles constituent une variante des éventua-
lités d’ordre diastasique.

A mon sens, la glycoprotéine-fertilisine se lixe sur la surface du spermato-
zoide et particuliérement sur une structure labile et c’est ensemble struc-
ture labile-fertilisine qui est détachée de chaque gaméle male, assurant ainsi
la désagglutination inter-spermaltique.

Les faits sur lesquels on peut s'appuyer sont les suivants :

1° les résultats de Pora que j'ai confirmés ici méme en ce (ui concerne le
« Nebenkern »;

2" de la fertilisine fraiche ne réagglutine pas les spermatozoides d’une sus-
pension fraiche spontanément désagglutings (cf. historique, passim) (dans la
conception de TyrLer des fragments de fertilisine « univalente » bloquent a la
surface du corps spermatique les places de fixation de la fertilisine « multi-
valente ») ;

3 si dans une suspension spermalique désagglutinée on ajoule des sperma-
tozoides frais. ils se réagelutinent (538). aveec une méme préparation de ferti-
lisine jai pu obtenir plusieurs réagglutinations successives. Rorusciinn exa-
minant mon expérience (503) se demande si ce n’est pas un excés de fertilisine
(ui est responsable de ce phénomene. Cela ne fait pas de doute, il y a certai-
nement un excés de fertilisine dans une expérience de ce type, sinon elle ne
serait méme pas possible, mais il est remarquable que dans une expérience
("agglatination, méme simple, les spermatozoides d’une méme suspension ne
soient pas fous agglutinés par la fertilisine, méme en présence d’un excés de
cette substance; le ¢oté quantitatif du phénoméne n’est donc pas seul en
cause ;

4" enlin la preuve péremptoire d’une modification structurale des spermato-
wides désagglutinés est donnée par le beau travail d’électromicrographie de
J. C. Dan dont on trouvera la reproduction de clichés dans la partie histori-
que de mon travail. J'allire également 'attention sur la présence d'une piéce
intermédiaire déjetée sur le ¢dté (cliché /4 reproduit et cliché 3 de la publica-
tion de J. €. DaN). Quant i la nature de la substance ¢liminée par 'acrosome
on ne peut encore que la conjecturer. L’acrosome esl une formation vol-
aienne (H2 i H0), a pouvoir sécréteur, je pense que ce doit étre cette séerétion
qui se produit au cours de I'activation spermatique par la fertilisine.

IV. — Sur la définition d’une unité d’agglutination.

Le momenl est maintenant venu d’envisager la définition d’une unité (ui
rendrait comple de la concentration d’une préparation de fertilisine. en fonc-
tion de son pouvoir agglutinant.

On sait qu’a la suite de LiuLie el Just, TyvLer pense pouvoir définir celle
unité en se fondant sur la dilution extréme ol une agglutination est encore
visible. Cette définition appelle les plus expresses réserves :

1 Mevz, on I'a va (695), note la limite d"agglutination aprés examen au
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microscope landis que Tyeer opére a Uil nu. Mais i[ue peul-on enlendre par
limite de formation des avelutinats? Si un agelutinat élémentaire est un
ensemble de deux spermalozoides I'estimation est précaire ; elle I'est méme si
le nombre de spermalozoides excede 2 ; Merz s’en est hien rendu comple
quand il nous informe (ue toul aggloméral spermalique peut laisser suppo-
ser qu'il est la conséquence d'une réaction avee la fertilisine. Dans un Lol
Clal de choses les plages dauto-agglutination ne sont pas une moindre cause
d'erreur ;

age

20 la pratique de cetle unité n'est pas codifiée par ses utilisaleurs : ni |
ni la concentration du sperme ulilisé ne sont délinis ;

30 la variabilité individuelle. saisonniére (malurité), géographique (salinité,
lempérature) des Oursins sonl des facteurs aléatoires (qui ne sonl pas consi-
dérés par Tyrer.

Ces conlingences el ces indéterminations font qu’on ne saurail relenir celte
nnilé dans des études conduites avee le minimum de rigueur. La détermina-
tion d'une unité réelle d'une substance quelconque se conlond avee la déter-
mination quantitative de son mode daction. elle implique done la connais-
sance de sa spéeificité el une technique précise et reproductible. Dans le cas
de la fertilisine nous avons cherché i aller le plus loin possible dans la voie
d'une telle unité.

Une technique comme celle de Kravss (323) est déja indépendante du temps
el du lieu et elle est en ce sens recommandable. Mais le caraclore intemporel
d'un élalon n'est pas suflisant lorsqu’on cherche & rendre compte au micux
de action biologique i doser. Or si l'on examine 'ensemble des faits histori-
ques et des fails nouveaux que jai exposds jusqu’a présenl, on remarquera
particulicrement que :

e Pandrogamone 11 qui est assimilée a une proléine basique, non spect fi-
que despéce (245) (354), inhibe Paction de la fertilisine ; on peut done consi-
dérer que l'androgamone I est la substance spermatique qui se combine
normalement 7/ situ avee la fertilisine selon une liaison hétéropolaire ;

20 la spéeilicité de agelutination spermatique par la fertilisine, (ui n'est
pas stricte dans le cadve de P. lividus et &' A lirala en eau de mer, comme
nous le verrons dans le détail an chapitre VI peut étre encore affaiblie si on
opére comme Je I'ai fait en eau distillée on le spermatozoide se comporte
comme un objet chimique.

Iin conséquence il parait convenable de mettre & prolit la combinaison ferti-
lisine-androgamone 11 pour déterminer la concentration caractéristique de la
fertilisine. Clesl a quoi je me suis arrété ; je donnerai ici la lechnique que j'ai
élaborce el qui permel de délinir si ce n'est une unité de fertilisine. du moins
un repére de concentration.

ltemarques. — 1) La non-spécificité de la combinaison fait qu'au lieu d’uli-
liser une solution de concentration connue de protéines basiques de prove-
nance spécifique (spermatozoides de la méme espéce que la fertilisine a titrer),
on peat constituer un standard i laide de toute protéine basique (thymo-
histone de Veau. clupéine. salmine...). Ceci ne mel pas en cause le phénoméne
de la spécificité hiologique, dailleurs approchée, tel qu'il se manifeste avec la
fertilisine el des cellules spermaliques enliéres, car celle spécificité parait étre
le résultat de relations stériques, de caractére vraisemblablement physico-
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chimique, conslituant un exemple d” « écologie moléculaire » (au sens de
I'embryologiste G. Wuiss) @ celle de la strocture du revétement spermatique
el sans doulv plus exactement celle de la région labile de combinaison.

») L'unité telle que je vais en ahorder l(l définition v'est qu'une unité de
concentralion el non une unité de fonction. Autrement dit toute molécule
i point i1soélectrique acide pourrait former un complexe insoluble avec des
proléines basiques. comme il en irait avee une solution de fertilisine déna-
furée. inactive sur les spermatozoides vivants. C'est pourquoi il est nécessaire
de compléter le titrage, en contrélant efficacité de la fertilisine & doser préa-
lablement a toute titration F-A TI. Pour cela on opére avec des spermatozoides
spécifiques comme je l'ai |n<lu|ue dans le Imlnhe plenner (ngglutinations) el
en caraclérisanl cette suspension spermalique comme je le propose dans les
chapilres suivants.

3) La combinaison utilisée peut étre faite en eaun de mer, mais il est préfé-
rable. pour aceroitre la sensibilité du dosage chimique d'opérer en eau bidis-
tillée (cf. fig. V). De plus pour les mémes raisons de sensibilité, pour I'eau de
mer ovulaire (comme cela se rencontre constamment dans la routine d’une
étude du pouvoir fécondant, ainsi que je le montrerai), je conseille de ne pas
opérer directement sur elle mais aprés purilication et abaissement de la solu-
bilité; i cel effet on procédera a I'aide d'acide trichloracétique comme cela est
indiqué p. 24.

Methodes. — On prépare extemporanément une solution de proléine basi-
que, sion ad sadisposition quelque préparation commerciale pulvérulente. On
détermine sa concentration en dosant I'azote Kjeldahl. Sinon on prépare des
protéines basiques spermatiques d’apres la technique de Huvrnix (278). 11 est
pratique de constituer une solution-stock et de déterminer une fois pour loute
sa concentralion en azole lolal. Certaines précantions sont alors & observer :
les solutions doivent ¢tre conservées & labri de la lumiére et au froid
(+ 3°C); de plus. comme les protéines basiques fixent le gaz carbonique en
perdant ainsi une partie de leur pouvoir de combinaison avec les macromolé-
cules acides. il convient de stocker ces solutions standard dans des récipients
dont le bouchon est muni d’une L:rll(](‘ renfermantde la baryle. Ces récipients
doivent étre de petite taille (100 cm® au maximum) de facon & limiter la car-
bonatation (ui se produit au cours des prélévements.

Apres retour & la température de la piéee, on ajoute & un volume connu de
cette solution de protéine basique une quantité déterminée de la solution de
fertilisine. Aprés homogénéisation on porte & une tempéralure choisie
(300C << b > u“() pemldut 30 minutes. Des (émoins sont constilués. Les
lectures opacimétriques se font avec un photocolorimetre.

Exemple : soit {l = 300 C)

1) une préparation en eau bidistillée de fertilisine d’A. /irula décolorée par
4 dialyses successives en présence d'acide trichloracétique. soit I 4. /. (& cm?®
= 0,0380 mg. N total) :

A~IJ,—]() =4

(Klet) ;
2) une préparation en eau bidistillée de protéines hasiques spermatiques
{. livala soit Ph A, /. (1 em? = 21,7 v N total) :

= ¢ (Klett);

1470
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il vient :
,hem* Ph A4, /.3 5em* 17 A, .=1H65 |
2 em*Pbh dA. /. +3cm?® I 4. [ h8
25em¥Ph A. 1.+ »5em?F 4. 1. =55

— »0, signi-

Au cours des pages a venir un symbole du type A :
ficra : densité optique d'un mélange venfermant 3 cm® d'une solution de
protéiues basiques + 2 em® de fertilisine puriliée par voie trichloracétique
(éventuellement préparée & partic de eaun de mer ovulaire. en abrégé
¢. m. o.). lecture au photocolorimeétre absolun Bonet-Maury sur la bande des
200 my., égale 2o (les différents blanes ¢lant déduits). Sauf indication spé-
ciale, la solution de protéines hasiques dont je me suis servi dans les expé-
ricuces rapportées ici provenait e spermatozoides d’A. /rrula et renfermail
(8.88 "N total/cm?.

V. — Sur le mécanisme de I'agglutination
et de la désaggiutination.

Manza (396) a décelé cytochimiquement des lécithines el des protéines
basiques @ la surface limitante de spermatozoides de Vertébrés. Chez les
spermatozoides d’Oursins on  a mis en évidence des composés lipidi-
ques (470) (612) et on sait qu'il existe des protéines basiques qui n'ont cepen-
dant pas été localisées eytochimiquement ; il est vraisemblable que la majeure
partie de ces protéines basiques provient du noyau mais on peul supposer
quil en existe anssi & la périphérie du spermatozoide. A appui de cela je
Ferai ¢tat d’une communication personnelle de T. Thwns @ 1) en présence
d"Amberlite JR 4 (Amberlite basique), les spermatozoides d’Oursins  se
lixent par leurs flagelles (en présence du méme échangeur d’ions les ovules
s'agglutinent) ; ») en présence de terre & foulon (acide) les spermatozoides se
fixent par lenr apex céplmli(luc (les ovules ne sont pas influencés).

De sorte quil me parait possible de poser comme hypothese que la fertili-
sine agglutine les spermatozoides en formant un complexe hétéropolaire ter-
naive : léeithines spermatiques — protéines basiques spermatiques — fertili-
sine. Celle hypothése qui tient compte des fails connus consideére en premier
lieu que toutes les fonctions hasiques des protéines basiques (Pb) ne seraient
pas saturées par les fonctions acides des phosphatides (Ph) dans le complexe
Pb-Ph que ces substances forment & la surface limitante des spermatozoides
ou en cerlains points e cette enveloppe, de telle facon que la fertilisine (F)
pourrail s’y lixer et assurer ainsi des ponts interspermatiques conditionnant
Fagelutination. Je schémaltise cette conception de la maniére suivante :

7 /] 2 o e f
... Ph-Pb — F — Pbh-Ph ... Ph-PL — F — Ph-Ph ...
¥ g e ——— ——— —r—
I 3 2 d3

lLes complexes phosphatides-protéines basiques ont été décrits dans d’aulres
cas par Przyvieckn (478) (4790 (AS0) el Cnarcarr (88). Quant aux complexes
hétéropolaires ternaires. PrzyiLeckr el ses collaborateurs en ont décrit plu-
sieurs.
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En considération des travaux de Pora et de Dax nolamment. la désagelu-
Lination parait devoir s‘expliquer par un processus de séerétion acrosomiale
sans inlervenlion enzymalique drrecte an niveau du complexe Ph-PL-F. Mais
une explication fondée sur une action dirvecte au niveau du complexe lernaire
est concevable. car, si cetle partic du « Spitzenknopl » (BavLowirz) est parti-
culicrement labile, les autres zones superficielles du spermatozoide semblent
montrer une certaine instabilité et lensemble de cos modifications., a Uinten-
sié pres. serail e résaltat dhactions ioniques et enzymatiques directes sur le
svsteme Ph-Ph-F. La désacelutination serail. en celte conjecture, sous la
dépendance :

soit de protéases comme celles déerites parJacory el par Lusnsuan si
Faction porte aux niveaux b-¢ ou e-d ;

— soit de Ta lécithase découverte par Russstron. Tisenivs ef Vassern, awis-

sanlaux viveaux a /el libérant des complexes :

Ph modilié Pb-F-Ph-Ph modilic-.

L'hypothese  dune section aux  niveaux e-d/ pourrait retomber  dans
I'hypothese de Tyvier ; nous avons déja examiné les arguments (qui s'oppo-
satent a cetle maniére de voir. De tounte facon dans le cas dune action enzy-
maltique directe sur des structures peu labiles il faut admettre une action
rapide.

Lorsque jai cherché iudémontrer lexistence 2n oidro d’un complexe Ph-Ph-I,
Je me suis heurté & la difficulté suivante :

Que Fon constitue en premicr lieu le complexe binairve selon Ph-Ph ou
(quon le constitue selon Ph-F. il peul rester un excés de Ph en solution. Dans
ces conditions P'adjonction du troisieme composant (I ou Ph) aménerail un
surplus de précipité sans qu’il soit ainsi prouvé que ¢'élail des fonetions
basiques libres de Pl qui Pavaient fixé. Autrement dit on ne sail pas si 'on a
affaire & un complexe ternaire Ph-Ph-1° ou & denx complexes binaires Ph-Ph
et Ph-F qui coprécipitent dans des proportions variahles. Si Fon examine les
protocoles de PrzyLeckr on note que cetle éventualité n'a pas é1¢ envisagce.
Ainsi dans le travail de Przvieckis Geonrove et Ravavowska (480) les
tableaux I et I font état de combinaisons entre la clupéine-SO7 . un acide
nucléique et le glycogéne. Les précipités ont é1é obtenus de la facon sui-
vanle : « Les substances dissoutes dans la solution de Ringer sonl mélanwées
entre clles, fe précipité obtenu est cenliifugé et lavé a Peau distillée, puis
séehé, pesé ; on détermine N el le glycogene selon Prriicenr. » Les chiffres
montrent eflfectivement des avementations de poids el méme, pour cerlaines
concentrations des 3 corps, la présence de glveogéne, mais rien nindique
quil y ait véellement combinaison ternaire et ceci pour les raisons que je
viens d'invoquer.

De plus st on caleule la concentration des 3 corps de facon & ce que le
pouvoir de combinaison héteropolaive de Pl soil Juste sulfisant :

a) si on ajoute séparément les deux composés & point isoélectrique acide.,
le premier ajoulé saturera un certain nombre de molécules Ph el en laissera
un certain nombre en solution ; ¢’est le cas précédent

L st oon ajoute simultanément les deux composés & point isodlectrique
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acide, on obtiendra un précipité renfermant les 3 corps mais icl encore on ne
pourra affirmer s'il y a unicité ou mixture.

Mon étude photométrique a I'aide des 3 corps Ph, Ph. I’ va dans ce dernier
sens et elle m’a permis en plus ’¢tablir des courbes servant i la délinition de
"unité d'agelutmation (voir p. 42).

Les substrals sont :

1) une solution de fertilisine 4. /irula extraite des ovules selon Ta tech-
nique i lacide trichloracétique ;- clle ¢lait décolorée par 3 dialyses succes-

Si\'CS.

Llle renfermait 17,2 ¢ N total/em® d'eau bidistillée :

(A0 (Klet) = 25), soit I A, /.

2) une solution de fertilisine de /. lividus d’extraction ovulaire, renfermant
7,02 7 N tolal/em?® d’eau bidistillée :

(3

M0 (K.) = 10), soil ¥ P. [

3) une solution de protéines basiques de spermatozoides d'A. licala extraites
selon la techoique de Humiy (1 em? de cette solution renfermait 21,7 7 N total,
un indosable de P) :

A soit Pb 4. /.:

.IJ,7() (K.) = 9)'

4) une solution de protéines basiques de spermacozoides de I, [ividus extraites

selon Huutiy (1 em® de cette solution=11,9 7 N total {- un indosable de P’):
Mo (K = 0), soit Pb 1>, /.

5) une solution de phosphatides totaux de spermatozoides d"1. lerala que
jai extrails de la facon suivante : 1) agitation de o grammes de spermato-
zoides non dilués oblenus par ponte chimique, avec 4 o grammes dun
mélange & parties égales d’éthanol absolu et d’éther sulfurique (0 — 20" C;
durée de contact : 47 heures) ; ») décantation sur liltre et reprise des cadavres
spermatiques par 2 . grammes d’éther sulfurique (0 ==20°C; durée de
contact : 44 heures); 3) réunion des fractions éther-alcool et éther et précipi-
Lation & 40 C par de l'acétone (durée de contact : 24 heures); /) le précipilé
centrifugé est dispersé dans de Ieau bidistillée, on chasse I'acélone par une
courte distillation sous pression véduite (1 cm?ren fermait 3,45 v P organique
Moo (k) = 8). soit Ph .. L

6) une solution des phosphatides totaux de spermatozoides de P. lividus
préparés comme les phosphatides d'A. lrcula (1 em®=5y P organique ;
Aig0 (K) = 3D). soit Ph P. /.

Avee les substrats ¥ A. /., Ph A. /.. Ph .. /.. Jai obtenu les courbes rassem-
blées dans la tigure V' (photomeétre Klett).

Si on tente d’obtenir la combinaison ternaire & partir d'un systéme Ph-Ph
centrifugé on se heurte au moins a deux difficultés pratiques :

10 si on ne lave pas le précipité. il peul rester des traces de Ph adsorhé sur
PL-Ph au cours de la centrifugation,

20 sion lave, on risque (ue le lavage soit imparfait avec de leau distillée
et un lavage avec une solution douée d’une certaine force ionique amenerail
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la dissociation du sel Ph-Ph, ce qui se produirait aussi en cherchant i
remettre Ph-Ph en solution homogéne.

La non-spécificité estillustrée d'une part parla combinaison PhiA. [ ou /2. /)
avee Ca*+ de 'eau de mer (Ex. 5 em?® Ph A. L. sol.-mére de Aijq0 - 200 el ren-

divisions photométriques

420 470 540 620 660

Aen mp
Fig. V.

La courbe I correspond a un systéme 0,5 cm® Ph 4 4,5 em3 Ph 4 1 em® H.0
dist.

La courbe Il correspond & un systéme 0,5 cm® Ph -4 4,5 ¢em® Pb -+ 1 cm® I,

La courbe IIT correspond & un systéme 0,5 cm* Ph 44,5 cm® Pbh 42 em3 1.0
dist.

l.a courbe IV correspond & un systéme 0,5 cm® Ph-+4,5 em® Ph 41 em® P
+ rem?® H.O dislt.

La courbe V correspond a un systtme 0,5 cm® Ph 4 4,5 em? b+ 1 em? H,0
dist. -+ 1 cm?® cau de mer filtrée.

La courbe VI correspond & un systéme 0,5 em?® Ph -+ 4,5 em® Pb - 1em?® IY

-+ 1 cm? eau de mer filtrée.

inlercombinaisons avee les substrats . /. et 2. /.1 Ex. & 2420 (Klett) el 20° (: :
ayodem®* Phot. 4 A0 em?® Phot. =24 (24, 4+ 2 em® F P. [. = 31),
34 2em® F A, [ =—=180.so01l .1,
3.0 em? o 4 o em? eau de mer liltrée == go; 3,5 cm® .2 4 2 em? eau bidistil-
lée = 10D.




CHAPITRE 1V

L'ACTIVITE FLAGELLAIRE

Aucun corps ne peul posséder la
vie active que lorsqu’une cause
excitatrice de ses mouvements
organiques agil en lai.

Lavarck,
Philosophie zooloyique.

I. — Conditions d’oxydo-réduction.

Quoique la motilité ne soit pas une caractéristique essenticlle du gamete
male (on en connait qui sont normalemenl immobiles comme ceux des Ter-
mites (Grasse)) il parait fondé d’établiv une relation entre le pouvoir fécon-
dant et la motilité des spermatozoides lorsque ceux-ci sonl normalement
mobiles comme le sont ceux des Oursins. Nous verrons dailleurs de quelle
motilité il sagit exaclement.

Comme lous les phénomenes vivants, la motilité dépend de 4 parametres
fondamentaux, propriétés physico-chimiques du milien d'action. & savoir
w. pH, 0, rH,.

En ce qui concerne la force ionique, ., je vappellerai seulement que Ca++
est un cofacteur essentiel de la motilité. Je n'ai pas examiné d'une fagon
systématique la question du pH pour laquelle on trouve d’ailleurs peu de don-
nées dans la littérature, mais jai pu vérifier que de T'eau de mer acide
(pH << 7) ou trop alcalme (pll = 10) étail défavorable pour la motricité des
spermatozoides d'A. licala et de P, lividus ; de plus Paugmentation de la
concentration en I+, conséculive au dégagement de (0, respiraloire,
n'empéche pas 'agglutination spermaltique par la fertilisine comme le montre
mon expérience d’agglutination de spermatozoides frais dans une suspension
désagelutinée de spermalozoides.

En ce qui concerne la température, je peux dive qu'entre 10 el 300 C la
molilité des spermatozoides d'Oursins en eau de mer est conservée. Du point
de vue rH 2 J'évoquerai en premier licu mon hypothése qui assimile le flagelle
spermatique & un muscle rudimentaire (538). vue qui a regu un appui des
expériences de Crize (118) failes avec des spermaltozoides de Balraciens et du
curare. On peutalors penser que le systeme ATP-ATPase entre en jeu pour
les spermatozoides d’Oursins comme cela a ¢té montré pour les spermatozoides
de Mammiferes (154) (283) el on sait que ce systéme enzymalique est activé
par des rll 2 bas. Malheureusement sur le sperme ('Oursinin vivo il west pas

B. Rybak. 4
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possible de mettre en évidence nne activit¢: ATPasique comme cela a été
montrdé par Seikks (077) el comme e peux le confirmer avee des sper-
matozoides "4, lirula en ean de mer obtenus par voie chimique
(8% y = 20) : apres incubation de 1 heure & 25° Cen présence d”ATPNa
en ean de mer (ajustement & pH 8 par de la soude) &t milligramme/cm?, je
nwai pu déceler de lihération sensible de phosphate mindéral. Cependant
Wickeesn (677) a trouvé que PATP active le mouvement spermalique el
Seices a pu déceler une activité. A'TPasique dans des broyals spermalicues
(la technique d'obtention des broyats n'est d'ailleurs pas indiquée)  Celle
activité ATPasique souléve un certain nombre de problémes :

10 on ne peut fonder un dosage Liochimique de Pactivité flagellaive sur un
dosage de phosphore i partir dune hydrolyse enzymatique de PATP

20 dans U'état présent de nos connaissances sur 'enzymologic des spermato
zoides 'Our-ins. il serait sans doute hasardeux de délinir un phénomeéne
caractérisant la vitalité spermatique en faisant une analyse post mortem des
spermaltozoides (broyage cellulaire).

Récapitulalion. — 1) Les slnernmlul.u'itlesdv . lividus et A" A licala sont
normalement aérobies el jai pu conslater qu'avec une cau de mer ovulaire de
P. lividus vieillie en présence d'ovules pendant plusienrs heures a la tem-
pérature du laboratoire (présence de carolénoides anti-oxyagénes?), les sper-
matozoides restaient immobiles ¢l ne sTagglulinaient pas. Des dosages d'oxy-
géne selon la technique de Winkrer-Nicroux montraient absence de ce waz
daus cette cau ovulaire. L'adjonction d’ean de mer fraiche mobilisait les sper-
malozoides el pt'l'mellail leur u'.:'g'lutin;lliun réversible (702);

2) la concentration en substances réductrices diminue en fonction du temps
dans une suspension spermaltique (711)3 J'ai précisé ce point de la fagon sui-
vante :

Soit : des spermatozoides testiculaires de /. miliaris (forme « Z », litto-
rale. de Kristineberg A0 s) = 0,10 — 0,183 (cuve de 2.5 mm. d'¢paisseur),
soit " ord. (courbe inféricure);

— & une fraction aliquote de ces spermatozoides, jajoute du glutathion
réduit. soit 3 gl. (courbe supérieure).

(Salinité¢ de eau de mer de fond 22 o/ou; titration de activité réductrice
par KMnO; N/boo en présence de 2 em? LSS0, 1.84 N5 0= 170 (). La
figure VI indique allure des oxydations (auto-oxydations ?).

“Celte variation de la concentration en substances réductrices explique peul-
&tre en partie 'angmentation apparente de Tactivité calalasique du sperme
d'Oursin conservé (voir p. 70). Il est l'emaruluuhle que la motilité déeroil
d'une facon grossierement paralléle it cette diminution en substances réduc-
trices Litrables par manganimétrie (F ord. ), mais il ne faudrail pas pourautant
considérer quil y a relation de cause a effet car la motilité dépend de nom-
breux facleurs.

Je remarquerai encore i ce sujet que la fertilisine n'augmente pas lactivité
catalasique du sperme 4.1, lirula. Exemple :

) = 280 (I, spermaltozoides de ponte chimique A‘,\,';“;':"‘,,‘ W = 91.45° Vernes,

age @ 18 minules, Perborate de sodium & 1.0 o/o; durce d'incubation

5 minutes en tubes Pyrex de 22, arrét de la réaction par H,S0; 2N (5 em?)
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Titration par NA5S,0, N/5o0 en présence de Il goulles d’amidon. Eau de
mer ovulaire d.1. /irula renfermant # 31+ N Q total/em® :

— 2 cm? perborate + 1 cm?® eau de mer ovulaire + 1rem® @ o1o,1 em?® thio-
sulfate ;

— 2 cm? perborale 4 1 ¢em? eau de mer ordinaire + 1cm? : 10,4, em? thio-
sulfate.

(Les agelutinats durent 4 minutes, les spermalozoides sont mobiles en
présence de perborale) ;

3) Padrénaline de 50 & 1.000 - cm?® active le mouvement flagellaire sperma-
tique (mais de 500 & 1.000 v/cm? elle est rapidement toxique). Ses propriétés
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réductrices sonl peut-ttre en cause. J'ai trouvé également que I'acétyl-choline
4 200 v/cm?® immobilise les spermatozoides d’A. lirula tandis qu'a 4o < /em?
elle parait avoir un effet activateur (technique des trois goulles).
Parallélement i ces actions pharmacodynamiques jai examiné le 1ole de
I"échinochrome du point de vue oxydo-réduction. (in sait (historique) que
I"échinochrome, d"aprés Caszan, & pll 7 et a 300 Ca un = — 0,228 voll.
Or la phénosafranine & pH 7 et 300 Ca un Ej== — 0,242 volt (cf. 6go). La
phénosalranine est rouge comme I'échinochrome (et en conséquence son éven-
tuelle activité photodynamique est voisine) et elle posséde de plus I'avantage
de ne pas former de complexes insolubles avee Cat+. Entre lame et lamelle
une solution en ean de mer de Ao, (3.3 = 18,7/1.000 parait activer les
spermalozoides d'A. (irala. Pour une concentration correspondant &

Moo (B. M) = 18,7 20, la phénosafranine est toxique. En cherchant i pousser
plus ou moins mon hypothése du flagelle = muscle extrasomatique, j'ai

examiné l'action de la phénosafranine sur I'utérus de Cobaye vierge. (/e
colorant améne une forle conlraction de ce muscle lisse comme le montre
le tracé ci-contre. Les conditions d’enregistrement étaient les suivantes :
=38 C. solution de Tyrode (volume # 75 ¢m?®), barbotage continu Q'oxy-
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ocne. Poids humide du fragment dutérus : 2.4 g. Phénosafranine en solu-

tion e Tyrode @ 380 G Mggo . vy = 20 (nombre de centimetres cubes ajou-

Plusicurs lentatives laites avee de 'eau de mer ovulaive A’ A. lrrula on de
P. lividus dialysée contre deeau physiologique (CINa 7 0/0) ou du « Tyrode »
n’ont donné aucun résultat de cel ordre sur Uutérus de Cobaye. De la fertili-
sine d’extraction ovulaive trichloracétique. dialysée contre de 'eau physiologi-
que ou du « Tyrode » n'a pas manifesté daction concluante sur ce muscle,
que ce soil de la fertilisine de /2. lvidus ou AL lieuala el que cetle dernicre
soit colorée par I'échinochrome on décolorée selon le procédé que jai indiqué
(p- 2h)-

La IH)S!-II_\'IH)IIII.\N' {Croay) s'est avérée toxique pour les >|:crm;|In/m'l':h-.\
T'A. lirula jusqu'a la concentration de 5/ 300 unilé em® d'ean de mer; a
5400 unité/em® ean de mer les spermatozoides sont faiblement mohiles.

A 5/t.000 unité/em?® dean de mer les spermatozoides paraissent activés (techni-
que des Lrois goulles).

Il. — L’estimation de l'activité flagellaire.

[l est clair que la metllenre méthode pour mesurer Factivité Hagellaive
spermatique consislerail a en connaitre le mécanisme enzymalique et a pou-
voir le doser. Or les données biochimiques & ce sujet sonl pen nombreuses el
en allendant qu’un travail systématijue soil fail &t cet éeard on en est réduit
a faire usage 'eslimations non causales. On a done cherché a évaluer la
motricité spermatique dans sa manifestation méme et 'on a recours pour cela
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i des mdéthodes physiques. D’ailleurs, tout dépend de I'usage que l'on veut
faire de la mesure entreprise; cest ainsi que dans cerlains cas il est possible
de faire appel & des mesures physiologiques qui sont indirectes. Quels sont
cos cas?

1¢ Lorsqu’on cherche i estimer le pouvoir activateur relali/ d’une prépa-
ration de fertilisine. Bien que la respivation spermalique ne soil pas seule-
ment Fexpression de Pactivité flagellaire (et inversement), si on cherche &
posséderdes points de repére pour lactivation du métabolisme global on peut
se servir d'une technique microrespirométrique comme celle de WarBuRG.

20 Lorsqu’a partir de la connaissance de celle activation globale on cherche
a conjecturer du pouvoir fécondant de la suspension spermalique en cause.

En somme on confond. par défaut, activité et vitalité. Il n’est pasillégitime
de le faire dans le cas de suspensions normiles comme celles qui servent i la
pratique courante des fécondations : on a alors avanlage i posséder une tech-
nique simple, rapide. J'en ai mis une au point (ue j'exposerai apres avoir fait
Fexamen expérimental eteritique des techniques physiques.

Les tubes capillaires.

Je les ai expérimentés souvent el, comme beaucoup d’autres chercheurs,
Jai abandonné leur emploi car il savérait par trop délical. et par conséquent
iconstant. Une des principales causes d’erreur consiste dans la difficulté
d'obtenirdes tubes capillaires de section constante. De plus lorsqu’on éprouve
une substance comme la fertilisine qui. & coté de son pouvoir dynamogene
est agglutinante, on se henrte & ce fuit qu'il se forme des amas spermaliques
pres de Forifice du tube capillaire. ce qui tend & empéchier le libre passage
des spermatozoides non agelutinés. Je discuterai dans la derniére partie de
mou travail fes relations entre activation flagellaire et chimiotactisme positif.

La technique des trois goutles.

Elle trouve veaisemblablement son origine dans la technique d'injection de
Jenzinas. Telle quion la pratique généralement elle est Lreés subjective. mais
il est possible de Pobjectiver en utilisant non plus des spermalozoides (res
mobiles (frais) mais des spermaltozoides affaiblis par vieillissement. Dans ces
conditions. ¢’esl moins une activation qu’une réactivation qu’on observe et si,
telle que, elle ne permet pas des mesures. elle permet en tout cas de réduire
les chances d'erreur d’estimalion quant au caractére réanimateur ('une
substance aetivalrice (Dans la dernicre p:u'ti(- on trouvera une discussion
portant sur véanimation et activation). Jindiquerai ici une application e
cette manicére de faire @ la fertilisine d°A. /irula extraile de Ueaw de mer
ovulaire de cet Oursin par 'acide trichloracéliyue, réactive les spermatozoides
spécifiques. or elle est tolalement incolore & 'examen au photometre & degrés
de Pulfrich. Par contre pour certaines préparations trichloracétiques oblenues
a partir d’ovules et décolorées par plusicurs dialyses. la réactivation de sper-
matozoides spécifiques vieillis n’a pu étre obtenue ; il est probable que ces
préparations ont ¢1¢é dénaturdes.
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Techniques métriques.

Il Wy en a aucune adaptée aur spermatosoides d’Oursins. En ce qui
concerne la mesure du mouvement flagellaire et ciliaire, je renvoie aux tra-
vaux (223) (141) avec bibliographie (380) (381) (382). Les techniques sont
essenticllement cinématographiques ou stroboscopiques. Pour les spermato-
zoides. les travaux portent uniquement sur ceux d’Ostracodes, du Bélier, du
Taureau et de 'Homme. La plus simple. la moins onéreuse ct aussi la moins
usitée est la technique stroboscopique proposée par Gray (228, p. 487) el que
Dox Rircnie a récemment (141) mise en «cuvre pour estimer Pactivité flagel-
laive des spermatozoides humains (Son principe revient 4 oblenir une super-
position de la fréquence du battement flagellaire et de la fréquence d'1llumi-
nation de la préparation spermatique, superposition amenant une impression
d'immobilité). RornscuiLp a préconisé une mesure électrique, par impé-
dance (493) (498) (499) ; la généralisation de cette technique ne peut se faire
car, comme ['éerit Rornsciip lui-méme (507) : « La méthode électrique pour
mesurer l'activité spermatique ne peul &tre appliquée aux spermatozoides
humains car le nombre de spermatozoides par millilitre d’un éjaculat n’est
pas suffisant pour amener la « formation en onde » observée dans le sperme
de Taureau et de Bélier ct de laquelle dépend la méthode. » Dans cetle méme
note. RoruscuiLp met en évidence les difficiles problémes que souléve la
mesure du mouvement flagellaire spermatique « principalement, éerit-il,
parce que les méthodes photographiques ne sont pas direclement applicables
aux suspensions denses de sperme. Si les suspensions sont diluées suffisam-
ment pour la photographie, les spermatozoides peuvent montrer des modifi-
cations pathologiques & moins que des substances prolectrices. qui peuvenl
interférer avec les mesures, ne soient additionnées au milieu ». Kt il ajoute :
« Récemment, Boseiaanr et SeroNk ont exposé une nouvelle manicre de mesu-
rer ce (qu'ils nomment la « motilité » el la concentration en spermatozoides.
En dehors des objections faites & la méthode par les auteurs eux-mémes,
aucune estimation des vitesses spermatiques n’est donnée dans cel article »
(cf. o).

La technique de cinématographie rapide de Lowxnes a semble t-il donné
des résultals inléressants (avec 60 clichés/seconde et un temps d’exposition
de 1/8.000 seconde), cel auteur trouve en moyenne 6-12 battements avec diffé-
rents Flagellés. RoruscinLp (506) fait deux objections & des techniques de cel
ordre : « Premiérement, c’est extrémement long ; deuxiémement, &4 moins
ue de grandes vitesses de tilmage ne soient utilisécs. il peut ne pas étre pos-
sible d'identifier un spermatozoide défini sur les clichés successifs. » Celle
deuxiéme objeclion ne peut étre retenue toutefois pour le travail de Lowxpes.
Plus important, & mon avis, est le coté onéreux de la méthode, inconvénient
que souligne aussi Rotusciiin. En somme, la stroboscopie et la cinémalogra-
phie ultra-rapide paraissent pouvoir convenir. Rorascuiip a toutefois suggéré
el mis en application une nouvelle méthode de mesure de la vélocité des sper-
matozoides de Taureau (507). cette méthode a 'avantage sur la cinématogra-
phie ordinaire ’étre environ 5o fois plus rapide. La nouvelle lechnique est
également cinématographique, mais c’est une cinématographie lente (vitesse
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de prise de vues : /4-10 clichés/seconde) et les mesures sont donc indirectes,
impliquant des calculs, fondés sur le principe de la probabilité apres effet.
Elle a été inspirée & Roruscuiup de la fagon suivante : « Dans la revue de
CuaNprA-SERHAR sur les Problémes stochastiques en Physique et en Asiro-
nomie, il existe p. 89 la note infrapaginale suivante : « Furta compte systéma-
tiquement, toutes les cinq secondes. .. le nombre de piétons d’une rue encombrée.
[l est amusant que par des comptages systématiques de cette sorte faits par
Furta, il soit possible actuellement de déterminer la vilesse moyenne d’un
piéton. » Connaissant : 1) la vitesse de prise de vues; 2) le nombre de sper-
matozoides 4 chaque cliché réunis dans un cercle de rayon connu, on déter-
mine la vitesse moyenne des spermatozoides en appliquant I'expression :

¢ =3.6169 r/ log (1— 32/2n)

ol : < est le temps en secondes entre clichés; n est le nombre moyen de sper-
matozoides dans le cercle ; 32 est la valeur moyenne des carrés des différences
entre les nombres consécutifs. Je ferai remarquer que le terme 32/2n est de la
méme forme que 6%/2/ qui esl I’'expression du temps moyen pour que, dans
I'étude du mouvement brownien selon Furra précisément (voir (208)), une
particule passe indifféremment d’une élongation + b ou — b a partir d’un
point d’une ligne origine équidistante de + b et —&; k est le coefficient de
diffusion relié au carré moyen du déplacement particulaire dans le temps ¢ (en
secondes) par I'expression xr=2 kt.

RoruscuiLp (507) pense que sa méthode « peul étre appliquée a tout sys-
téme d’organismes qui se meuvent dans des directions aléatoires, dans une,
deux ou trois dimensions ». Je ferai lrois remarques a ce sujet :

1° lorsque le probléme consiste & mesurer la vitesse de spermatozoides
aérobies, il se complique de ce fait qu'entre lame et lamelle la concentration
en oxygéne diminue rapidement. entrainant une diminution du mouvement
jusqu’d son arrét ; le résultat de la mesure repose alors en grande partie sur
le volume de la goutte, sur la surface définie par la lamelle et sur le lieu
d’observation (centre ou bordure de la préparation) ;

20 Roruscuirp décrit sa technique de la facon suivante (500) : « Du sperme
de Taureau était dilué au 1/4 avec un tampon phosphate (0.6 g. KH.PO, et
6 grammes Na,HPO, dans 300 millilitres d’eau) contenant 5 milligrammes
de fructose/millilitre. Une goutte de ce sperme dilué était placée sur une
lame de microscope et une lamelle n® 1 (7/8 X 7/8 pouce) trés doucement
posée sur le sommet de la goutte. La dimension de la goutte était telle que,
la lamelle étant mise sur son sommet, la goutte se répandait exaclement
jusqu’a la bordure du plus grand cercle qui pouvait étre inscrit par la lamelle,
sans qu'aucune pression soit appliquée. » Ce dernier point est important car
on congoit que ces spermatozoides nageant alors dans un plan sont particulié-
rement sensibles aux variations de pression. Or j'ai pesé un grand nombre de
lamelles de microscopie provenant de mémes boites commerciales el jai pu
constater que le poids de chacune d’elles pouvait varier du simple au double.
Voici mon protocole :

Lamelles rondes, ¢/ — 20 millimétres # 50 p. Pression almosphérique :
765-767 millimeétres Hg. 0 =25° C = 0°1 C. Les lamelles sont prélevées avec
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des pinces & michoires en corne, essuyées superficiellementavec du papier dit
« cleaning paper » et débarrassées de toute poussiére en les plongeant succes-
sivement dans des bains d’eau bidistillée, d’¢thanol absolu, d'éther sulfuri-
que. de collodion & P'éther. Aprés séchage. la pellicule de collodion est retirée.
avec des pinces fines. de la lamelle qui est alors pesée sur une balance
dau I/ltnv,

Remarque. — Une cause d'erreur dans la statistique pourrait se trouver
dans la sélection inconsciente des lamelles liée & leur fragilité : les lamelles
les plus légeres ¢lant les plus fragiles, an cours des m.mlpulalluns il ya
plus de chance de les casser. Toutefois de tels accidents sont rares et, dans le
tableau HI qui reléve une série de pesées faites dans Fordre de présentation
des lamelles dans leur emballage, les accidents ont été marqués d'un asté-
risque et, comme on peut le voir, les lamelles brisées étaient également pesées
apres en avoir rassemblé Lous les débris.

TasLear 111

(poids en grammes ; lecture verticale).

"0,13066 '0,1323H "0, 1480 'o.16110 '0,12100 "u,16300
0. 14554 u, 14075 0.15275 0,1257H 0,13940 0,13530
0.11033 0.12420 0, 12095 0,16340 0.0948H 0.'8(3D
o, 1188 0,13120 o,11b1o 0. 14605 0, 18645 o.1 4ho
0, 11495 0, 17965 o.t1ia0 0 o, lexu 0.12005 0.13370
0,16845 0.09978 o, 440 0.,15700 v, 16430
0, 10H08 0. 10060 0.15065 c),lhboo 0. 13800 O, 12001
0,10715 0,12020 0, 15050 o,111go 1 o, 13510 0.10030

0, 1obHo o.14430 0, 14540 0.1400) 0. 15880

0.13210 0, 1h9y7 0, 08630 0,11200

0. 10440 o.1'27)

0.15030

Done pour que cetle cause d’erreur n'intervienne pas dans loute mesure
rigoureuse il faut :

— soil que le milieu dans lequel évoluent les spermatozoides anaérobies ail
une viscosilé telle qu'ils soient insensibles & des variations de pression de
Fordre de celles qui sont calculables (P mm?® ou P/3) & partiv des chifves
gravimétriques ;

— soit que le poids de la lamelle utilisée ait été préalablement détermind.

30 La technique est inutilisable lorsque les spermatozoides sont agglutings,
comme cela est le cas en présence de fertilisine.

lIl. — Types de mouvements.

Le point délicat de toule mesure de la motilité des spermalozoides
d'Oursins dans les conditions ordinaires, est la sensibilité de ces cellules &
I"anoxybiose. Lorsque, entre lame et lamelle et & température du laboraloire,
on examine une suspension fraiche de ces spermatozoides (A. lerula ou

lividus) on conslate qu'au début, les spermatozoides libres progressent
rectilinéairement ; puis, aprés un certain temps, (ui dépend particuliérement
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de la concentration spermatique, les mouvements prennent un caractére gira-
toire : les spermalozoides pruwrcsson( selon des spirales. d'abord de rayons
larges puis de plus en plus étroits; enfin le mouvement, plus oun moins sac-
cadé, devient vibratoire et alors le spermalozoide ne se (lepl.u e presque plus.
Lorsque ce mouvement o-cillatoire sur place a cessé. je considére que le sper-
maltozoide est en repos. Ces mouvements paraissent universels pour les sper-
maltozoides flagellés, el les indices de Warrox (ef. 170) pour les sperma-
tozoides de Mammiferes sont fondés sur la distinction de ces types de
mouvement ; quanti MiLovavov (ef. 170) il distingne 3 élals pour les sperma-
tozoides de Vertébrés . motilité. repos. mort. Nous verrons 'importance de la
distinction entre ces deux derniers états pour les spermatozoides d’Oursins.

Remarques. — 1) Tous les spermalozoides d'une méme suspension ne sonl
pas dans le méme ¢élat cinélique. Ainsi, sila grande majorité se lrouve en
mouvements spiraux amples, on en lrouve encore cn mouvement rectilinéaire
et dautres sont immaobiles ou peu mobiles.

2) Le repos des spermatozoides obtenu par « vieillissement » de courte
durée entre lame el lamelle doit ttre distingué de Paffaiblissement obtenu
par vieillissement prolongé en milieux oxygénés (voir plus loin).

Considérons maintenant que pour mesurer directemenl un mouvement
rapide. on peul soit le saisir rapidement (cinématographie) soil le freiner
d’une fagon connue.

Jai cherché i utiliser cette deuxiome allernative avee les spermatozoides
d"Onrsins. Pour cela le freinage ne peut dtre que d'ordre physique car toule
perturbation d’ordre chimique aurait des retentissements imprévisibles surun
matériel hiochimiquement mal connu. J'ai pensé & me servir de milieux géli-
liés de viscosilé connue. on pouvait ainsi espérer pumuu atteindre par caleul
la force motrice des spermatozoides : il suflivait en principe de ddélerminer
par titonnements le milieu ralentisseur limite, de viscosité définie, qui stoppe
immédiatement la progression de la majorité des cellules considérées. Mal-
heureusement. avec des spermatozoides ’Onrsins, ni la gélose, ni la gé atine
ne peuvent convenir car le calcium de I'eau de mer se fixe & la "vloso —el
on sait 'importance de cet ion dans la motilit¢: spermatique — et activité
protéasique des spermatozoides 'Oursins (Jacosy. Luxnsran) rend inulili-
sable le milieu g¢latinisé.

Mes tentalives en ce sensn’ayant pas abouti jai toutefois utilisé des milicux
gélifids dans Uestimation de la vitesse des spermatozoides d’Oursins, non plus
pour chercher i en ralentir le mouvement, mais afin ’assurer une compen-
sation des pressions auxquelles sont soumis les spermatozoides entre lame ct
lamelle (matelas) et surtout pour obteniv un étalement régulier de la goutte
spermaltique de telle sorte que leurs mouvements se fassent réellement dans
un plan. Je procede ainsi :

Sur une lame porte-objet on étale une couche mince d’une substance hydro-
phobe (silicone on vascline), Cet étalement se fait & Paide d'un papier type
« cleaning paper ». Avec une pipette distribuant des goulles calibrées, on
dépose par exemple 1/10 em® du sol gc¢lifié qui prend aussitot sa sphéricité
maximunm. A laide d'une pipette capillaive, on dépose sur le sommet de cet
hémisphére une microgoutte (par exemple 6.4 mm?) de la suspension sper-
matique : sous l'influence des forces interfaciales cette microgoulte se répan-
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dra au maximum. Aussitdl apres on dépose 110 em? du sol d'agar sur celle
couche laminaire et on presse simultanément sur le houton-poussoir «'un
chronométre (soit Z,), puis on couvre ce sandwich d'une lamelle de poids
connu. L'observation microscopique se fait d’une fagon satisfaisante en utili-
sant la combinaison oplique : oculaire micrométrique 7 X objectif 20. Pour
les mouvements rectilinéaires on suit la progression des spermatozoides choi-
sisau hasard le long de ’échelle micromdtrique facilement déplagable.

On conslate qu'au stade sprrales courtes. la Lile de nombreux spermalo-
zoides, lixés par la région distale de leur flagelle, suit un mouvement de
rotation régulier, le cercle ainsi décrit n'a pas un diamétre supérieur i 35 .
avee une vilesse circonférentielle grossiérement constante ; la rotation se fait
dams le sens trigonométrique.

E.xxemple de mensuralions. — Soil :

Milieu gélilié : agar lavé & ean douce puis bidistillée et séché a 6oo G. Concen-
tration du gel : 0,5 0/0 en eau de mer filtrée, avant liltration a chaud sur papier
spécial dit « a gélose ». Sandwich = 1/10 cm?® inférieur-1/10 cm? supérieur.

Spermatozoides frais d’A. lizula obtenus par ponte chirurgicale et dilués dans

de I'eau de mer filirée (A-“'.M:L',".“ sy =30) ; micro-goutte de 8 mm?.

Lamelle ronde de 20 millimétres de diameétre, p = 0,15043 g.

i — 22,50 (.. Observation contlinue au centre de la préparation. On observe :

i 4y + 30 secondes, 100 u sont parcourus rectilinéairement en : 140 tierces,
qo tierces, 6o Lierces, 5/ tierces, 3o tierces.

On note immédiatement la grande variabilité dans la vitesse de translation
des spermatozoides, toutefois 30 et 5o tierces sont les valeurs (ue J’ai retrouvées
le plus souvent :

i, -+ 5 minutes : mouvements circulaires de 20 » de diamétre affectant la
majorité des spermatozoides ; vitesse de rotation : 2 tours/seconde soil environ
7,5 millimétres,/ minute, ce qui est une valeur différente de celle trouvée par
Butter (65), mais les conditions exactes de I'expérience de BuLLer ne sont pas
connues ;

i ly 4 1o minutes : début du mouvement vibratoire trés rapide (je n'ai pn
compter le nombre de vibrations) :

A fy 4 14 minutes, on peut compter les vibrations des tétes spermatiques :

50 oscillations doubles/2h secondes

W » » o [26 »
ho » » /20 »
ho » » /"/,IO »

soit environ 1,7 oscillation double/seconde :
a ¢, - 20 minutes, arrét quasi général de tout monvement.

+3F

En présence d'eau de mer ovulaire de concenlralion A‘,..f;,l‘:l'm_ My == T4.7
(préparation montée sur la méme lame porte-objet, & coté de la préparation
en cau de mer ordinaire (handicap d’observation : 12 secondes)), je nole :

10 Une vitesse reclilinéaive moyenne acerue que je n'ai pu mesurer avec
suffisamment de certitude mais d’environ 1o o/o supérieure aux témoins;
»0 une prolongation de la durée de chacun des types cinétigques. par exemple
au temps /, 4 1o minules (\'uir ci-dessus). les spcrnmlozn‘idos en eau (e mer
ovulaire étaient encore, pour la plupart. au stade spirales étroifes prédo-
minant (poids de la lamelle : 0,15125 g.). Les essaims spermatiques ¢taient
peu nombreux et groupaient peu de spermatozoides.
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Remarque. — Les mouvements spiral et circulaire dans le sens trigono-
métrique laissent entendre. comme Pavail déja suggéré WinsLow. que le
spcrnmlnxo'ide doit présenler un certain -_J,nu('llisscment structural. On peul se
demander d’ailleurs si ce profil nest pas acquis au cours de la natalion en
correspondance avee un déplacement, méme faible, de la picce intermdédiaive
amenant une déséquilibration de la cellule spermatique.

IV. — L’allélostasie.

On sail que Gray a émis I"hypothése que les spermaltozoides devaient leur
immobilit¢ dans le sperme non dilué (« dry sperm ») @ un empéchement
spatial réciproque conséquence de leur concentration; il n’y a en aucune tenta-
live pour vérifier celte h_\'pulhése. Je ralnpulln- que RoruscniLn a montré que
lorsque la lension d'oxygene devenait suflisante. les spermulum'ides du
« dry sperm » devenaient mobiles el mes expé-
riences sur la tencur en substances réducliices /Air
du sperme ((549) el passim) vonl dans le mcéme
sens, laissant ainsi entendre que le potentiel
d'oxydo-réduction du « dry sperm » doit étre bas bouchon de
(cf. D) et qu’il doit en étre de méme dans les tes- caoutchoue
Licules. Jai toutefois tenté de voir ce qu'il en était
de I'hypothese de Gray. allélostasie, gue on
peut considérer comme Pinverse de Pallélocata-

Ivse (420) (181). Ma tenlative revenail & concentrer

des sp(-r‘nmlnzu'i(l('s mobiles (done dilués dans de

I'eau de mer) el & voir si conséeulivement i celle i
concentration se produisait la cessalion des mou-

vements. On pouvail penscr utilement a la centri- 1
fugation mais j ¢lais prévenu par de nombhreuses
expériences (passim) contre celle technique qui
lese les cellules en amenant particulicrement la
séparation du flagelle du reste du corps spermali-
que. Fn cherchant alors dans une autre divection
je me suis appliqué & metre en auyre Vultrafil-
lration. !

L.e montage utilisé était le suivant (cf. schéma  coupe longdtudinale
ci-contre) : on monte un sac de collodion sur une edione
bouteille sans fond ; de facon continue on injecte
de Pair par le goulot en se servant d’un petit pulseur électrique (type « Bel-Bul »
pour aquarium). Pendant la durée de I'ultrafiltration on plonge le sac dans
de Leau de mer constamment renouvelée; jai en cffel remarqué (uune
altrafiltration & l'air ne convenail pas : les spermatozoides résiduels ne sonl
pas réanimables (les sels de I'eau de mer cristallisent en dehors du sac en le
hérissant de fines aiguilles).

Résultats. — s dépendent. semble-t-il, de la durée de Nultrafiltration qui
chasse 'eau de mer. Ainsi examinons deux expéricnces :

19 Spermatozoides dArbacia lizala (ponte par section pendant 16 minu-

e SIc
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Les) (10 pontes réunies), dilution par de I'can de mer filtrée aprés 2 minutes
(047 + N g total ‘em?® % soit £;). Donne des essaims avee de I'eau de mer
ovulaire spécilique d'une durée de 12 minutes (cau de mer ovulaire
A}.,;','f,'(':,' v =06.5). Le test de Fécondation pratiqué avee 1/10 em® 1o em® Q
de 20 minutes d'une suspension renfermant environ 10.500 @ /fem?®, donne
20 o/o de stades Il (et 1V) apres go minutes. Volume des spermalozoides a
ultrafiltrer : 1o em®; 0 (eau de mer) : 23°C. Début de la compression
fo + 27 minutes — £,. Arrét /, 4+ 18 heures. Alors : masse seche et bru-
nitre (oxydation?) au fond du sac; aucun spermatozoide mobile. Je resus-
pends dans 1o em® d'eau de mer filtrée (il faul pour cela frotter le sac &
Iextérieur entre le pouce et Pindex en le remplissant de quantités lentement
croissantes d'can de mer jusqud 1o em?) @ beanconp de spermatozoides sont
réanimés, la plupart sont cependant immobiles. En présence de la méme eau
de mer ovulaire que 18 heures auparavant (conservée it 4° () : agglutinals
microscopiques el réanimation trés faible.

Fécondation (230 C:; (. + 18 h. 10 mn.) selon les rapports de concentration :
1/1tocm? /10 cm® d’une suspension agée de 20 minules d’ovules renfermant envi-
ron 12.000 @ /e, 10 Apres Ho minates on note I'existence de gros amas ovulai-
res constitués par des ovules a gangue précipitée (cliché 115 le cliché [ montre
I'aspect d'un ovule de ce type) avec spermatozoides périphériques. Ces amas ne
disparaissent ni spontanément ni par agilation manuelle. Aprés 1 h. 20 mn.
aucun uf n’est clivé, les masses sperme-ovules subsistent (elles ne sont pas
dissocid¢es aprés 12 heures). Le témoin mootre go o/o de stades I1.

Cette précipilation des gangues ovulaires est du type androgamone 11.

20 Spermatozoides .. /irula pontle par section pendant 12 minules ;
10 pontes rvéunies). Dilution par de l'eau de mer aprés 4 minutes,

. I 70 - . -t 2 I'h + 3F . )
SOILL s Moo (. w1, =21),0. Bau de mer ovalaive spéeilique (360, (5. y)= -4 apres
action trichloracétique =/4.2 avec — e. m. o. —) donne des essaims sper-

maliques Lypiques immédials de 45 secondes.

Fécondation (1, + 18 minutes; 24° C: 1 /10 em® /g em® © «l'une sus-
pension renfermanl environ S.200 Q/em?). Aprés 1+ he 20 mn. @ 7 o/o de
stades 11 et IV, Volume des spermalozoides & comprimer @ 10 cm?® ;
ly =1, 4+ 6 minules (cau de mer) — 210 (.

Al + 7 hood mn. o oeréme épaisse. spermatozoides trés serrds mais
mobiles ;

A /y 4+ Sh.o o8mn. @ encore quelques spermatozoides mobiles ;

AZy+ 12 ho 33 mo. : sous rvéserve des considérations sur la gravimélrie
exposces dans le chapitre premier, humidité 2.1 o/o. Motilité nulle. Action
de I'ean de raer ovulaive du matin (24°C) : agrégals immédiats plus ou moins
irréversibles.

Aty 4+ 12 ho 43 mn. @ dilution par I'eau de mer Jusqua 10 em?® amenant
la mobilisation de spermatozoides ; I'allure de ces mouvements esl curieuse,
il semble que des forces de rappel élastiques s’exercent sur les spermatozoides.

Fécondation (fy 4+ 12h. 45 mn. : 240C; 1 ecm3 /g em? d’une suspension fratche
renfermant environ 10.000 Q /em® immédiatement aprés 'adjonction du sperme
le volume est amené & 20 em?® par de I'eau de mer). Aprés 2h.3omn. : # 850/0 de
stades 1T et IV. Aprés 7h. 28 mn. : le développement est arrété anx stades 1l et 1V

mais on trouve encore des spermatozoides mobiles dans la suspension spermatique
comprimée, couservée au Bécher ouvert auprés des récipients de fécondalions.



Cliché 11 (G #~ l-l).

Cliché 1.
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Ce qui est remarquable dans ceue derniere expérience c'est (qu’il ne semble
pas y avoir en ('extraction importante d’androgamone Il car je n'ai noté la
présence dancune gangue préeipitée et d’aucun amas ovulaire. Toulefois la
viscosité du milicu paraissait ¢levée : forees de rappel, freinage rapide des
courants cellulaives entre lame el lamelle. Celte viscosilé est peul-étre le fait
d'une présence anormale Cacide désoxyribonucléique spermatique dans le
milicu.

De Pensemble de ces expiériences. il ressort que :

— laltrafiltration poussée aflecte 'intégrité des spermatozoides, véduite. elle
parait un bon moyen — voire le seul — pour reconcentrer le sperme dilué ;

— l"ultraliltration par compression d'air pourrait apporter un argument en
faveur de la théorie de Tallélostasie si NFaugmentation de la viscosité du
milicu redilué ne laissail pas supposer une réaction inter-spermatique non
uniquement physique.

V. — La mesure indirecte de Pactivité spermatique.

Nous aborderons maintenant 'examen des criteres métaboliques du pou-
voir fécondant qui sont liés a la quantité de spermatozoides vivants d'une
suspension donnée. ce qui revient, pour des spermalozoides Hagellés, & éva-
luer indirectement leur potentiaiité cinétique. J'ai pour cela utilisé la micro-
respirométrie selon Warsura et jal adapté aux spermatozoides d’Oursins un
test qui donne des indications paralleles & celles de la respirométrie el qui,
quoique moins précis, permel de rendre des services dans le problome qui
nous oceupe grace a sa simplicité et a sa rapidité. Ce test est celui de la
réductase qui est déja utilisé en spermiologie de Mammiféres (57) (5y2)
(el 170).

Ainsi la respirométrie et activilé réductasique constituent les deux eriteres
que jai choisis comme coordonnées métaboliques du pouvoir [écondant. Clest
ah eriteres cependant que je smis parvenu pour définie d'une fagon néces-
saire el suflisante un systéme spermaltique, ils seront exposés et discutés dans
le prochain chapitre. Je justilierai ici 'emploi des deux critéres métaboliques.

1. Ltespiromélrie. — 11 0’y a pas toujours de relation entre la motilité
spermalique des spermatozoides d’Oursins et leur inlensilé respiratoire,
Fexpérience de Roroscinen et Tyier (637) en a administré la preuve. Mais
on peut arguer que la fécondation chez les Oursins se fait normalement en
acrobiose. Cependant la encore la relation n’a pas paru divecte, Rorcasuinn
écril & ce sujet (497) @ « Une déeroissance considérable dans 'utilisation
d'uxygene peut prendre naissance sans que la motilité soit par la réduite.
Rousie (1949) est venu a la méme conclusion en observant Paction du cya-
nure sur la respiration et la mobilité des spermatozoides d".\. punctulata.
Lutilisation d"oxygéne n'est done pas un indice sans ¢quivoque de L mobi-
lité. » Je suis en plein accord avee cette conclusion, tontefois il Faut remar-
quer que ce qui imporle. au regard du pouvoir [fécondant, ¢’est moins la
valeur absolue el actuelle de la respiration el de la molilité des sperma-
losoides, qui est leur valeur polentielle, que leur valeur réalisée, relative
aw milica dans lequel ils accomplissenl lear fonction, cesl-a-lire le
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milien ovulaire, ¢’est-i-dire encore. en présence de fertilisine. Clest je pense
le point le plus important de toute la physiologie de la fécondation que de
considérer les spermatozoides non seulement dans leur vie propre maisencore
dans leur vie fonctionnelle dont la définition doit étre quantitativement éco-
logique. Je démontrerai ce point de vue au cours des 3 derniers chapitres de
mon travail expérimental.

2. Activilé réductasique. — Comme nous le verrons elle est paralléle a
Iactivité respiratoire el en conséquence passible des mémes observations que
celte activité respiratoire. En dehors de son emploi avee des spermatozoides
de Mammiferes, Rornscinen a utilisé une fois la technique de Trnoxsera avec
des spermatozoides 4" escalenlus (657). Jentends paractivité réductasique
une aclivité enzymatique (Paction disparvait par chauffage) elobale mobilisant
des électrons (déshydrogénases de différents types) Pour la pratique de celle
réaction, jai d'abord procédé en tubes Thunberg et apres Pobtention d'un
vide moyen (par une trompe a eau), mais j'ai finalement utilisé, sans adjonc-
tion d’agar. la technique simplifiée de Frippyax et Hovrasnen (cf. 174) qui
consisle a travailler avec des tubes & essais ouverls (tubes de 17) en Pyrex.
[Xn présence air le résullat obtenu parait plus directement utilisable comme
eritere de pouvoir fécondant des spermatozoides ’Oursins qu’en son absence.
Il faut évidemment utiliser des tubes de méme taille (en hauteur el en sec-
tion). Ma routine expérimentale consiste & placer d’abord 1 em?® de la solution
de bleu de méthylene (B. M.). géndéralement & 0,02 o/o en eau de mer liltrée.
et & ajouter 1 em® de la suspension spermaltique a éprouver en agitanl cons-
tamment pendant Padjonction cellulaire. Les tubes sont placis i une tempeé-
ralure définie el observés par transparence avee une lumicre dont 'intensité,
mesurée avee apparcil « Avca », était de Pordre de 175-300 lux. Un lémoin
conslitué par 1 em?® de la suspension spermaltique utilisée -1 em® d'eau de
mer filtrée donne la teinte de décoloration. Cette décoloration est d’ailleurs
partielle en opérant comme je viens de le décrive, il reste loujours une zone
eylindrique surnageante bleue, dont I'épaisseur n'excéde pas généralement
o millimetres. Je note le début de la décoloration (au fond du tube : teinte
arise) et la lin de la décoloration (équivalence de teinte dans la masse sous-
annulaire bleue avec celle du témoin).

Limilations de la lechnique. — 1) Pour les suspensions spermaliques
trés diluées la correspondance avee la respivomdétrie ne peut se faire car la
durée de décoloration est ou trop grande ou la décoloration nulle ;

2) la respiration ¢l la motilité peaventavoir cessé tandis que I"activilé réduc-
lasique peut élre conservée dans certaines conditions pathologiques (497);

3) en présence de substances colorées la technigue n’est pas utilisable;

4) quand il se produit de gros agelutinats spermatozoides-fertilisine,
ceux-ci tombent au fond du tube, détruisent I'homogénéité de la suspension el
rendent délicate Uinterprétation du temps de décoloration.

Remarques. — 1) Ni l'eau de mer ovulaive ni la fertilisine purifiée
&AL lieala on de P lividus ne se sont trouvées posséder ane activité rédue-
trice vis-a-vis du bleu de méthylene en eau de mer ou en cau hidistillée de la
concentration de 0,2 o/o & celle de o.001 0/0;

2) A 0.02 o/ en can de mer, le blen de méthylene ne geéne pas la formation
des agglutinats typiques spermatozoides-fertilisine ; les simrnnuluzu‘[d% restlent
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mobiles ce qui est en accord avee les observations de G. et T. Hertwic (271)
qui montrent que ce colorant ne détrnit pas le pouvoir fécondant ;

3) un autre critére métabolique aurait pu étre mis en auvre, celul de la
calalase par exemple. Je I'ai pris en considération dans un assez grand nombre
("expériences mais jai préféré sérier les criléres el m'en tenir aux aclivilés
respiratoires el réductasiques, qui sonl fondamentales et liées. plutot que de
multiplier des indices qui ne trouvent pas une justification pralique certaine.

Applications. — \. — L'expérience exposce ici ne vise pas i élablir une
relation métabolique-pouvoir fécondant, elle conslitue un exemple de fiche
signaletigue d'une suspension spermalique s de plus elle traite de la ques-
lion du role pro-respiratoire de I"échinochrome en relation avee ses propriélés
gamonales (cf. historigque).

Protocole. — 1) Speematozoides AL [Srala obtenus par ponte chimique
(10 miies) et favés une fois par de leau de mer (centrifugation a 1.200 lours/minulte
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Fig. VIL

pendant 10 minutes : spermatozoides mobiles aprés re-suspension); suspension
110
~h70 (K0

1 em? de celle suspeasion spermatique a I'dge de 420 minutes décolore 1 em?
d'une solution de bleu de méthyléne (0.02 ofo en eau de mer) + 1 cm? d'eau de
mer en 3 mn. 4os. a 240 C 1andis qu’elle le décolore en 2 mn s. en présence
de 1 em? d'ean de mer ovulaire renfermant 16 4 N Q totalem®; 1 em? de cette
suspension spermatique libére 168 mm® O, aprés 5 minules d’incubation & 280 C
en présence de 2 em® de perborate de sodivm & 1.5 0/0, pll 8.

2) Substances mises en jeun :

— conlroles : eau de mer (1 em? renfermant 5,6 4 N total):

— fertilisine d°A. livala extraite par I'acide trichloracétique N/2 et décolorée
par 4 dialyses successives contre de Pean douce (pH 7,3) puis de I'cau de mer
courantes en présence d’acide trichloracétique (1 em? =196y N @ total) :

— fertilisine d’A. (rzala provenant de la premicre extraction trichloracétique

agée de 112 minutes au début de Pexpérience @ A = 435.
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(des ovules) et dialysée contre de I'ean douce puis contre de I'eau de mer cou-
rantes (1 cm® =23 7y N Q total : 83310 By = 240).

3) Conditions :

— température du thermostat : 250 ( ;

— soude 4 30 0/0 : 3/10 cm?;

— gaz : air;

— vilesse d’agitation : 100 cycles/minute.

La figure VII indique les résultats.

Ainsi. on ne peut noter de différences significatives (par rapport & I'azote)
entre l'accroissement de la consommation d’oxygene des spermatozoides sous
I'influence de la fertilisine spécifique trés colorée et décolorde. Ceci montre
(que :

19 I'échinochrome n'a pas de role pro-respiratoire contrairement a4 ce que
Frizomeiyn avail avanceé; Lenerer avait déja classé délibérément (337) I'échi-
nochrome dans les colorants sans fonction respiraloire ;

20 |"activation métabolique des spermatozoides d'A. lizula sous Vaction de
la fertilisine spécitique ne parail pas devoir étre attribuée a I'échinochrome.

Je souligne que cetle démonstralion n'a pu &tre apportée que grice &
'emploi de mes préparations de fertilisine ll‘ichlm'ncétique d’extraction ovu-
laire qui sont (rés riches en échinochrome stable et pouvant étre aisément
éliminé.

B. — Action de milicur anormaur powr les spermatosoides sur leur
aclivile réductlusique :

1) Aetionde Uean bidestillée : soiu (5 =230 () :

@) des spermatozoides d’4. /rrvala (ponte par section, 3 males) agés de
Joo minutes au moment des essais 1 Ay Y o = 260
: w70 (K.

b) de la fertilisine décolorée d'.A. lixula (_\)‘47:;1,“\7"3}7 = 154) en eau bidistillée
(done agglutinant irréversiblement les spermatozoides d’A. /irula (cf. p.34):
¢) une solution de blea de méthyléne (B. M.) & 0,02 o/o en eau bidistillée:
Le systeme 1 cm?® B, M. + 1 em?® HoO bidist. + 1 em?® o est décoloré en
18 minutes.
Le systeme 1 em3 B. M. 1 em? fertilisine 4 1 em® (7 esldéeoloré en 22 minutes.
Le systéme 1 em® B. M. -1 1 cm3 eaude mer |- 1 em3 (7 estdécolore en 5 minutes.
2) Aetion du liquide peériviscéral (ponte par KCl) (~ agés de 136 minutes au
momient des essais (A)~"|7;l'(-' =71);

B T, n .. N 2Ph —3F
cau de mer ovulaire de 2. lividus (A0 1K)

bleu de méthyléne a4 0,02 0/o en eau de mer;

liquide cavitaire frais (<15 minutes aprés Uextraction du corps de deux ani-
maux () par découpage du péristome) :

— 1 cm? B. M. + 1 cm? eau de mer - 1 cm® (¥, décoloration en 16 minutes ;

— 1 em?® B. M. 4 1 em?® eau de mer ovulaire 4 1 em® &, décoloration en
11 minutes ;

— 1 emd B M. b0 oem? liquide périviscéral - 1 em® 7, décoloration en
23 minutes.

—=100):

C. — Determination de la purification trichloracétique de la ferti-
lisine.
Soit (6= 240 () ;
B. Rybak. 5
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— des spermatozoides d’A. /irula (ponte par section) dgés de 190 minules
aprés dilution par de I'eau de mer et au moment des essais (A;.Z_I")”‘K_, = 325):

— de leau de mer ovulaire d'A. lizula telle que 1 ¢cm?® renferme 84 v NQ
total /em?;

— de la fertilisine trichloracétique décolorée par 12 dialyses successives (la
derniére contre de I'eau de mer) ct telle que 1 cm? renferme 7 4 N Q total/em?;

— une solution de bleu de méthyléne a 0,02 0/o en eau de mer.

On trouve que :

— 0,5 em® B. M. - 1 ¢cm? eau de mer 41 em?® & est décoloré en 10 minules ;

— o,5em? B. M. 41 em?® cau de mer ovulaire + 1 ecm? & est décoloré en
6 mo. 45 s.:

— 0,5cm3 B. M. + 1 em¥ fertilisine 4 1 em?® J est décoloré en 6 mn. 3o s.

Done : pour une vitesse de décoloration du méme ordre, par rapport a la
leneur en azole lolal, la fertilisine d’extraction trichloracétique était 12 fois
plus active que 'eau de mer ovulaive quant a lactivation de la propricte
réductasique du sperme.

TaBLeav V

Temps

Systemes ’ .
|t 4 15 minutes fo— 1 h. 54 mn. | fo -2 h.4r mn.

Spermatozoides non|Réductase : 8 minu- Réductase:3minutes, Réductase:fminules,

laves : tes, lertilisine :| fertilisine : agglu-|  fertilisine : agglu-
(A 110 —325) agglutinats de| tinatsde 85 sccon-| Llinals de 48 sccon-
My70 (K)— 2500 80 secondes. | des. | des.
I —— | |
Spermalozoides o fois : 1 fois 2 fois :
lavés. Id. |Réduclase:2mn.fos., [Réduclase:3mn.dos.,
fertilisine : gros| fertilisine : agglu-
agelutinals de| tinats irréversibles,
120 secondes : < immobiles :
{ _1/10__ 10 p
| ‘A/-ho —300). (A 70 = 350).
Temps
Syslemes -_—— —-
fy+-3h.a2mn. fi+5h. 18 mn. fy + 7 h. 22 mn.
Spermatozoides non|Réductase:fminules,|Réductase 5 minutes,|Réduclase:6minules,
lavés : fertilisine : agglu-| fertilisine : agglu-| feriilisine : agolu-
'_\.l 0 — 335) tinals de 50 secon-| tinats de 4o secon-| tlinals de 20 :ccon-
7470 (K)— * des, des. des.
Sjpermatozoides 3 fois : 4 fois : 5 lois :
laveés. Réductase:8minutes,|[Réductase:8 minutes,|Réductase : 23 minu-
fertilisine : agglu-| fertilisine : agglu-| tes, ferlilisine
tinatsirréversibles.| linats irréversibles.| agglutinats irréver-
110 110 sibles.
(Ay/50 =2a70). (&34~ "= 310). ibles
70 ! hhy70 Ay M0 o
{ IJ”() =139 )'
|
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D. —Influence de la centrifugation el de Uullrafiltration sur Uactivilé
reductasique des spermatozoides.

1) Cenlrifugation. — Spermatozoides d’A. lizala de ponte chimique, dilués
par de l'can de mer & ¢, (_\-,_5.7:)"“\._‘
(6= 240 C);

— centrifugeuse électrique a atlelage mobile (r (repos) =17 centimétres);
vilesse : 4.700 tours/minule ; durée de chaque centrifugation 15 minutes ;

— bleu de méthyléne (B. M.) & 0,02 o/o en cau de mer.

Un lavage est constlitué par une suite d'opérations telle que : centrifugation,
décantation du surnageant, remise en suspension rapide dans de 'eau de mer en
agilant légérement avec un agitateur en verre Pyrex.

= 323), 20 cm?® centrifugés a chaque fois

N. B. — La concentration spermatique n’est pas réajustée exactemenl a la
valeur initiale de fagon a effectuer les essais le plus tot possible aprés la remise
en suspension. La comparaison des vilesses de décoloration, des densités opti-
ques et de I'agglutinabilité rend cependant I'ensemble de 'expérience suffisam-
ment démonstrative. Le tableau V reléve les résultats.

Conduile des lests () =240 () :

— Réductase : 0,5 cm?® B. M. 0,02 0/0 4+ 1 em? eau de mer 41 em?®  ;

— agglutinabilit¢ : 1 em¥ g 41 em? fertilisine d°A. lirula & g2 N Q
total/cm?:

— action du succinate de sodium o,1 N (pH #8); a {, + 10 h. 0g mn.

1 em® B M.+ 1 cm® eau de mer -1 em?® 7 lavés 5 fois (A;‘;m',nzzgh'):
51 minultes :

5 [o R

1em? Bo M. +— 1 em¥ succinate + 1 em? F lavés 5 fois (3%50 = 298) 11 minutes.

Conclusions. — Jai démontré ainsi que les centrifugations lesent les sper-
maltozoides. Il existe une succinodéshydrogénase mais je n’ai pu la mellre en
évidence dans des spermatozoides intacts el frais.

2) Ullra-filtralion. — Par exemple, avee la préparation spermalique qui
a fait Pobjet de I'étude de concentration par compression (p. 6o), I'activité
réductasique. & 23° (et a /, 4+ 16 minutes (done avanl compression) élait,
pour un systeme @1 em® Bo M. ooz 00 en ean de mer 4+ 1 em® o, ce (que
monltre le tableau VI.

Tasreav VI

| Début de la décoloration Fin de la décoloralion
|
) |
Tubes de 17 (étroils). . . 95 secondes 210 secondes
Tubes de 19 (larges) . . . 150 secondes | 270 sccondes

Apres 18 heures de compression. la durée de décoloration, dans les mémes
conditions (u'initialement. étail indiff¢remment en tubes larges ou élroits :
23 minutes (début)-26 minutes (lin).
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Conclusions. — L'ultra-tiltration prolongée lese done les spermatozoides
comme on avail pu le coustater autrement (p. 60), et le test de la réductase
est probant bien qu'en loute rigueur Ja remise en suspension de spermato-
zoides longuement ultra-filtrés ne donne pas des suspensions de méme homo-
généité que la suspension initiale.

De l'ensemble des expériences dont il a GLé fait état ici, on peut conclure
que le test de la réductase est utilisable comme test de vitalité des spermalo-
zoides d'Oursins.



CHHAPITRE V

GERONTOMETRIE SPERMATIQUE

La mort n'est donc pas inhérente a la vie el ne peut
I'étre puisqu’elle en est la négation. La vie est
éternelle pour autlant que les conditions favora-
bles du milieu se maintiennent constantes. La
mortalité d’un Métazoaire est un accident de cul-
ture, si I'on ose s'exprimer ainsi, due aux lentes
altérations de son milieu interne. D’abord favo-
rable & la prolifération des cellules aux stades
embryonnaires, il s’intoxique lentement et préco-
cement pendant la croissance, limite la proliféra-
tion des cellules qui se différencient et se spéciali-
sent, ralentil progressivement leurs aclivités el
finit par les suspendre, de telle sorte que l'orga-
nisme suit un eycle qui se répéte inéluctablement,
le conduit a la vieillesse puis a la mort inexora-
ble. Dans une certaine mesure, les cellules germi-
nales échappent i cette mortalité somatique.

P. BRien,
La pérennité somatique.

Depuis un siccle (1846) que les biologistes pratiquent des fécondations arti-
ficielles chez les Oursins, on ne s’est que peu inquiété de définir I'dge des
suspensions spermatiques utilisées, qui constitue pourtant un des facteurs
essenliels conditionnant le sucees des [écondations. La cause en est sans doule
dans ce fait que les embryologistes emploient « d'instinct » des suspensions
fraiches, encore que cela ne soit généralement pas précisé. 1l n’existe aucun
travail préconisant 'utilisation d’'indications mét riques permettant de caracté-
riser I'état des spermatozoides en relation avee leur pouvoir fécondant. Or il
est urgent d’en venir la car le sperme est un systéme particuliérement labile,
et il est urgeat de le faire en toute rigueur puisque aussi bien les travaux de
Govorors ou de LirLie ne sont que semi-quantitalifs et d'ailleurs unilatéraux.

La labilité spermatique m’est apparue dans touleson ampleur lorsque I'acti-
vité catalasique a été suivie (549). Je reproduis figure VIII les courbes expri-
mant la cinétique de I'activité catalasique apparente de suspensions de sper-
matozoides d’A. lrrula de concentrations et d’ages différents. L’activité
catalasique a été dosée par la technique de FrinstEN que j’ai modifiée avec
T. Gusrtarson (549). Incubation & 27° G ; les chiffres placés en regard de
chaque point indiquent I'age en minutes, au moment du dosage de la suspen-
sion spermatique considérée, compté depuis la dilution par I'eau de mer. Les
courbes A 19,5 et A 4g,2 sont obtenues avec le méme « dry sperm » de base.
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On voil que chaque suspension spermatique esl un cas d'espece, il est impor-
tant de remarquer que les spermatozoides sont obtenus ct conservés en vases
Borrel ouverts sans précaution aseptique. Ces résultats rendent douteuse la
signification des calculs de Rornscuiwn (So1) qui conduisent i estimer le
nombre de molécules de calalase par spermatozoide.

Etant reconnu qu’il est fondamental de définir les coordonnées essentielles
d'un systéme instable, pour les spermatozoides d’Oursins je propose de retenir
les cing criteres de vitalité suivants :

— respiromélLric,

— aclivité réductasique.

— motilité (examen microscopique entre lame et lamelle).

— sensihilité i la fertilisine,

— pouvoir fécondant (pourcentage d'auls fécondds).

ltemarques. — 1) Les deux ln‘émi(‘rs criteres de vitalité ont éé disculés

15

(a/%) la Br) tais) eyl fadte) (al63) asfy)

Warmy 30 ne sesu Fir

10
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o

1
”
s ba
0
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o mm” doxygene libéré —

Fig. VIIIL

dans le chapitre précédent. el je n'insisterai pas. Quant & la motilité elle doit
¢tre examinée a différents grossisscments le plus rapidement possible apres le
recouvrement par la lamelle ; un examen généralement qualitatif suffit.

2) Le test (sensibilité & la fertilisine) porte a la fois sur 'agglutinabilité du
sperme et sur sa mobilisation sous I'influence de la fertilisine. on doit donc
procéder i des observations de durée d’agglulinals ainsi qu’a des observalions
microscopiques de molilité (pour ce dernier examen la technique des trois
goulles doit étre appliquée). Le test de durée d'agglutination est valable ic
puisque d'une part la concentration en fertilisine doil étre délerminde par
ailleurs (en azote total et en hasophilie) el, amené & constater des variations
considérables de la durée d'agglutination pour des spermatozoides d’une
méme suspension, 1l est nécessaire d’en faire état en quelque sorte & rebours.

3) Dans des études comme celles qqui font Fobjet de mon travail le test du
pouvoir fécondant est un moyen et, en tant que moyen, je me suis appliqué
a n'utiliser que des suspensions & nombre connu d’ovules fraichement pon-
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dus et lavés de facon & me trouver a I'abri des modifications temporelles ; en
tant que fin, jai examiné aussi le comportement d’ovules d’age divers en
présence de spermatozoides frais ou dgés. Car dans la détermination du pou-
voir fécondant entrent non seulement en considération Pétat des spermalo-
zoides. non seulement leur nouvelle activité en présence de fertilisine, mais
encore I'état des ovules qu’ils vonl rencontrer.

Ainsi TyLer estime la durée de survie des spermatozoides d’Oursin en se
fondant sur la motilité de ceux-ci dans leurs suspensions et il spécule sur leur
pouvoir fécondant & partir de cet étal. Or. jinsiste sur ce point, des sperma-
lozoides peuvent étre immobiles dans une suspension placée dans des
recipients donnés el des .\'/;ernu'ltosoi'(/:’s aliquoles peuvent élre mobiles
dans d'aulres récipients. De plus. des spermalozoides peuvent élre tnmo-
biles dans plusieurs types de récipients el redevenir mobiles dans de
leaw de mer renfermant de la fertilisine (parfois méme seulement dans
de leau de mer). Les faits exposés dans ce chapitre et dans le suivant le
montreront.

Enfin TyLer procéde a des fécondalions-lémoins sans indiquer I'age des
spermatozoides-témoins (nous supposerons qu’ils étaient fraichement pondus)
mais surtoul. sans indiquer I'age des ovules (dge depuis la ponte el dge depuis
la mise en suspension dans 'eau de mer). Or pour des expériences de survie
spermalique, dont certaines durent plusieurs dizaines d’heures on ne peul,
comme je le montrerai, utiliser les mémes ovules pour les Lests de féconda-
tion; des lors. dans ces controles, lutilisation de différentes suspensions
ovulairves fait que chacune ne proviendra pas des mémes animaux. que cha-
cune n'aura pas le méme dge (d moins d’en ¢tre prévenu el de le spécifier),
chacune n’aura pas la méme concentration ovulaire et pas la méme concenlra-
tion en fertilisine. Toules ces variables font que le comportement d’une
méme suspension spermatique a ses dges successifs ne sera pas le méme, ce
qui influera sur la valeur des pourcentages d’ovules fécondés. En conclusion
comme on ne peut procéder qu'a l'aide de témoins relatifs il est nécessaire
de connaitre les variables essentielles et de les déterminer au moment du test
ou & défaut, et en le spécifiant, avant ou aprés.

TECHNOLOGIE DU TUBE A ESSAT @ LA NOTION DE MILIEU OUVERT

Si on reprend le probléeme du récipient on suit une démarche qui est & peu
prés de I'allure suivante : pour contenir des fluides, on se sert de récipients de
différentes formes el matiéres, el, s'ils se trouvenl ouverls par un coté, c’est
seulement pour pouvoir les remplir. ¢’est d'une évidence naive ; cependant on
ne s'inquiéte généralement pas de la surface libre ainsi offerte au liquide. Si
donc la forme du conditionnement reléve surtoat ('un souci pratique (par
exemple récipient de Bécher, d’Erlenmeyer), le souci de I'échantillonnage
fait surtout rechercher que I'échantillon ne se dissipe pas el en cons¢quence
le récipient est construit de fagon & pouvoir étre le plus hermélique possible ;
dans la mesure ou il s'agit de stocker des solutions stables, le probléme est
ainsi bien résolu mais deés qu'il s’'estagi de conserver des maliéres putrescibles
le probléeme s’est compliqué et il a fallu que Pasreur indiquit les attribuls
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fondamentaux du récipient. On s'est aussi inquiété des substances photo-
sensibles (obscurilé on verre coloré), des substances thermolabiles (utilisation
du froid), on s’est inquiété des impuretés provenant de la dissolution du réci-
pient (acide sulfurique et récipient en plomb, utilisation de verres neutres,
paraffinage intérieur, récipients en maticres plastiques). I<n définitive il semble
que la préoccupation essentielle ait été le contenant, la maniére de limiter
spatialement un fluide en le plagant & 'abri de I'évaporation, des fuiltes, au
plus de la contamination microbienne. Or dés que l'on aborde 'élude de
systémes évoluant en milicu liquide (et les organismes vivants sont un hon
exemple de tels systémes). le probleme du récipient se complique de la consi-
dération suivante :

Un systéme enzymatique est un systéme dynamique el ¢’est un systéme en
milieu fondamentalement aqueux (on pourrait dire que la biochimie est un
chapitre particulier de la chimie de I'eau); en conséquence a moins d’offrir a
ce systéme un récipient fermé de trés grandes dimensions doué d’une bonne
agilation, le substrat ne tardera pas a s’épuiser d'une part par consommation
et en libérant d’antre part des produits qui tendront & stopper la réaction
enzyme-substrat. Dans des systémes multi-enzymatiques on le produit d'une
réaction devient le substral d’une autre, pour conserver le systéme dans un
état permanent, il fandra subvenir constamment 4 la fourniture du substrat
primaire et assurer I'élimination des produits ultimes de I'économic enzyma-
tique. Dans le cas des cellules le probleme est du méme ordre.

Done pour adapter le récipient & un systéme dynamique, il convienl de
Pouvrir non seulement, semble-t-il, vers le coté de la phase gazeuse mais
encore el surtoul vers celui de la phase liquide. Et pour louvrir tout en le
contenant, on disposera une membrane semi-permdable plongeant dans la
phase aqueuse circulante ; ¢’est ce que jJ'airéalisé avec le dialyseur sous pres-
sion controlée. Mais dans cet appareil la phase gazeuse est confinée. Pour
parer & cel inconvénienl jaisupprimé toute phase gazeuse libre en placant les
cellules dans des sacs de collodion fermés de fagcon a ne plus laisser place &
un espace gazeux, ces sacs sonl immergés dans le milieu choisi constamment
renouvelé. Dans de telles conditions, I'aération du milieu se fail parl'oxygene
dissous dans le liquide et I'élimination des produits du métabolisme s’effectue
par dialyse sauf pour des produits macromoléculaires (PM > 2.000).

Deux cas sont dailleurs a4 considérer :

1) La suspension cellulaire est mise en dialyse vraie, de sorte que les cel-
lules survivent jusqu'a I'épuisement métabolique accéléré par 1'élimination
physico-chimique des substrats exogeneset endogénes. Cest le milieu ouvert
qui conduit &t U'inandtion des cellules. Il s'agit bien d'une inanttion et non
d’un repos (« resting ») car les cellules ontacquis cet élat zéro en suivant une
activité réelle quoique décroissante et ceci plus ou moins brusquement, elles
se sonl épursées et se trouvent dans un élat pré-lytique ; I'étal de repos existe
aussi pour les spermalozoides, c’est celui qui est conditionné par le stockage
en milieu fermé aéré, état qui sera également considéré dans mon travail ;

2) on peul au contraire fournir constamment les métabolites essentiels qui
assureront la survie — dans le cas de cellules non proliférantes comme les
spermatozoides — ou la multiplication. Il s’agit alors d’un milieu renouvelé.
Dans le cas des spermatozoides il n’a été fait aucun travail de cel ordre el je



1.A BIOLOGLE DES SPERMATOZOIDES D'OURSINS 73

n’ai pu encore m'y consacrer car le probleme revient a déterminer en premier
licu les facteurs essentiels du métabolisme spermatique, ce qui constitue en
soi un travail monographique de longue durée.

I<n regle dans mes études en milieu ouvert le montage consistait :

n une paire de bonhonnes couplées de 12 litres de capacité chacune; leurs
hases élaient situées au-dessus du niveau des sacs decollodion immergés dans
des r(-vipienlc a double ouverture ; la pression était réglée a l'aide de vis de
pression; le débit était réglé par une bouteille a niveau ; Peau de mer ulilisée
¢tait filtrée sur papier ( lmnlm ; les sacs de collodion lenlermanl les sperma-
lozoides étaient placés & U'obscurité oun a une lumiére ne dépassant jamais
1o0 lux (mesure faite au luxmatre « Avea »).

MESURE DIT VIEILLISSEMENT SPERMATIQUE

Protocole 1

1) Spermatozoides d’A. lirula (ponte par section: toh. thmn.: pontes de
14 miles rassemblées). Dilation par de I'ean de mer filtrée 2 1o h. 35 mo. =/,
concentration : 703 4 N Inlal/cnr’, soit S

On fait 2 dllulmnq SM/4 et SM/10, soit en tout 3 préparations. On en fait
2 parts de chaque :

— une pl.xcm, dans des flacons jaugés de 25 em? fermés par bouchons rodés
siliconés, soit ¢/ns (cl.) ;

- nne placée en sac de collodion sans phase gazeuse (sacs de 25 em? égale-
ment), soit U.

Chaque série cl. et U est immergée dans un méme hac 0 = 24,50 C.

2) BEau de mer ovulaire d’A. lirala (1 cm® = 0,0204 mg. N Q total).

3) Test de la réductase : 1 em® B. M. 0.02 0/0 en ean de mer 4 1 em?
() = 250 C). Quand =2 chiffres sont marqués, il s’agit pour le prvmim du début
de la décoloration, et pour le second de la fin. Quand il n'y a qu’un chiffre,
celui-ci correspond a la décoloration achevée.

Les agglutinats ont éLé observés au grossissement 20
Le tableau VI synthétise les vésultals.

Anneres au tablean.

I. 14 h. 4o mn. em?® B. M. + 1 em® eau de mer |- 1 em?® SM, : 180 secondes.
1cm? B. M. + 1 em? eau de mer ovulaire 4+ 1 cm?® SMy @
140 secondes.

cm? B. M. 1 em® caude mer + 1 em3 SM/4. : 210 %cnmles.
emd B. M. - 1t cm? ean de mer ovulaire -+ 1 cm® SM/4..
300 secondes.

em3 B. M. 41 cm3eaude mer—+ 1« em?® SM/10, @ 14-1g minutes.
em?® B. M. &~ 1 em?® eau de mer ovulaire + 1 ecm? SM/10g
17-23 minutes.

cm? B. M. |- 1 em? eau de mer 4 1 cm?® SM/4U. : 270-300 se-
condes.

cm? B. M. + 1 em? de mer ovulaire 4 1 em® SM/4 U : 300-
36o secondes.

144 h. 48 mn,

—_—

14 h. 56 mn.

15 h. 30 mn.

[

I1. Courbe respirométrique (faite & 18 h. 4o mn. avec 'appareil de Warburg
selon la routine) servant de controle au test de la réductase (dans chaque
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TaBLEAU

to

irh.25mn.
1ah.o7mn
14h.o7mn
14h.25 mn
15h.bomn
16h.0omn

Sensibilité aTemps de la-Amasde Pelits amas
l'agglutina-| tence : 10 s..| 6os. avecbos.de
U tion par la| gros amas latence, du-
| fertilisine : « plus d’une rée : 5 mn.
henre » (').

SM Réduclase : 9o s. 75-0 S. 130 s.

Sensibilitéa »
I'agglutina-
tion par la
fertilisine :

els

Réductase : » qo s.

Sensibilité alAmas immé- Amas immeé-

u| lagglutina-| diatsdeibos diats du-
tion par la| (). rant 120 s.

fertilisine: ).

SM/4 Réduciase : 135-240 s. 3?)105;.

Sensibilitéa » Amas de Amas immé-
I'agglutina- 150 s. diats, durée
tion par la 80 s.

fertilisine :

(18

Réductase : » 180 s. 180~
270 S.

Sensibilité ajAmas de 150 s.
v I'agglutina-

tion par la
fertilisine -

SM/10 Réductase : 350-540 s.

Sensibilité a » Amas de
l'agglutina- 150 s. (%)
tion par la
fertilisine :

cl.

Réductase : » 600~
700 S.

(') Le terme de l'agglutination est souvent difficile a saisir car il persiste des micro-amas
il faut se fonder et de ceux sur lesquels il ne faut pas se fonder. Le cliché IV montre I'aspect de tels
(3} Ces amas de lype « roues » de Sampson (553) semblent apparaitre surtont avec des suspensions

- 5
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VI

e | = [ = = =

E B g E g .

o o« 0 = o “

El - o [=} w2 M

- . o0 - . <]

£ = ’ = ] =

e = ) ® e
B | = === ==

IGrns amas | Agelutina -
de 3 mn, \ tion de

| Go =,

| 130 s. 140180 s.

30 s. de la-| Pratique-
tence, du- menl pas
rée3omn. d’ageluti-

nation.

| 130 s. | 180 s.

Petits amas Agelntina-
immeédiats tionde6os.

[ de 6o s. :|

| amas irré-'

| versibles,

[Pelils amas| Amas & au-
ded3s. (1).] reéoles (¥

de 4o s.
235-/oo s.
Amas de i Agglutina- Cliché 1V
3o s. tiondeos. ..

| “+amasirreé- G # 100

[ versibles.

|

14 mn. 14-16 mn.
Amas de| Agglutina-
15 s. tionde20s.
|
| |
| |
12- 16~
14 mn. 24 mn.

micro-amas.

indissociés aprés un lem

spermatiques diluées.

ps lrés long et la difficulté réside dans lestimation des amas sur lesquels
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récipient 1 cm? de sperme ; (Iam clmque diverticule 1 ¢m®* d’eau de mer ou
d’ean de mer ovalaire) 6 = 31° C (fig. IX).

Fails nouveaua el conclusions. — Lactivité réductasique et 'agglutina-
bilit¢ décroissent avee le temps. Done, on ne peut utiliser une unité de ferti-
lisine fondée sur la durée d'agglutination voire sur la dilution limite
d'agglutination, sans pwcnsu I'age des spermatozoides utilisés.

ltemarques. — 1) En ple';cme d’eau de mer ovulaire il y a dans certains
cas inhibition du pouvoir réductasique et de la respiration des spermalozoides.

4 Rl
50 | o $M,) aveo eau de mer
I . Sl.l avee eau de mer ovulaire
»
i a SA/mel avee eau de mer
)
§ | a SM/I0; avec eau de mer ovulaire
40 |
g
Q
° |
o {
o
"( {
30 ].
i
|
20
A\
a
%
10
.
‘ = - s
| -
0 - =
5 I0 n 20 25 30 35

temps en minutes

Fig. IX.

Celte observation rejoint celles d'Havasm et de Seikes. Celte eau de mer ovu-
laire Glait (rés « forte ». Une expérience de fécondation faite avec SM, SM/4
et SM 1o, et U (i 20 heures) n'a donné aucun clivage. la concentration en
azote total de I'eau environnant les ovules était peu différente de celle de
I'eau de mer ovulaire utilisée dans les expériences rapportées dans le tableau.

2) Dans cetle expérience relativement de courte durée les spermatozoides
dilués placés en milieu ouvert (§* U) marquent un léger avanlage sur les
spermatozoides placés en milieu clos (SM/10).

Protocole 11.

1) Spermatozoides d'A. lirula (ponte par section). Dilulion p'lr de l'eau de
mer 5 minutes aprés la fin des pontes (10 males) = /5 (4 =:20,5);

) =230 C.

IJI()O lll M)
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On fait deux parts de 25 cm? :

1) 'une est placée en tubes de 22 fermés :

») I'autre dans le dialyseur sous pression controlée.
Motdlité (& ty) = +.

Réductase (1 em® B. M. 0,02 0/0 {1 em?® ) (tableau VII).

TasLeav VI

1y /41 heure to 1 h. 35 mn. fo 5 h. o mn.

|
U 3 a4 mn, 4 mn, 4mn. .'ios.-:')uln.lins."; mn. (15s. gmn.(15s.)
|
|

{ |

el — 4 mn, ‘ 5-7 mn. : 7-9 mn,
—— - ——— - — ! ‘ —

ty—+ 7 heures /n+ll|ll.3()mn."h. i 18h.15mn. #y-}-22 heures /1 27 heures
% .
3 e i = 5 | . |20-30 mn. odenr
( < immobiles3amn.| 46-53 mn. | 36-h2 mn. 17-23 mn.
\

|putride légere

29 mn. 3o s. el |
T T . 36 mn. des ©
él. | i 0f Whes 20-35 mu. immobiles, 17-23 mun. 10-16 i,
50 00 T immobiles S cd” 4
pas d'odeur

putride nette.

Concelusion. — Un facleur important vient semble-t-il de faire son appa-
rition ; Linfection microbiecnne, et vraisemblablement uniquement bacté-
rienne. Il est possible que Uinfection intervienne en partie dans les courbes
de l'activité catalasique (augmentation de 'activité apparente par vieillisse-
menl, cf. p. 69); chez les spermatozoides de Mammiferes, Bron et Chnis-
TENSEN (fo) onl trouvé que par vieillissement, les suspensions montrent une
aclivite calalasique acerue ailribuable & la prolifération haclérienne.

Protocole 111.

Spermatozoides d’A. /izula obtenus par ponte chirurgicale (10 males; durée
des pontes 12 minutes) ; aprés 5 minuates, dilution par de I'cau de mer filtrée
(Y600 (1. 3 = 20:5) soit £,

Bau de mer ovulaire d'.A. /izala « forte » : long contact eau de mer-ovules
frais (2 henres a 240C) avec un pelit volame d’eau de mer (10 pontes ovulaires
rassemblées et environ 25 cm? d'eau de mer) ;

— 3 cm® eau de mer ovulaire 4 2 c¢m® protéines basiques de

Yoo (8. M) { sperme d’A. lizula stock (68,88 N total/em?) : 10,3.

— Témoins : 5,5 ; d’oit eau de mer ovulaire — 4,8.

Senstbibilité des spermatozoides a cetle eau de mer ovalaire (240 C ;
ly + 28 minutes) : agglutlinats typiques de 6 minutes, aprés quoi il reste encore
de petits amas plus ou moins irréversibles.
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Réductase (240 C: (, 4+ 28 minutes) :

1 em® B. M. 0,02 0/0 4+ 1 em? eau de mer 4 1 cm?® & : 233 secondes.

1 ¢m?® B. M. 0,02 0/0 4 1 cm® eau de mer ovulaire + 1 cm® J : 293 secondes,

Conatrole avec eau de mer ovulaire « affaiblie » (« forte » (4,8) diluée 10 fois) ;
240C ; {y + 4o minutes :

1 cm?® B. M. 0,02 + 1 em? eau de mer + 1 em?® o : 180 secondes.

1 em? B. M. o,02 + 1 cm? eau de mer ovulaire + 1 cm? 7 @ 210 sccondes.

'.
70 s
0 BAU DE MER + RAU DE MER i
e EAU DE MER + EAU DE MER OVULAIRE ’
aFAU DE MER OVULAIRE + EAU DE MER .
ARAU DE MER OVULAIRE + EAU DE MER OVULAIRE
(%) ;
w 60
H ;
E .
4
H
H
N a
S} ;
N
40 - ‘4.:
30 { w5 ,7 o b
A"‘ e =TT 2
20 32 -
% 5 7= o
10 P e
oLlf’ 5 10 Y5 20 25 30 35 >
temps en minutes
Fig. X.
Respirométrie. — La figure X synthétise les résultats d’une expérience faite a
22,50 ( en présence de : 1 cm® G 4+ 1 cm? eau de mer ou cau de mer ovulaire

(compartiment central + 2/10 ¢cm¥ NaOH a 30 0/0) + 1 cm?® eau de mer ou eau
de mer ovulaire dans le diverticule, & I'instant initial £, 4+ t h. 18 mn.

— La figure XIsyathétise les résultats d'une expérience identique mais faite a
I'instant 7, + 7 h. 43 mn.

N. B. — L’adjonction primaire d’eau de mer ou deau de mer ovulaire a la
suspension de spermatozoides placés dans le compartiment central était faite
entre /, + 58 minutes et 7/, 4 63 minutes. Pour la conservation des spermato-
zoides : 200 cm® de la suspension intérieure en récipient de Borrel ouvert en
verre de Bohéme de diamétre intérieur = 24 millimeétres ; ) = 24° C.

3
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Réductase a \y+ 7 h. 21 mn. (24° C) :

— 1 cm?® B. M. 0,02 0/o + 1 em? eau de mer + 1 cm? o # 8 minutes.
~— 1 cm® B. M. 0,02 0/o + 1 cm?® eau de mer ovulaire (« forte ») + 1 em?
8 minutes.

Motilite (240C) : trés faible 4 7, - 8 h. 33 mn., Ia plupart des spermatozoides
étant immobiles.

»
70 o EAU DE MEK + EAU DE MER
e EAU DE MER + EAU DE MER OVULAIRE P
a4 BAU DE KEHK OVULAIRE + EAU DE MER ,
4 EAU DE EER OVULATHE + EAU DE MER OVULAIKR 27
(tg+t) -
EGO
£
2 4
~
o
\{50
o
w E -
30 1
AT
20
-, ¢ ',’
=i s
Pl ,". .
10 s oA
s temps en minutes
0w — - - =
5 10 15 20 25 30 35 40

Fig. XL

Action de Uean de mer ovulaire « forte » (1, 4 7 heures ; 249 () : aucun agglu-
linal typique, amas diffus de spermatozoides immobiles. o

Pouvoir fécondant (ty 4 8 h. o6 mn.; 240 C). Suspension ovulaire agée de
3 heures renfermant environ 2.000 Q par centimétre cube (ponte par section) :
37 0/o0 de stades divers on prédominent LXIV, XVI, II.

Fails nouveaur el conclusions. — 1) La conservalion diminue la vitalité
spermalique ;

2) I'eau de merovulaire diminue I'activité réductasique des spermatozoides
quand ceux-ci sont (rés frais ; il est possible qu'en ce cas "agglutination
prime sur l'activation et que cela tende 4 devenir I'inverse apres vieillisse-
ment ;
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3) Teffet de dilution n'existe pas pour des spermalozoides désagglutinés
apres Vaction d’eau de mer ovulaire « forte » et ceci que la dilation soit faile
avee de leau de mer on avee de I'eau de mer ovulaire « forte » (I'effet de
e vers le

dilution se caractérise par des conrbes dont la concavité est dirig
haut) ;

1) le cas particulier de la dilution par de 'eau de mer ovulaire de sperma-
tozoides désagelutinés (courbe 3) montre que les spermatozoides ne sont pas
réactivables globalement par I'eau de mer ovulaire « forte » aprés une pre-
micre action de eelle=ci. Si Veffel de dilution secondaire (Romnsciin) est le
fait Jions bivalents comme Cu*=. mes expériences s'accordent avee celles de
Tyveer qui considére que la fertilisine pent avoir un effel chélateur. Cecl len-
drait de plus & montrer que Pactivation du mélabolisme respiratoire des sper-
matozoides. sous Uinfluence de I'cau de mer ovulaire. quand cette activalion
exisle, serait une aclivation vra‘e non dépendante de l'effet de dilution.
Cependant une autre interprétation pourrait considérer qu an contraire, la
fertilisine ayant fixé des ions comme Cn~ ', on aurail ainsi concentré les
effets de ces ions sur des spermatozoides soumis & 'action de la fertilisine
avec pour résullat I'accroissement du métabolisme respiratoive spermatique.
Dans un tel état de chose, 'existence, dans la fertilisine, ('une substance
activalrice indépendante de la glycoprotéine, existence (ui n’a pas encore élé
prouvée dans les préparations de fertilisine hautement puriliée, se trouverail
méme douteuse. Lexpérience princeps consisterait & examiner les actions
respiratoires et dynamogenes d'une cau de mer ovulaire préparée avec de
'cau de mer artificielle privée de Cu 'L Znt+, ele.

Protocole IV,

— Spermatozoides d’A. lizula (pontes réunies de 8 miles, obtention par sec-
tion du test, durée de la ponte 1o minutes) dilution immédiate par de 'eau de
mer (630 v N & total/em?) soit £.

Motilité : +

Rédunetase : [y - 5 minules 250 (.

1 em® B. M. 0,02 0o/o+ 1 em? 7 : go-120 secondes.

On constitue deux lots de 25 em?® chacun :

1) clos (¢prouvette de 50 em?® fermiée par bouchon de veree rodé et silicone),
soit el ;

2) ouvert (sac de collodion sans phase gazeuse), soit U qu'on place eote i cote
dans de l'ean de mer courante () = 220G a /, + 15 minutes).

Respirométrie (300 C: 1 cm® de suspension spermatique dans le récipient cen-
tral = 2/10 em?® NaOIl 4 30 o/o et 1 em® d’eau de mer dans le diverticule).

La figure X1 montre Uallure de la respiration spermalique & /; 4 20 minules.

AN, 24 heares (1 = 250C) :

Odear : cl. :?7; U=o. Les spermatozoides de U se sont décantés, ceux de el.
ne l'ont été que trés peu.

Motilité : ¢l. : nombreux spermatozoides trés mobiles

U : spermatozoides mobiles en moins grand nombre.

Sensibilité a Ueau de mer ovulaire.
el. :agglutinats irréversibles (cliché V):

] : pratiquement pas d'agglutinats.

Réductase (1, 24 h. 10 mn.: 250C):

— 1 cmd B, M. o,02 0/o41em®F cl.: D mn. 30s.-7 mn.
— 1 cem*B.M. 0,02 0/0 4 1 em?F U 11-14 minutes.
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— 1t cem?® B.M. 0,02 0/0 -+ 1 cm? eau de mer -1 cm? ¥ cl. : 8-10 minutes.
—1em®B. M 0,02 0/0+1 em? cau de mer + 1 em® § U : 30-40 minutes.

— 1 ecm?® B. M. 0,02 o/o + 1 ¢cm® eau de mer
b mn. 30 s.-g mn.

-

ovulaire 4+ 1 em® & cl.:

— 1 cem*B. M. 0,020/0 4+ 1em?eaude merovulaire + 1 cm? & U: 30-4o minutes.

Respirometrie (300 C); selon routine a ¢, + 24 h. 35 mn. ce qui signifie comme
toujours en ce cas : moment de la fermeture du robinet de communication
avec l'extérieur aprés 1o minutes d'égalisation thermique (cf. fig. XII).

Fécondation () = 250 () ; rapporl de concentralions des gamétes 1 cm?® o/
g em?® Q frais lavés d’'une suspension renfermant 8.000 Q au centimétre cube)
(tableau VI1II).

TansLeau VIII

fo -+ 24 h. 37 mn. ty 25 h.1db mn. ly 120 h. fi - 26 h, 18 mn.
50 0o'o d'eufs
- . iL gangues précipilés ; ;
il 2 du type ﬁgur}- id. idl.
sur le cliché 11
= 42 ofo
stades IV, VIl et XVI
decel.x Q o Stades [l et 1V avee
nombrenx clivages
irrezuliers
60
50
\E o eau de mer
: JU s
& A succinate .
d'40
T
E
30 ©
20 ' i
’
%
© .
[ R - SFpmsearamasd —
5 10 15 20 25 ;

Fig. XIII.

30 3
temps ( minutes)
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Lemarques. — D’aulres essais contemporains m’ont montré que I'action
des g U est immédiate : les ceufs s'agglutinent entre eux el leurs gangues
se revélent.

Lissal de réanimation des & U par le succinale :

1) Rédactase (t, + 26 h. obh mn.; 250C) :

— 1 cm?® B. M. 0,02 0/0+ 1 cm?® eau de mer 4 cm?® & U: 18 minules.

— 1 cm?® B. M. 0,02 0o/o 4+ 1 cm? succinate de sodinm a 1 0/o en eau de mer
(pl18)+ 1 cm® " U : 17 minutes.

2) Respirométrie (ly + 26 h. 17 mn. avec 7 U: 300C; 1 em® 3 U 4+ 1 cm?® eau
de mer ou succinate Na 1 0/0 en eau de mer pll 8 dans le récipient + 2/10 cm?
NaOH 30 0/0 et 1 cm® eau de mer dans le diverticule) (fig. XIII).

3) Motilité 5 U + succinate de sodium de 0,5 & 0,1 0/0 (concentration finale)
en eau de mer pll 8 : aucune mobilisation.

Faits nouveaun el conclusions. — 1) Une dialyse de 24 heures sensibilise les
spermaltozoides. L'exhaustion des substrats conduit & la lyse cellulaire : la libé-
ration de I'androgamone Il parles g U, amenant la précipitation de la gangue
ovulaireet 'agglutination subséquente des wuls, atteste la Iésion des spermato-
zoides ;

2) le succinale agit sensiblement comme sur des spermatozoides centrifugés
(cf. chapitre 1V) le succinate parait donc constituer un substrat normal du
sperme d’A. lizula.

3) les U en présence de succinate ne montrent pas d’effet de dilution.

Protocole V.

— Spermatozoides d’A. lizula (ponte de 20 miles par section latitudale des
tests). Dilution par de I'eau de mer filtrée aprés 1o minutes (520 7 N & total/cm?),
SOiL £,
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ho em® de cette suspension-mere sont divisés en / lots :

A)toem?® F 4 10 em?® d’eau de mer filtrée en dialyseur (montage sac-supporl
avec phasc gazeuse T # 10 cmd). .

B) 10 em?® § |- 10 em? eau de mer filtrée en milieu clos (flacon de 25 em?® bou-
ché a 'émeri).

C) 10 cm?

D) 10 cm?
(comme B).

A/, 27 minutes =/;. on place A, B, (( et D, dans des bacs i eau de mer cou-
rante (0= 210C).

— 1 ecm?® d’eau de mer ovulaire = 0,0282 mg. N Q total (pour mémoire : 1 ¢m?
cau de mer —=o0,01906 mg. N total).

4+ 10 em¥ eau de mer ovulaire d’A. lixala en dialyseur comme A.

4+ 10 cm?® d’eau de mer ovalaire d’A4. lirala en milien cles

Cliché VI Cliché VI (G 24 10).

Sensihilite des spermalozoides i l'eaw de mer ovulaire (0 = 25" (54, |- 7 minutes) :
agglutinats typiques de 2 minules. '

Motilité (0= 250 G {, 4+ 1 h. 12 mn.) : effective partout,

Réductase (0 = 250C; 4, 1 h 1gmn.):

— 1 em? B. M. o,020/0 4+ 1 cm?® F A 3-4mn. 3o0s.

— 1 ecm?B.M.o,020/0 41 em? F C (désagglutinés); 3 mn. Jos.(fmn.30s.-5mn.)

Respirométrie (h =300 C: ¢, 4 6 minutes; 1 cm? 7 + 2/10 cmn® NaOll 30 o/o,
diverticule :

1 em? eau de mer filtrée) (g, XIV).

Fécondation (0.1 em® & /1.800 Q frais/em®; 4, -+ 23 minultes) : environ 85 o/o
de stades Il aprés une beure avee A, B, Cet D.

A 1, + 24 heares : (250 () :

Odeur putride : A = o mais B, €, D

Motilité : nulle partoul, avec un doute pour C.
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Action de l'eau de mer ovulaire spécifique ({y + 24 h. 30 mn.) :

A @ gros grumeaux, spermatozoides immobiles :

B : agglutinats fusiformes et plus ou moins houclés (cf. cliché VI), spermato-
zoides mobiles ;

(. : gros amas spermatiques irréversibles, spermatozoides immobiles (cli-
ché VII):

D : agglatinats trés lents a se former (temps de latence 50 minutes), irréver-
sibles, spermatozoides mobiles.

Remarque. — Si, dans des fractions aliquotes de (et de 1) respectivement, on
ajoute des spermatozoides frais A’A. lizala, on obtient des agglutinats lypiques a
spermatozaides mobiles.

mim? d'0, consemmé
3

w0,
20
|
w!
w0
w0t
w0
= S S : — -
o 1 20 30 40 s0
e XV
Fig. X\

Réductase (1, + 24 h. 25 mp.) :

rem?® B. M, 0,02 0/o 1 em? A g-12 minutes.

1em?B. M. o,020/0 4 1cem® B:g-13mn. 3os.

1cm?® B. M. 0,02 0/o+ 1 cm® C : 7-10 minutes.

1em?® B, M. 0,02 0/0 4+ 1 em® D : 13-16 mn. 30 s.

Respirométrie () = 300 G5 4, + 24 h. 45 mn. ; 1 em? &7, 2/10 cm® NaOIl 30 o/o,
1 cm’ eau de mer filtrée dans chacan des 4 diverticules) (hg. XV).

Fécondation (h = 250 C: /g + 25 heures) selon : 2 em?® /2 em?® d'une suspen-
sion ovulaire fraiche d"A. /irula amenée a 25 cm® avant fécondation par de 'ean
de mer filtrée, concentration linale : environ 2.500 Q par centimétre cube ; résul-
tats lus aprés une heure

A) des ufs englobés dans des amas spermatiques irréversibles 4 spermato-
zoides immobiles (absence de gangues précipitée) ; des spermatozoides libres
mobiles: pas plus de 0,5 0/0 de stade Il ;
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B) idem ;

C) aspect général identique mais on ne trouve pas de spermatozoides libres.
Aucun clivage;

D) idem ;

E) (7 frais) : 60 0/o0 de stades 11, spermatozoides mobiles.

Remarques. — 1) a [, + 26 heures : présence de paramécies en A. Absence en
B, CetD.

2) Je n’ai pu réanimer A et C en les plagant en présence de liquide séminal
(surnageant de centrifugation : 15 minutes & g.000 tours par minute) provenant
de sperme frais d'4. lirala dilué dans de Uean de mer (A»,_".,U;:"(“_ .y =/8) ayanl
servi aux fécondalions témoins.

Fails nouveaux el conclusions. — 1) Les spermalozoides placés sans
précaution aseptique pendant 24 heures en milien ouverl en présence d’eau
e mer ovulaire se conservent le mieux du point de vue respiratoire el réduc-
tasique mais leur pouvoir fécondant disparait ;

2) les spermatozoides conservés en milieu ouvert ou clos en présence d’eau
de mer ovulaire peuvent se réagglutiner par de 'eau de mer ovulaive mais
celle agylutinalion est devenue irréversible ; cest la un nouvel exemple
d'une agglutination irréversible obtenue par la fertilisine en eau de mer;

3) les spermatozoides aprés conservalion en milieu clos el en eau de mer
s'agelutinent en formation bouclée ;

4) aprés agglutination par de I'ean de mer « moyenne » les spermatozoides
peuvent élre aclivés, du point de vuoe respiratoire, par celle méme eau ovu-
laire ;

5) on est conduit & admeltre que la conservation modifie les spermalozoides
biochimiquement et morphologiquement tout au moins dans leur surface et
(ue la fertilisine « moyenne » parait &étre désorbée d’une fagon enzymatique
ou autre (ce qui n’est pas le cas avec la fertilisine « forte » (cf protocole 111));

6) I'influence du récipient se manifeste, on peut le nommereflet flacon.



CHAPITRE VI

LA CONSERVATION DES GAMETES PONDUS

Oh! qui me dira comment au
travers de l'exislence ma per-
sonne toul entiere s’est conser-
vee, el quelle chose m'a porté,
inerte, plein de vie el chargé
d’esprit, d'un bord & l'aulre du
néant ?

VaLery, A. B, C.

Au cours du dernier chapitre, la conservalion des gamétes a déja été exa-
minée mais 'absence e conditions aseptiques limitait celte conservation &
quelques heures seulement, cest tout au moins 'impression qui s'était déga-
aée de ces séries ('expériences que I'infection était un des principaux facteurs
limitants. Celte contaminalion bactérienne melen cause I'ensemble des résul-
tals des anciens auteurs sur la survie des spermatozoides d’Oursins., a I'excep-
tion toutefois des travaux de Fiscuer; pour le sperme dgé elle met également
en cause la validité des tests respirométrique et réductasique tels que je les ai
proposés el appligqués jusqu’ici. Cependant du point de vue du pouvoir fécon-
dant ces derniers tests ne sauraient étre suffisants comme je I'ai déja indiqué.
Dans ces conditions on pourrait considérer que lorsque les tesls mélriques
métaboliques cessent d’étre applicables la prise en consulération des tests
biologiques peul apporter a défaut des points de repére. Mais une suppléance
par des tests biologiques ne permet pas la délinition d’une suspension sper-
malique agdée. Or un des problémes que je me suis proposés était de deélinir
d'une lacon rigoureuse ce qu’on pourrail appeler le vieillissement absolu des
spermaltozoides ’Oursins, c'esl-a-dire I'évolution temporelle des cellules sper-
maltigques indépendamment d'une compélition avee des cellules bactériennes
done indépendamment des dégradations anlibiotiques. Pour cela on peut pen-
ser utiliser le froid, mais alors les spermatozoides enx-mémes ne se lrouvenl
pas dans des conditions de vie aclive el cesl ce probléme de la vie fonction-
nelle qui a le plus grand intérét biologique. Pour atleindre cet objectif jai
utilisé de la pénicilline et ¢’est done le vieillissement aseptigue qui sera
expérimenté au cours de ce chapitre.

I. — La conservation des ovules.

Ce probléme de la conservation aseptique des ovules pondus d’Oursins n’a
jamais été traité, or il est trés important & beancoup d'égards de 'examiner
ne serait-ce que pour définir les limites de ce n'on nomme la « fraicheur ».
Le probléme est ici facilité par la possibilité de laver avec rapidilé les ovules
sans les détériorer (technique par décantation).
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Protocole 1.

A) Spermatozoides d'A. lixula :

1) frais utilisés pour I'expérience une heure aprés leur dilution par de 'eau
de mer filtrée, pénicillinée & roo u./em?;

(Montn. ay = 60) Pénicilline-(i, sel de sodium;

2) conservés 54 heures en milieu ouvert i 22.5° (i (sac de collodion de
15 em? sans phase gazeuse, immersion dans de I'eau de mer filtrée, pénicilli-
née i 100 u./em?. renouvelée constamment. débit : 100 em?/335 secondes) ;
37»4{.030(3. w, = 6o.

B) Ovules d’A. lixula :

1) frais, ulilisés pour I'expérience une heure aprés leur premier conlact
avec de I'ean de mer filtrée, pénicillinée & 100 u./em? : trois lavages par
décantation ; suspension finale pour la fécondation renfermant environ

C o - . 3Ph + 2 F (trichl.
6.700 @ par centimétre cube ; eau de mer ovulaire telle que Moo (B. M) (Cracht)

— 21 (lémoins déduits comme loujours dans ce cas);

2) conservés H heures en milieu aéré a 22,50 C (verre Borrel de Ho milli-
métres de diamétre, 10 centimétres de haut) en présence d’eau de mer filtrée,
pénicillinée & 100 u./em”, renferment environ 7.000 ovules/cm?® eau de mer
ovulaire telle (que A3 Pb 42 Ftrichl) _ g

Goo (B. M.)
N. B. — Tous les gameéles onl é1é oblenus par ponle chirurgicale.
Fécondation en boite de Petri de diamétre inlérieur = 98 millimeétres :

1 em® & 4+ 10 em? suspension ovulaire (5 = 23 (0).
Le tablean 1X résume les résultats ohtenus apreés 1 h. 3o mn.

TasrLeav IX

5
o 1 2

1 Moins de 60 o/o de sta-/Moius de 10 ofo de sta-
des 11 des 11.

2 Pas de clivazes, beau-|Pas de clivages, nom-
coup d'wufs présen-| breux amas @ufs-
tent des extrusions| spermaltozoides,
arrondies el transpa-| nombrenx ufs pré-
rentes dn type : VIII.| sentantdesextrusions

du Lype: Ul/(?-:.
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Conclusions. — 1) Les ovules perdent lear fécondabilité plus vite que les
spermatozoides leur pouvoir fécondant;

2) la présence d’extrusions cyloplasmiques peut loulefois indiquer que de
tels ovales sont pénétrables par les spermatozoides mais (u’ils ont perdu plus
spécialement leur faculté de se cliver (érosion membranaire facilitant la
polyspermie?).

Annere. — Jai pu obtenir de telles extrusions en traitant (a 23°C) des
ovotides d’Oursins par de 'eau de mer renfermant NaCl & 1/3 saturalion
(pendant 1 minute); 'adjonction de 1/5 d’éthanol i ¢5° (pendant 5 minutes)

Cliché VIIIL

ne modific pas 'aspect. Le cliché VIIT montre le résultal de tels traitements
sur des ovotides de P. lividus. L'interprétation que I'on peul suggérer esl
celle que Ruxxstronm (51¢) envisage pour la formation de la membrane de
fécondation ou intervient un gonflement de¢ la membrane vitelline et des
granules corticaux.

Protocole 11.

Ont été utilisés : des ovules d"A. /lieala pondus par section du test
(temps Z;). lavés trois fois par décantlationavec de I'ean de mer filtrée et péni-
cillinée & 100 u./em?; la suspension finale renfermait environ r.000 Q /cm?.

Le tableau X indique les résultats oblenus & 210 C avec des suspensions
pratiquement extemporanées de spermatozoides.
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TaBLEAU X

g A. lizala Q A. livula
e —— " —e - =
Ean de mer ovu-
Age laire prélevée & o/o fécondalions
en A instant de la Age lecture Remarques
ireune 7600mu| [écondation aprés 3 heures
A3 PhL2 e m. o,
Atoo (B. M)
1 75,6 h 1 henre g8 0/o
Stades 11, 1V el VI
1 71 5 g h.fomn. 95 o/o
Stades 11 et TV
1 8o 7 23 . 2b mn. 65 o/o On décanle el rame-
Stades [1, IV et VIII|  ne ensuile au vo-
lime qui était ce-
lui de 23 h. 25 mn.
enseservanid'eau
de mer fraiche
filtrée, peénicilli-
née a 100 U./em?,
1 63 2 23 h. 3o mn. 30 o/o
Stades 11 & XXXII
1 74 [ 4o h. 30 mn. Lo oo
Stades 11 a XVI
plus ou moins
anormaux
1 (it 8 74 I 12 0/0 Changemenl stan-
Stades 11 et 1V dard de V'ean de
contact (environ
1.300 © /em?).
1 74 3 78 h. 4 olo
Stades II
el irrégnliers
(TIT et VII)
Conelusions. — 1) Avee des ovales d".\. lirula. en renouvelant I'eau de

mer de contact rendue antlibactérienne, la fécondabilité peul se conscrver
quelque temps mais elle est aléatoire en ce sensque le pourcentage de clivages
estirrégulieret dépend. semble-t-il, del’élat des spermatozoides utilisés. In se
plagant dans mes conditions d’expériences il semble toutelois que pendant
une durée d'une dizaine d’heures (depuis la ponte). une méme suspension
ovulaire peut étre utilisée pour des recherches en hiologie :

2) on ne saurait lirer une relation clairve liant la_fécondabilité a la concen-
tration de I'eau de mer ovulaire, constatation qui rejoint celle d’Erstenr sans
doute. 11 faut d"ailleurs remarquer que pour des durées de conservation excé-
dant 24 heures on ne saurait dire dans quelle mesure la présence éventuelle
de produits de lyses ovulaires ne vient pas perturber ces dosages particuliers
que sont les fécondations :

3) il ne faut pas perdre de vue dans I'interprétation de la sensibilité au
vieillissement des ovules pondus en eau de mer que ceux d’Oursins suivent,
tant qu’ils ne sont pas fécondés, un métabolisme conslamment asphyxique.
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II. — La conservation des spermatozoides pour microscopie.

On sait qu'entre lame et lamelle les spermatozoides d’Oursins en eau de
mer ne se conservent pas, ils gonflent apres quelques heures & la température
du laboratoire et toute morphologie linit par disparaitre. L'usage des fixa-
teurs rend de grands services maisils peuvenl conduire, comme I'acide acéti-
que ou la chaleur (frottis) i des artefacts. J'ai cherché a conserver la morpho-
logie des spermatozoides d’Oursins dilués dans de 'eau de mer en les collant

JUNNNY  — =

1) déposer une mi- ») recouvrir d'une
crogoutte sur la couche de cello-
face collante de phane adhésive,
la cellophane partie collante
adhésive; vers la goutte ;

-
— -
T Eeewc———
3) presser doucement a l'en- 4) coller par déplace-
droit de la goutte: ments longitudinaux

(les  spermatozoides
s‘immobisent imimé-
diatement).

IFig. XVI.

g

entre deux épaisseurs d’une cellophane adhésive (1ype « Adertex »). Jai
constalé qu'aprés 15 jours a 200 € moyen la plupart des spermalozoides ¢taient
encore intacts. En présence d'une goutle de Lugol, aprés un mois & 20° G, lous
les spermalozoides sont intacts, voici comment jopere (fig. XVI).

D'une fagon plus générale, je me suis arrété a cette technique pour la
conservation des spermalozoides fixés et colorés car cos préparations présen-
tent 'avantage d'étre incassables, légéres el peu encombrantes.

Pour l'observation on peut procéder de deux fagons :

1) surdeux bords opposés de la préparation découpée a la dimension vou-
lue, on colle deux étiqueites sur lesquelles on pourra inscrirve les différentes
indications relatives & U'objet microscopique; on lixe la préparation sous le
microscope en la plagant sur une lame porte-objet et en la tenant appliquée
par les éliquettes avec deux valets métalliques flexibles;
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2) on fixe sur une lame porte-objet un cadre en carton ouvert sur un coté
et par lequel on glisse la cellophane (ui se trouve ainsi, appliquée au verrve
(schéma fig. XVII). On peut observer & 'immersion.

N B.—JFai pu Cétendre ce procédé aux frottis d'hémalties séchés i air.
Mais je n’utilisais plus alors de cellophane adhésive, les élalements étaient
faits sur pellicule de collodion, la préparation étant recouverte d’une autre
pellicule et les deux pellicules étaient soudées sur leur tranche au collodion.
Je pense qu’un tel procédé pourra étre élendu a la confection de toute prépara-
tion de cytologie et d’histologie microscopique et que des montages de cette
sorte pourront servir & la projection comme des photographies.

Le support est constitué par un fragment de film au triacétate de 1/ 100

f {/

Sachet
Fig. XVIL.

el 16 millimétres, non substraté et non perforé; soudure au collodion a I'éther
5 o/o (Je dois ce support & la Maison Kodak-Pathé & la Direction de
laquelle jadresse tous mes remerciements).

I1l. — Le vieillissement aseptique des spermatozoides.

Définissons d'abord quelques termes. En milieu venouvelé idéal, « milieu
permanent », les spermalozoides ne vieilliraient pas dans la mesure ou ils
seraient a chaque instant identiques # eux-mémes, les spermatozoides seraient
en survie continue. Celte « immortalité » physiologique du germen resle &
obtenir et I'ensemble de "appareil et de son milieu constituerail une spermia-
théque sensu stricto.

Dans la mesure ou les spermalozoides se modifient en perdant de leurs
attributs structuraux et mélaboliques. ils sont en vieillissement, c’est une
survie & bilan négalil. Le probléme que je me suis posé en premier lieu et qui
se trouvera (raité ici est de limiter les processus cataboliques en inhibant au
mieux les agressions microbiennes. Dans un tout autre ordre d’idées TYLER el
Roriscnimn (637) ont utilisé de la pénicilline & 10 u./em?; cette concentration
s'est toulefois avérce insuffisante pour des expériences de longue durée comme
Jai pu le constater a la suite d'essais préliminaires. Finalemenl j'ai choisi la
concentration de 100 u./em? (j'ai d'ailleurs conslaté qu’a Hoo u./em? la péni-
cilline n'inhibe pas la motilité des spermatozoides d’A. /rrula). La pénicilline
que j'ai mise en ccuvre était la forme G. sel de sodium (produits « Roussel »
el « Spécia » indifféremment).
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Protocole 1.

— Spermatozoides &AL Licula (ponte par section, / miles; durée de la ponte
5 minutes). Dilution par de I'can de mer filtrée a 100 u./cm® 3 minutes apres
. 1/ho s
s0it by (33600 (1. M) = 17):

_ K N - aina - A2 Ph=3 F(richl.)__
Eau de mer ovulaire @ A0 50"y = 24

Agglutinabilité (t, + 12 minuates : 250 () © identique en présence ou en absence
de 100 u. de pénicilline par centimétre cube : petits agglutinats typiques de
35 secondes.

[ e
o
3
5
v |
¢ |
R | 4
- 50, 0 tau de mer ordinaire + gau de mer ardineire 2
g L) " ° - o qu't-llmg'. - »
s ». penicillée + L] ordinvire c s
- & e = panicillinge PR -
o7 2 E o
40 T
@ :
20
'
2
L
10 _
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45

temps en mn

Fig. XVIIL.

Reductase (1, + 14 minutes ; 250 G) :

1 em® B. M. 0,02 00 F 1em® eaude mer filtrée ordinaire -+ 1 em? 6 minules.

Lem? B, M. 0,02 0/0o 4+ 1 em? eau de mer filtrée renfermant 100 u. peénicil-
line/cm?® 4 1 em?® & 5 mn. 45 s.-6 mn.

Respiromélre (1) -+ 23 minultes : 220 C):
(fig. XVIII).

Pouvoir fécondant (1 cm? &' /g cm® Q frais a environ /4.700 Q/cm?, dilué &
20 cm® — volume final — par de l'eau de mer filtrée: /) + 18 minutes ; 250 C).

Aprés 1,30 h. 1) dans la suspension en eau de mer filteée ordinaire : 64 o/o des
stades 11, 1V et VIII :

b) dans la suspension en eau de mer filtrée pénicillince :
1V, VIII.

eau de mer pcnicillinée & 100 v /em?

73 o/o des stades Il,

Conelusions. — 1) A la concentration de 1oo u./em?® I'innocuité de la péni-
cilline pour les spermatozoides LA lfrala est avirée ; ceci est en accord avee
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ce que nous avons Lrouve relativement au mode d’action de cel anlibioti-
(que (232) (233).

2) la pénicilline ne parait pas métabolisée par les spermatozoides d’Oursins ;
la légére augmentation de la respiration spermalique en sa présence ne parait
pas signilicative mais elle pourrait ¢tre la conséquence de la fixation d’ions par
la pénicilline, comme on peul le concevolr apres les Lravaux de Pratr et
DurriNoy (473) 3

3) la pénicilline parait favoriser légerement les clivages embryonnaires ;
ceci pourrail élre en rapport avee les propric¢tés auxiniques de la pénicilline
telle qu’elle se manifeste sur les jeunes animaux.

N. B. — Dans les pages a venir de ce chapitre lorsqu'il sayira d'eau
de mer (ordinaire) ow d’eau de mer ovulaire il sera sous-entendu, sauf
contre-indication. que ces eaw.e de mer sont filtrées sur papier Joseph et
peénieidlinees @ 100 w./em®.

Protocole 11.

Spermatozoides 4. lirula (12 males rassemblés, ponte par section pen-
dant 18 minutes a 220 C: dilution par de l'eau de mer aprés 3o minutes,
50t 2y (A5 60n B 2y = 13:3) 2 motilité = 4.

Eau de mer ovulaire d’A. lirula fraichement préparée, donnant des aggluti-
nats typiques de 45-60 secondes (it £y + 4o minutes); A‘/.nogl()lj: 1\‘1‘; M0 — 2.5 (blanc
défalqué). Pour la conservation oun la place d + 2° C.

Réductase (1, 4 2 heares ; 220 () :

i em® B. M. 0,02 0/0 + 1 cm? eau de mer 4 1 cm? o

{ em® B. M. 0,02 0o/o- 1 em? eau de mer ovulaire + 1 em? &

Respiration ({o + 9o minules ; 22° ().

Les spermatozoides consomment 4o 1. O.'h./em® en eau de mer et 52 pl.
0./h./cm?* en eau de mer ovulaire.

On conslitue 4 fractions, soil :

A) 10 em® & 410 em? eau de mer; en sac de collodion sans phase gazeuse;

B) 10 cm? & | 10 em® ean de mer; en bouteille de 4o cm? environ fermée par
un bouchon de caoutchouce:

C) comme A mais 10 cm® d'eau de mer ovulaive remplacent les 10 cm® eau de
mer ;

D) comme B, avec la méme remarque que (i concernant le milieu de dilution.

Pouvoir fécondant (1, 4+ 28 minutes; 220 C1 1 em® 1o cm? Q d’une suspen-
sion fraiche renfermant g.000 Q cm?® et dont une fraction aliquote filtrée conslitue
I'eau de mer ovalaire employée dans ce protocole).

Aprés 2 h. tomn =

Az 770/0 de stades 11, 1V et VIII;

B : 76 0/0 de stades 11, IV et VIIL:

C : 86 o/o de stades 11, IV et VIIT

D : 8o 0/o de stades 11, IV et VIIL

On plonge A et B d'une part, Cet D d"autre part dans un bain renouvelé d’eau
de mer filirée et pénicillinée a 100 u./em? ({, + 11 minutes; 0 (bain) =200 ()}
débit # 1 litre/45 minultes.

Apres 27 heures :

— Aucune odeur suspecte nulle part.

Motilite :

A :activité intense ;

B : comme A mais plus faiblement en (quantité el en (qualité;

(. :comme A

D : aucune motilité.

g 15-17 minutes.
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Réductase (27 heures + 23 minutes ; 220 ) :

— 1em?® B. M. o,020/0 +1 cm?® T A @ 13-18 minutés.

— rem® B M.oy,o20/0+ 1 em? O B :21-25 mo. 3o s.

— 1 cem® B.M. 0,02 0/0 +1cm?® O C :12mn. 30s.-18 mn.

— i em? B. M. 0,02 0/0 4+ 1cm? I D54 mn. 30s.-73 mn.

1 cm? B. M. 0,02 0/0 + 1 cm? cau de mer ovulaire de la veille |- 1 em?® O A :
16 mn. 50 s.-21 mn. 30 s.

1 em?® B. M. o.02 00 4 1 em? cau de mer ovulaire de la veille4 1 cm® o B :
24 mn. 20 s.-20mn, 20 s. (les spermatozoides décantent).

1 em? B. M. 0,02 0o/o + 1 em? eau de mer ovulaire de la veille 41 cm3 G G
23 mn. 30 s-32 mn. 3os. (décoloration seulement sur environ 1 centimétre au
fond des tubes).

1 em® B. M. o,02 0/o 4+ 1 em? eau de mer ovulaire de la veille -1 em?® g D :
105-180 minules.

Respiration (27 heures 4 20 minutes ; 220 () :

A consomme 28 uwl. Os/h Jfemi? :

13 consomme 25 1. 0y/h. em?;

C consomme 3/ 4] 0, o/h./em?;

D consomme 22 zl. 0,/h./em?.

Aection de Ceau de mer ovulatre (27 heures —{— 13 minutes ; 220 () :

A :agglutinats typiques de 17 bbcondcs apres 10 secondes de latence + plages
spermatiques plus ou moins irréversibles :

3.5 [ilmnenlalion lente plus ou moins irréversible :

CetD:

Témoin (g" de 1 heure) : agglutinats typiques de 6o secondes.

Fécondation (27 heures + 1o minutes; 22°C; 1em® 7 /1oem?® Q d'une suspen-
sion fraiche 4 environ 3.000 Q/cm?®). Aprés 1 h. 30 mn. :

A : 4o o/o de stades 1,

B : 25 o/o de stades I,

(i 117 0/o de stades Il et 1V,

D : 3 o/o de stades I1,

Témoin : 66 o/o stades II.

J'ai examiné la question de la distribution ionigque (effet Gibbs-Donnan).
La chlorinité en A et C (titrage par la technique de Mohr) correspondait a une
salinité de 37,39 pour A et de 37,04 pour C (dosages sur 2 em? de surnageant
aprés centrifugation des suspensions spermatiques & 10.000 tours par minule
pendant 10 minutes).

Par ailleurs, la teneur en phosphates libres était de

1.5 4 P/em® dans A,

1,3 Plem? dans Ii,

6 P/em® dans (,

7 ¢ Plem?en D
(dosages sur 1 em¥ de surnageanl de centrifugation).

Conclusions. — 1) Pour des conservations de durée relativement courte
(ici 27 heures), le milicu ouvert pénicilliné est le plus favorable pour la
conservation des spermaltozoides;

2) la présence d’eaun de mer ovulaire parail favoriser encore cette conser-
vation ce qui va dans le méme sens que certaines expériences de WickrLunn ;
mais, élant donné que pour la fonction fécondante, les spermalozoides
d"Oursins se trouvent normalement en présence d’eau de mer ovulaire. la
conservation en cau de mer ovulaire est défavorable (cf. véductase, féconda-
lions). Ces c\'[n'-ri(-nccx‘ ne permettent évidemment pas de conclure avec certi-
Ltude, étant faites apres des lemps teés longs, sur la perte éventuelle plus ou
moins poussée du pouvoir fécondant des spermatozoides ayant ! subi une
agglulination préalable par la fertilisine ;
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3) dans dCautres expériences du Lype exposé dans ce protocole, une conta-
mination par des protistes (Giliés) pouvait se révéler au cours de la conserva-
tion. Il est possible que cette prolifération soit la conséquence d'un dévelop-
pement bactérien plus ou moins inlense, conséquence d'une destruction
(thermique ?) de la pénicilline. Il est évident que dans de tels cas les critéres
métaboliques cessant d’¢tre valables el. quoique des fécondalions soient
encore possibles, de lelles suspensions spermatiques contaminées doivent
ctre vejeties ;

4) selon Fiage de la suspension spermaltique, la présence d'un supplément
de fertilisine lavorise ou inhibe le pouvorr fécondant. les concentrations cn
spermatozoides et en fertilisine ¢lant fixes.

U'rotocole 1.
— Spermatozoides de /', lioidus (sperme de 25 males oblenu par dissection

des testicules). Dilution aprés 3o minutes (4) avee de Peau de mer:
Ao . 3 = 36 motilité : 4.

‘e
3
£ |
S4% .
s
0‘;1:0 : B
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£ 400
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»
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40, L a 0% = e de mar ovvisire
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el - ooV +cou do mar
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o <0 i0 50 w© s0 ‘o 10 a0 as .
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Fig. XIX.

7 = s o 2Ph F3F{e.moo) __ /., R
— Eau de mer ovulaire de P. lividus: 350 0u" = /z(eaude mer ovu

laire de base trés opalescente Ay, — 23).

Réductase (1, + 22 minutes : ) = 17°C) : .

1 em? B. M. 0,02 0/0 4 1 ¢m® eau de mer 4~ 1 cm? § # /;Tmn.Sus.-

1 em?® B. M. 0,02 0/o + 1 cm® eau de mer ovulaire 4 1 ecm? 7 / 8 mn.

Poavoir fécondant ({4 + 20 minutes: ) = 1700 1 em? & + O cm® cau de mer
+ 5 cm?® d’une suspension ovulaire renfermant environ 6.000 Q /em?). Apres
1 h. 30 mn. : environ 100 0/0 de stades l1.

Respiration ({y 4 4o minules; ) = 160 C) (fig. XIX). o

A /, - 5 minutes deux parts de ces spermatozoides ¢laient constituces.

— Fractions de 15 em? placées en sacs de dialyse sans phase gazeuse (0 (eau
de mer) = 170 () : débitde Peau de mer : 100 em?/270 secondes ; il sagit d’eau
de mer filtrée, pénicillinée & 100 u./cm?), soit U.
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— Fractions de 15 em? placées en petits flacons bouchés hermétiquement
avec le caoutchoue docigine (il sagissait de bouteilles de conditionnement de
pénicilline : diamétre : 22 millimétres), soiZ ¢f. Parallélement on laisse le restant
de la suspension mére (soit 15 e¢m¥) en verre de Borrel (verre de Bohéme), de
diamétre : 5o millimétres, soit « table ».

Apres Jo heures (comptées a partir de /y) des contrdles sont effectués (200 C) ;

Motelité : x) el 05 2) Uet« table » : plusieurs spermatozoides mobiles.

Odeur : 1 el. : sulfureuse ; ») U et « table » pas d’odeur spéciale.

Réduactase (1, 4+ 30 h. o8 mn.) :

— 1em® B. M. o,02 0/0 - 1 em? eau de mer + 1 cem? O cl. : 60-75 minultes.

— rem? B.M. 0,02 0/0 4+ 1 em? eau de mer + 1 em® O U : 37-45 minutes.

— 1em? B. M, 0,02 0/0 4+ 1 cm?® eau de mer ovulaire (conservée depuis la
veille) a 20C + 1 em® 7 cl. : 34-43 minutes.

— 1 em? B, M. 0,02 0/0 4 1 em?® eau de mer ovalaire (conservée depuis la
veille) & 4+ 20C <+ 1 em? 7 Ut 18-21 mn. 30 s.

A titre indicatif :
ctem® BoM. o,020/0 + 1 em?eau de mer ovulaire (conservie depuis la veille)
a4 200 L 1 em¥ « table » : 9-10 mn. 30 s.

Ltespiration (4, + 30 h. 2omn. : ) = 160 () (fig. XIX) (partie inférieure).

Pouavoir fécondant (Zo+ 3o h. 13 mn.; O = 200 ().

1 em® 9/5 em® eau de mer filtrée pénicillir 100 u./em¥ 45 em? d'une sus-
pensionovulaire d'une heure renfermant environ 5.300 Q /em®. Apres go minutes :

el — 75 0/0 de stades Il et IV 4 agglutinats diffus de spermatozoides,

U — 100 o/o de stades Il et IV + agelutinats spermatiques fusiformes
(cf. cliché V).

« Table » —> 100 0/0 de stades 11 et IV 4 petits agglutinats spermatiques plus
ou moins irréversibles.

Chlorinité dans les sacs (dosage sur le surnageant de centrifugation)
Cl = 21,487 — salinité : 38,69 o/00.

(onclusions. — 1 Le milieu ouvert largement du ¢oté de la phase gazeuse
(air) savere aussi favorable que le milicu ouvert enticrement (sacs) en ce qui
concerne la conservation du pouvoir fécondant ; il est d'ailleurs supérieur en
ce qui concerne la conservation de activité réductasique ce qui s‘explique en
considérant quen milieu dialysé les substrals se sonl ¢puisés cn partie par
dialyse et en partic par consommation cellulaive, tandis quen milieu clos
mais aéré la conservation des substrats est meilleure. Ceer confirme que le
role du milieu ouvert est surtout de favoriser l'oxyvgénation du milieu ot aussi
d’éliminer les déchets hiologiques (récipients-émoncloires) ;

2) les dosages de chlorinité montrent que Peffet Gibbs-Donnan est négli-
ceable 11 n’est toutefois pas impossible que par suite de la sensibilisation
cellulaive conséeutive i U'exhaustion des substrats, U'action 1wnique du milieu
soil favorisée. amenant particulicrement la lihération de Uanti-fertilisine.

Remarque. — On peul se demander si aération 'une suspension sper-
matique ne pourrail pas ¢tre oblenoe dune autre facon qu'en placant les
spermalozoides dans un récipient & large ouverture el en faisant barhoter
soit de Iair soit de Poxygéne. J'ai fait de Lelles expériences el j'al constaté
que le barbotage de gaz était nuisible aux spermatozoides sans doute par
snite de la fragilité mécanique de ces cellules.

On a vu par ailleurs (p. Go) que la pression d'air en sac de collodion
amenail une concentration de la suspension spermalique qui v élail soumise.

B. Rybal. 7
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Jai Qailleurs pu constater qu’il en ¢lait généralement de méme lorsqu’on
mellait en service le dialyscur sous pression controlée comme indique le
protocole 1V.

Protocole 1V.

— Spermatozoides d’A. lirula (1 em® = 370 9 N @ lotal). . )

Volume de la suspension mise en expérience : 12 cm?® (ce qui remplit tout
I'espace membranaire du dialyseur de capacité dialyseur-manometre a la divi-
sion 150 de la branche fermée : 35,2 cm?). . )

Piston a 15 ;agitation : 8o oscillations doubles/minute; agitatcur interne cn
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Fig. XX.

battantde cloche de 2 millimeétres de diameétre. § = 3o0 (0. Colonnes manométri-
ques de mercure. Débit d'eau de mer pénicillinée a 100 u.Jem® = 100 cm?
168 secondes.

La figure XX montre la dépression continue correspondant nolamment i une
diminution de volume de la suspension spermatique jusqu’a volume # 10,8 cm®.

Remarques. — Par compressions suceessives on peul réduire en quelques
heures le volume de la suspension jusqu’a ro fois en conservant la motilité
des spermatozoides, la figure XXI montre l'allure de lelles décompressions
successives. Pour faire une telle expérience, le gaz était injecté par le corps
de la seringue. un houchon de caoutchoue remplagant le piston, le tuyau
d’adduction gazeuse élait muni, pres du corps de la seringue, d’un robinet qui
était fermé lorsque le manomeétre indiquail une cerlaine pression. La
décompression est hien due principalement a une baisse du volume liquide
comme l'indiquent les mesures de volume failes avant el apres compression ;
de plus le sac étant initialement enticrement rempli par la suspension ce
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n'étail pas une fuile gazeuse membranaire qui pouvail étre mise en cause au
moins au début; enfin. 'expérience en présence d'azole montre que celle
décompression est idépendante de Pactivité respiratoire des spermatozoides
(jai d’ailleurs pu obtenir une telle décompression avec des solutions
d’ovalbumine (qui se lrouvaient ainsi concenlrées)
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Fig. XXI.

Ce sont des expériences de ce Lype qui m'ont conduit a Uultra-filtration pour
tenter de démontrer la théorie de I'allélostasie de Grav (p. 59). Ces remar-
ques ¢lant failes revenons au protocole 1V :

Réductase (L, 4 5 minutes ; 25,50 () :

1em® B. M. o,020 0 4 1 em? & : 3-) minules.

Sensthilité a Ueau de mer vvulaire (f, + 41 minutes ; 25,50C ; 1 em? §/2 cm®
e.m.o.; 1 cm?e. m.o. =21 vNQ total) : 3 mn. 23 s. d'agglutinats.

Début de la dialyse (circulation d’eau de mer pénicillinée) : 7, 4 15 minutes ;
soit (1).

Parallélement on constitue :

— Un témoin en espace clos (flacon rodé de 25 cm?®) 12 em?, soit (2).

— Un témoin en sac de collodion (sans surpression) placé contre de I'eau de
mer ordinaire courante, soil (3).

— Un témoin co verre de Borrel ouvert (¢ = 52 millimétres), soit (4).

Aprés 31 heares :

(1) Motilité : + (nombreux spermatozoides); 1 cm®=4oo 4 N Q total; pas
d’odeurs putrides.

Réductase (31 heures -+ 30 minutes ; 25.,50C) :

1ecm® B. M. 0,02 0/Jo+4 1 cm? O : 17-22 minules.
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Sous I'action de I'eau de mer ovulaire de la veille (conservée a 20 Q) : agglu-
tinats typiques de 1 mn. 30 's. & spermatozoides trés mobiles.

(2) Molilité: & alfectant peu de spermatozoides; pas d’odeur putride.

Réductase (31 heures + 5 minutes ; 25.5°C) :

L em?® B. M. 0,02 0/0 +1 cm?® O : 30-35 minutes (décoloration affectant la moi-
ti¢ inféricure seulement).
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Fig. XXIL

Sous l'action de l'eau de mer ovulaire de la veille : gros amas de sperma-
tozoides immobiles durant plus d'une heure (pratiquement irréversibles).

(3) Motilité: + légére odeur suspecte.

Réductase (31 heures + 1 h. 13 mn. ; 25,50 C)

1 em® B. M. 0,02 0/o +1 em?® T : 12-16 minules.

Sous Paction de I'eau de mer ovulaire de la veille : formations spermatiques
en fuseaux bouclés (cf. cliché V1) : les spermatozoides libres sont immobiles.
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(4) Motilité : + faible : pas d’odeur anormale.

Réductase (31 heures + 2 heures; 25,50C) :

1em3 B, M. 0,02 0/0 4 1em? G 25-32 minultes.

Sous l'influence de I'can de mer ovulaire de la veille : agglutinats typiques
comme en (1).

Conclusions. — 1) Une forte surpression appliquée a Uintérieur d'un sac
de dialyse améne une concentration des cellules (ui ne paraissent pas affec-
Lées dans leur intégrité ;

2) dans des condilions non asepliques (série (3)) 'utilisation du test de la
réductase est équivoque.

Protocole V.

— Spermatozoides d’A. /lirula (pounle par seclion de 20 miles pendanlt
20 minutes a 250 C). Dilution par de 'eau de mer filtrée pénicillinée & 100 u./cm®
aprés 10 minules (soit #g); Ay, = 6o.

Réductase ({p+ 1 minute: 250 C);

rem?® B, M. 0,02 0/0 + 1cm® O :2mn.4bs.

— Eau de mer ovulaire d’A. /rxala (ponte par section de 12 femelles pendant
20 minutes & 200 C). Apres 3 lavages par décantation avec de I'eau de mer filtrée
pénicillinée & 100 u./em?, 1 cm® - 18,14 N Q total,

Action sar les spermalosoides contemporains ({4 70 minutes; 250 C) © aprés
35 secondes de latence, agglutinats typiques de 8 minutes, d’abord ramifiés puis
arrondis.

Réductase (t, + 135 minutes: 250 () :

— 1 em? B. M. 0,02 0/0 4 1 em?® eau de mer + 1 em® I : 4-5 mn. Jos.

— 1 cm?® B. M. 0,02 0/o 4+ 1 em? eau de mer ovulaire 41 em? o @ S mn. 35 s.-
4 mn. 4o s.

Respirométrie (l, + go minutes; 240 (). Utilisation de I'ean de mer ovulaire
ci-dessus (fig. XXII) (partic supérieure).

Fécondation (y+ 130 minutes ; 25°C) 1 em? J/10 em* de suspension ovulaire
d’ige /, + 130 minutes, renfermant environ 8.800 Q/cm?® d'eau de mer filtrée
pénicillinée 4 roo u./cm?. Aprés 2 heures: 50 o/o de stades 1I, IV et VIII.

Aty -+ 20 minutes = t,, 2 parts de la suspension spermatique sont constiluées :

1) une de 75 em? est placée en verre de Borrel de 53 millimétres de diamétre
et de 10 centimétres de hauteur (9=250 C), soit « T table» :

2) une autre de 50 cm? est placée en sac de collodion, sans phase gazeuse, plon-
geant dans de eau de mer filtrée pénicillinée & 100 u./cm® circulante (débit :
50 em3/168 secondes ; i = 250 (1), soit « T U ».

Remarques. — Les abréviations du tableau XI sout : 1/1, 1/1/1, e. m.,
e. m. o. Elles signifient :

1/1:1 em?® B. M. 0,02 0/0o L1 ecm? T,

1/1/1 2 1 em® B. M. 0,020/0 -+ 1 cm3 eau de mer filtrée pénicillinée a 100 u./cm?®
(e. m.)ou caude merovulaire filtrée pénicillinée 4 100 u./cm®(e.m.o0.)+ 1em? J.

Les courbes de la figure XXII parallélisent les résultats du tablean XI (partie
supérieure : respiration a /; 4 go minutes; partie inférieure : respiralion &

to+ 49h.45 mn.).



102 BORIS RYBAK

Aty 449,15 h. (250 C) :

Action de l'eau de mer ovulaire de 1, :

« o table » : agglutinals lents & se former mais & spermatozoides mobiles,
disparaissent partiellement aprés 2 heures;

« G U» : petits agglutinats immédiats et persisltants & spermalozoides immo-
biles.

Pouvoir fécondant ({z+4gh.25 mn.): 1 em? G/10 cm® Q d’une suspension d’une
heure renfermant environ r1.500 Q/cm?® d’eau de mer filtrée pénicillinée a
100 u./emd. Aprés 2 h. 3o mn. :

« 7 table » : 20 o/o de stades 1V, VIII et XVI.
« “U»:oofo (wufs & gangues précipitées du type du cliché II), témoins
(< de 15 minutes, A‘Atlio;um, My = 28) : 6o 0/o de stades IV, VIII et XV

Le tableau X1 retrace I'évolution de ces suspensions spermaltiques.

TasLEau XI

| |
(1) (2) x (3) } (4) (5)
Rédue-| fy4+1 mn. [fh+23h.jomn.|{li4+29h.30mn.|f,+32h. 25 mn. fo+ 35 h.
taser/1| amn. 4hs. | H6mn.ibs, | Sy mn.oads. | 5-gmn.ibs. [Smn. 455 -8 mn. 10s.
| [ t/rfrze.m. 11-15 mn.
{ 45 s.
e.m.o, 6 12mn,
|
e. m.o.| Latence : Latence : Latence : | Latence : Latence : 25 s.,
35s., durée:| 3bs.,durée: | 3os.,durée: | 35s., durde: durée : 24 mn.
8 mn, 8 mn. 8 mn, i 17 mn,
(6) (7) ®) o)
Rédue- ty + 47 h. ty 48 h. tomn. fy + 58 h. 1D mn. ly + 70 h.
tase 11« Tlablen:6-gmn.j« < table» : 1/1/1e. m. o. ‘[« Ttable»:6-8mn.30s.|6.8mn.5s.
8-10 mn.
« TU»:30-bamn.jec 0 U» :t/tfre. m. o, :
55-60 mn.
e.m.o.l« Jlable»:agglu-f« & table » : réanimation |Agglutinats irréver-
tinals persis- sibles (> 45 mn.)
lants, ' trés mobiles.
« O U» : aggluli-
nals persistants,|
flocons petits cll
immobiles (!). |

(') J'ai constaté que les « & U » ne sont pas remobilisables en présence des subs-
trats suivants (pH == 8 ; 25° C) : malate de sodinm, malonate de sodium, succinate de
sodium, choline, acétylcholine, glutalhion, ATPNa, phénosafranine i la concentration
de 1 mg/em?, on d’un « cocktail » ATPNa 250 y/cm? - malate de sodium 250 v/cm® - sue-
cinale de sodium 250 v/cm® 4 glutathion 250 y/cm?®; I'héparine it 1 o/o ou le liquide

o - : . \ 1/5 .
séminal de O A. lizula de moins d'unc heure de Ayg/ot M.) = 20 sont également sans
action. Ces essais onl ¢1é fails selon la lechnique des 3 goultes.
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CConclusions. — 1) Les spermatozoides immobilisés par dialyse aseptique
prolongée (> 48 heures) ont subi des modilications structurales caractérisées
par la libération d’anti-fertilisine ; ils ne sont pas mobilisables sous I'influence
de différents métaboliles ;

2) il apparait que tant que leau de mer ovulaire réactive les sperma-
lozoides cewr-ct peuvent conserver un cerlain pouvoir [fécondant. Ce
caraclere met incontestablement en évidence les relations fonctionnelles liant
les spermaltozoides a leurs conditions d’action.

Protocole V1.

— Spermatozoides d’A. /irala (pontes par section de 8 miles pendant
12 minutes). Dilution par I'eau de mer filtrée pénicillinée & roo u./em? aprés
30 minutes (soit /o) Aye o p v = 75,4

Eau de mer ovulaire d'A. /e.rula préparée avec de I'ean de mer filtrée péni-
cillinée & 100 u./cm3 (A-,‘;‘fn:.:"(]? S = 2,4).

Donne des agglutinals typiques de 75 secondes avec les spermatozoides
ci-dessousa 220 (i el /5 + 1 minute.

Activité réductasique (22°C; {y+/4 minutes) :

1 cm® B. M, 0,02 ofo +1 cm?® eau de mer
41 cm? T

1 em?® B. M. 0,02 0o/o 4 1 ¢cm? eau de mer ovu-
laire +1 em® @ \

Respiration (220 G : /, + 36 minutes) : 78 pl/heure/ecm?.

Pouvoir fécondant ({,+ 61 minutes: 220 C)= 1 em*® J/i0 em* d'une suspen-
sion ovulaire d'une heure renfermant 1.200 Q /em®. Aprés 1h.30 mn. : 73 o/0 de
stades 11, 1V et VIII.

A 4+ 16 minutes = t, ; les spermatozoides sont répartis en 2 séries

— 10 em?® en petits flacons hermétiquement fermés par un bouchon de caout-
chouc (je me suis servi de petites bouteilles servant au conditionnement de la
pénicilline), soit A:

— 10 cm? en verre de Borrel de 50 millimétres de diamétre et 14 centimétres
de hauteur, soit B.

Les séries A et B sont laissées a évoluer & la température de 280 C el sous un
¢clairement de 75 lux.

At + 17 heures (210 C) :

1) A : spermatozoides immobiles peu réactivables et ne donnant pas d’agglu-
tinats typiques avec I'eau de mer ovulaire de 7, ;

B : spermatozoides peu mobiles, mais fortement réactivables par I'eau de mer
ovulaire, en donnant des essaims spermatiques & auréoles (du type déerit par
SAmPsON : « roues rayonnées »). Une minute aprés le recouvrement par une
lamelle de 0,10451 g. (examen selon la technique que j’ai décrite p. 58), ces
spermatozoides en présence d’eau de mer ovulaire ont une vitesse moyenne de
100 z/70 tierces en mouvement rectilinaire.

2) Pouvoir fécondant (I, + 18h.20 mn.:1 em® /10 em® d'une suspension ovu-
laire d'une heure renfermant environ 1.000 Q ‘em?) :

7-10 minutes avec un léger
retard avee l'eau de mer
ovulaire.

Aprés 2h.10 mn. Apres b heures
A 42 0/o stades II, 1V, VIII 45 o/o morulas
B : 51 0/o stades 11, IV, VIII Ho o/ 0 morulas

3) activité réductasique (1, + 18 lneures‘) :
A:zrcem?® B M oo20/0+ 1 em? G 1 23-(32-35 minules).
B:1em3B, M. o,020/0+ 1 em? o h (x’; 15 minutes).
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Azrem? B.M. 0.02 0/o + 1 em® e. m. + 1 em® T : 27-35 minutes.
B:1em?B. M. 0,02 ofo - e.m. 4 1 em? € : 14-21 minutes.

A1 em®B. M o,02 0/o 41 em?e.m. 0.+ 1 cm® T : 22-27 minules.
B:1em?B. M 0.02 0/o + 1emPe.m.o. 41 cem?® T 10-15 minutes.

Conclusion. — La conservation aseptique des spermatozoides est défavor-
s¢ée en miliea confiné, elle parait se faire le mieux en récipients a larges
ouvertures permeltant une aération superficielle sans agitation de la suspen-
sion.

IV. — Durée extréme de conservation du pouvoir
fécondant de spermatozoides non alimentés artificiellement.

L'état présent de nos connaissances sur la conservation des gameles miles
tel qu'il ressort de mes ¢tudes est le suivant :

a) Uexistence e conditions aseptiques oblenues particulicrement par I'em-
ploi d'un agent anti-bactérien. évidemment non loxique pour les spermato-
zoides d'Oursins, est néeessaire’:

b) pour des durées de conservation de l'ordre de 24-30 heures, le milieu
ounvert (sans fourniture de substrals) est avanlageux ;

) pour des durdées supérienres it Jo heures, et sans fourniture de substrals,
la conservation en réeipients fermés du coté liquide et largement ouverts du
cOLé atmosphérique est & préconiser;

d) le milieu hermétiquement clos est i rejeter.

Ceei posé. je donnerai maintenant le protocole 'une expérience faite en
automne (septembre) & Banyuls-sur-Mer qui a élabli le record de durée de
survie des spermatozoides d’Oursins i température ordinaire avee des
g A lerala dilués dans de Ueau de mer.

Prolocole. — Soil done -

1) @z spermatozoides d'A. lixula (ponte par section, 35 males) : dilution par
de l'eau de mer filtrée pénicillinée a 100 u./em® aprés 45 minules () :
A‘] S0 —

n6oo (B. M) — 47~

Réductase (1, + 3h.35mn. ; 220 C) :

— 1 em? B. M. 0,02 0/0 + 1 em? ean de mer + 1em® O : 5 mn. 10 s.-7 mDn. 205s.
— 1em?B.M.0,020/0+ 1em¥eau de merovulaire +1em? G:3mn.bos -Hmn.30s.
bz eau de mer ovulaire de 5 heures préparce avee de 'eaude mer filtrée péni-

cillinée 3 100 u./em3; A 2PhFde.moos o0 chermatozoides d°A. lizula
/ Atoo (B. M) 2 I

(/0 + 2 heures : nombreux agglutinals i auréoles disparaissantaprés5 minutes).

Fécondation (454 3 heures: 220 C, 1 cm? J/10em? d’une suspensioz ovulaire de
2 heures contenantenviron 5.000 Q /em?); aprés 1h. 3o mn @ 34 o/o des stades 1l
et 1V.

2) @ @ spermatozoides de P. lioidus (So em?® sperme obtenu par dissection des
testicules, 35 miles); dilution par de l'eau de mer fliée pénicillinée 2
100 u./em? aprés 35 minutes (soit ¢y) A‘/.fliu:”(B. My = 47-

Réductase (ty + 3 h. 35 mn.; 220 C) :

1 em?® BoM. 0,02 0/0 4+ 1 cm? eau de mer 4 1 em?® < @ 22-28 minutes.

1 cm?® B, M. 0,02 0/0 |- 1 em?® eau de mer ovulaire - 1 ¢cm® O : 15 mn. 10s.-
21 mn.
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b : eau de mer ovulaire de 5 heures préparée avec de Ieau filtrée pénicillinée

» 3.x.2Pb+3e.mo. __ g~ 3 . S " S P UL S
a 100 u.jem? 5 Aye Ny —8,5. Action sur les spermatozoides de P. lividus

(¢, + » heures) : les spermatozoides d’épreuve (sénescents) étant pour la plupart
immobiles avant adjonction de I’eau de mer ovulaire, il y a réactivation flagel-
jaire et formation de micro-amas-(20-40 u(z) environ). Il n’y a aucune réactiva-
tion cinétique si & la place d’ean de mer ovulaire on dilue les spermatozoides
dans de I'eau de mer ordinaire.

Fécondation (1, + 3 heures: 220 C: 1 em* /1o em® d'une suspension ovulaire
de 2 heures, contenant environ 6.200 Q/cm?); aprés 1 h.3omn. ;20 ofo de
stades 1I.

N. B. — Depuis /; pour A. lirula et /:, pour . lividus les sp(’rmatozo'ide.s sonl
conservés sous un volume de 75 em® en verre Borrel de 50 millimétres de dia-
métre et de 14 centimétres de hauteur; 1 = 190 G : éclairement ne dépassant
pas 175 lux.

Aprés 24 heures :

La suspension de spermatozoides de P. lividus dégage une forte odeur puri-
que, les spermatozoides sont trés altérés étant immobiles et non réactivables en
présence d’ean de mer ovulaire spécifique qui améne la formation d'amas sper-
matiques allongés.

La suspension de spermatozoides d’A. lixula ne présente pas d'odeur, de nom-
breux spermatozoides sont mobiles; ils ne forment pas d’agglutinats typiques
avec eau de mer ovulaire spécifique mais ils sont fortement réactivés.

Réductase (24 heures + 2 h. 3o mn. : 220 C):

— 1 cm® B. M. 0,02 0/o + 1 cm® eau de mer + 1 ¢cm® O P. [. : 8o-g3 minutes.

— 1em?® B. M. 0,02 0/0 + 1 cm?® eau de mer ovulaire P. /. + 1 em® O P.L:
70-78 minutes.

Z 1 emd B. M. 0,02 0/o - 1 cm? eau de mer 4+ tem? O 4. /.1 7 mn. 3os.-
10 mn, 30 s.

— 1 em? B. M. 0,02 0/0 + 1 cm® eau de mer ovulaire 4. /. 4 1 em® < A. [ 2%
5-7 mn. 45 s,

Feécondation (»4 heures + 2h.5omn.: 220 C; 1 em? & (P /. ou A. L) renfer-
mant eaviron 2.000 Q/em? d’eau de mer filtrée pénicillinée a 100 u.jem? donne
les résultats consignés dans le tableau XI1.

TaprLrEan NI

Tmmdédiatemenl Aprés 2 heures

0 ofo de elivage.
gP.lx<xQP L Pelils agrégals spermatiques (iros amas

greg
spermatozoides-ovules

70 0'o des stades Il & XXXII:

G 3 O 3 2 o el - . 2
A lx Q Al Agglutinats fusiformes spermatozoides mobiles

Remarque. — La suspension de spermatozoides de P. lividus n’a pas éLé
aulrement suivie, une vérilication aprés 36 heures a montré que le catabo-
lisme cellulaire continuait (tests : réductase. molilité. pouvoir fécondant).

La planche 11 synthétise les résultats  obtenus avec la  suspension
dAL leeala -

1) la famille de courbes de la partie supérieure de la figure représente le
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temps de décoloration de 1 cm? de blen de méthyléne, & 0,02 0/o d’eau de
mer filtrée par 1 em?® de suspension spermalique-mere placée en présence de
1 em? d'eau de mer ordinairve (iltrée et pénicillinée a 100 u./em?® ou de 1 em?
deau de mer ovulaire-stock liltrée el pénicillinée & 100 u./em? (le calcul
d'un Qay ne serait pas significatils ici. élant donné que la décoloration est
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Planche III.

incompléte : persistance d’un anncau bleu surnageant; mais on peut voir qu'il
est remarquablement faible) ;

2) les fécondalions qui ont servi & conslruire la courhe « ' sénescenl» de
la planche IT1 ont été pratiquées de la facon suivante :

dans des couvercles de boites de Petri en pyrex de ro centimélres de dia-
meétre intérieur je place :

ro em® d'une suspension ovulaire d”.L. lirula dgée d'une heure au plus et
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conlenant environ 12.500 Q@ ‘em® (3 lavages par décantation avec de I'eau de
mer fillrée pénicillinée 4 100 u./em® sont effectués préalablement en Bécher
de 1 litre en pyrex; durée du dernier contact eau de mer-ovules : 15 minules
it22° (C);on ajoute 1 em? de la suspension spermatique & lester.

Les suspensions spermaliques lémoins étaient conslituées a partir de ponles
induites par section ; aprées dilution dans I'eau de mer filtrée pénicillinée a
100 u./cm?, elles élaient Agées de moins de 30 minutes; leurs concenlrations
¢laient ajustées de telle sorte que _\7..’;‘,'.-).“(1: ) == Ad-Ho. La valeur de chaque
pourcentage de clivages conslituant un des points expérimentaux de la
ligure inférieure est la mevenne de triplicata; on trouvera portée au regari
de chaque point de la courbe « & sénescent » la valeur de I'écart-type lanl
pour les spermatozoides témoins (F° /) que pour les spermatozoides conser-
vés (3 s). Les lectures des fécondations ont été généralement faites apres
go minutes et jamais aprés 300 minutes de culture & 220 C (obtention de
stades I1, IV, VIII). On peut constater combien sont considérables les fluctua-
tions des pourcentages de clivages. Dans une telle expérience Iinterprétation
doit tenir compte de plusieurs remarques et tout dabord il est évident que les
valeurs absolues du nombre de clivages des spermatozoides sénescenls ne
sont pas significalives. Il faul nécessairement Lenir comple du pourcenlage
de clivages obtenu avec les spermatozoides témoins. Or ces clivages témoins
sont oblenus & chaque fois avec de nouvelles suspensions spermatiques ce
qqui fait que chaque expérience témoin est indépendante ; elle n'est reliée aux
expériences avec les spermatozoides sénescents. a chaque fois, que par les
suspensions ovulaires utilisées qui sont également renouvelées & chaque
expérience (on a vu page go que les ovules ne se conservaient pas au dela de
2/ heures dans les conditions aseptiques de mes expériences el en conse-
(uence, on ne peut faire usage d'une méme suspension ovulaire-stock paral-
[element & la suspension spermatique sénescente). Dans ces conditions
la courbe qui rend compte au mieux des pourcenlazes réels (e clivages
est celle qui combine les valeurs obtenues avee les spermatozoides sénes-
cents et celle obtenue avee les spermatozoides témoins. Soit £ le pourcen-
lage de clivages oblenu avee une suspension spermalique témoin ; il vient :
too — ¢ = différence entre le pourcenlage maximum de clivages dans des
conditions d'idéalité moins le pourcentage obtenu ;

el s le pourcentage de clivages oblenu avec la suspension spermalique
conservée; il vient de méme : 100 — s; d'ou :

(100 — 1) — (100 —358)={(—s ¢

el 100 + ¢ = oo réel de clivages dans la suspension ovulairve fécondée par
des spermaltozoides conservés (histogramme de clivages), avec + e sif < s
(c’est une éventualité que je n’ai pasrvencontrée mais qui est plausible) et —e
si £ > s (c'esl le cas général).

Remarque. — Une odeur purique commence a se développer apres
72 heures de conservation ; la motilité /n sifu des spermatozoides conservis
est pratiquement nulle apres 76 heures si la suspension n'est pas agilée
comme cela se produit au cours des pipetages fréquents ou faits sans pré-
caution (I'aération ainsi produite réanime de nombreux spermatozoides).
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Discussion. — On peul se demander i quoi tiennent les (luctuations dans
le pourcentage de clivages. Elles sont lides soit aux ovules soit aux spermato-
zoides el rien ne permet de calculer ce qui revient aux uns ou aux autres.
Cestici toutefois (qu'un test métabolique comme celui de la réductase permel
de trancher la question. En regard de chaque point correspondant aux clivages
obtenus par les spermatozoides témoins. Jai mentionné la durée en secondes
de la déeoloration du bleu de méthylene. dans les mémes conditions qui ont
été indiquées ci-dessus @ propos des spermatozoides en conservation. On
remarqueri (ue ces valeurs sont treés proches les unes des aulres; or si, par
exemple, une suspension décolorant le bleu de méthylene en 4ro secondes
permet d'obtenir supposons 70 0/0 de clivages et si, par ailleurs, une antre
suspension réduisant le bleu de méthylene dans le méme temps permel d’ol-
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Fig. XXIIIL

lenir 100 o/o de clivages, je dis que la différence est due & la fécondabilité,
cesl-i-dire aux ovules. Dans 'expérience rapportée ici. je conclus que les
fluctuations sont entierement sous la dépendance de I'état des ovules.

La figure XXIII représente la courbe de corrélation qoi fait bien ressortir
les luctuations.

Remarques. — 1) la confronlation des deux familles de courbes de la
Planche Il montre que lactivité réduclasique du sperme concentré peul
diminuer pres de 4-5 fois sans affecter le pouvoir fécondant de ce sperme ;

2) & la 72¢ heure de conservation, moment ot une lyse importante commen-
cail & se manifester (odeur purique), le taux de clivages s’est élevé hrusque-
ment; il peul s’agir d'une coincidence mais il est e‘.:dlem(‘nl possible que les
produits de la lyse spermalique favorisent soit les fécondations soit la vitalité
des spermalozoules résiduels.

Conclusions. — 1) & une température inférieure i la lempérature de des-
truction rapide de l'agent anti-baclérien utilisé (ici Spécilline-G, stable
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pendant 7 jours & 6 = 200 (1) des spermatozoides d'A. lirula gardent intégra-
lement leur pouvoir fécondant pendant 120 heures ; apres 132 heures. la moitié
de leur pouvoir fécondant est encore conservée. De plus, la lyse (vraisembla-
blement autolyse) qui prend naissance au sein de la suspension d'une fagon
notable dés la 72¢ heure ne doit étre compléte quapres 162 heures, donnée qui
montre combien est hétérogene une suspension spermalique ;

») comparalivement des spermalozoides de /. lividus en début de maturité
perdent rapidement ce pouvoir fécondant. Ce fait est important i souligner
pour les questions d’hybridation ;

3) on peut se demander si dans les expériences de survie de Ty (632) les
agents chélateurs qu'il utilise n"agissent pas en grande partie en tant qu'agents
anti-bactériens, la littérature offre en effet un assez wrand nombre d'exemples
de substances dites « antibiotiques » qui fixent les ions métalliques (5) (449)
(4531 el parmi ces substances se trouvent des chélateurs caractérisés (63)
(voir par ailleurs (g)) ;

%) de plus dans le travail de Tyren (632) il estquestion de durée de « demi-
vie ». fondée sur la motilité a lintérieur de la suspension spermatique
conservée. Un tel fondement ne peut constituer un crilére sir comme mes
expériences le prouvent car :

— la molilité in situ des spermatozoides est contingente (lide au récipient,
A l'aération de manipulation...) ;

— ce qui comple du point de vue fécondations ce n'est pas la molilite
des spermatozoides au sein de leur suspension en ean de mer (ou méme
en eau de mer ovulaire) — on elle peut étre nulle —, c’est la motilité apres
transfert en eau de mer ovulaire oi l'équilibre agglulination-aclivation
(ou réanimation) conditionne le pouvoir fecondant d'un sperme d Oursin
donné.

V. — La conservation parabiotique des gamétes pondus.

On avu que les ovules sont plus sensibles au vieillissement que les sperma-
tozoides. Etant donnée existence de substances de fécondation pour la plu-
part solubles dans I'cau de mer. on peunt se demander s'il n'est pas possible
d’envisager une prolongation de la survie des gamétes en les placant dans des
conditions telles qu'il y ait un constant renouvellement de cerlains de ces pro-
duits. J'ai done procédé i des expériences de parabiose en utilisant des
membranes de collodion ; ces expériences ont ceci de particulier qu’elles sont
des parabioses spécifiques de cellules & cellules.

Le principe revenait & placer I'un dans Pautre deux sacs de collodion de
taille différente. le sac interne étant évidemment le plus petit, chacun des sacs
renfermant isolément un Lype de gaméles (méles ou femelles). Les ovules
décantent rapidement el il pouvail élre avaulageux d'agiter le montage « her-
maphrodite » si je puis dire (ovotestis artificiel). Mais agitation s'est avérée
ici encore dommageable et je I'ai abandonnée.

Dans mes expériences j'al donc utilisé des sacs de dialyse slatique remplis
avec les gamétes de telle sorte qu'il n’y ait aucun espace gazeux a Uintérieur

des sacs.
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Voici le protocole des expériences-Lypes portant sur 24 heuresdeconservation :
s0it deux séries :
1 ‘ . sac interne al 1 ( © sac exlerne
{ -7 sac exlerne { 7 sac interne
)spermaluzo'ﬁdes d'A. licala oblenus par pontes par section de 12 males ;
5o _ R 4
Mgl ) = 23, apres dilution par I'eau de mer filtrée pénicillinée a 100 u./em?
2) ovules d’A. lirula obtenus par ponles par section de 16 femelles ; environ
10.000 Q/cm?® d’eau de mer filtrée et pénicillinée a 100 u./cm?.
Dimensions des sacs :

1) sac interne : diamdétre = 16 millimetres, volume = 8 cm?, longueur elti-
cace = h2 millimétres |
) sac erlerne : diamétre = 24 millimétres, volume = 30 cm?, longucur effi-

cace = 65 millimdctres.

Des témoins 57 et Q en pelits et grands sacs sont constitucs.

Mise en dial_ysv contre de 'eau de mer courante ordinaire a 219 (1,

Aprés 24 heures :

Morphologie. — 1) les spermatozoides en I et IT soul mobiles,

2) les ovules de L et Il ne montrent aucun clivage ce qui nous assure de I'étan-
chéité des sacs aux spermatozoides. Les ovules de Il paraissent en meilleur
étal.

Réductase (24° C) :

—1 cmi B. M. 0,02 0/0 + 1 cm" g1 57 minutes

— 1 em® B. M. o.02 o/u + 1 em® 71 7-10 minutes
(A titre indicalif, les témoins mis en dialyse simple en grands ou en pelils sacs
donnent: : 8 mo.-r1 mn. fos ).

2 e.m. o.

Action de Ueau de mer ovulaire d'A. lixula (AA(.OD B M) = 2,5) . essais

selon : rem® e. m. o./1 cm*

I : gros essaims typiques durant 15 minutes (aprés quoi il reste encore des
pehls amas spermatiques):

Il : pendant 6 minutes trés petits agglutinats aux contours mal définis deve-
nanl filamenteax, comme on en rencontre avee des Sllbl)bnblO[]S spermnthueb en
voie de lyse.

Détermination de Uélal fonctionnel des gamétes (lectures aprés 1 h. 3o mno., &
24° C) :

1) ovules (10 em* Q + 1 em? 7 de 35 minutes de .&7.";0;',“(1“ wy = 18):

l:00/0de clivage.

Il : 80 0/0 de stades 11, 1V, VIIL.

Témoins de dialyse simple : 2 o/o de stades 11

2) Spermatozoides (1 em?® 4 10 em* Q de 35 miunules lavés trois fois par
décantation et renfermant 8 fo0 Q /cm?):

I:50 0/0destades I1, TV, VIII (hv.mmup d'eufs pardlssout polyspermiques :
clivage irrégulier), de nombreux wufs sont entourés d’une forte aura sperma-
llquc

IT: 35 o/o de stades Il et 1V, rares stades VIII.

Témoins de dialyse simple: 4o ofo de stades 11 et 1V.

Conclusion. — La conservation en dialyse parabiolique parail fuvo-
rable a la survie tanl des ovules que des spermatozoides dans la mesure
o lune ou l'autre de ces catéqories de gamétes se (rouve placée duns
/('nne/r)/)pe semi-perméable externe. 11 semble done qu'ici encore ce soil
I’ n\\ﬂenatlou du milieu qui est le facteur favorable; il parait de plus vraisem-
blahle qu’un ou plusicurs agents diffusants d’origine spermallqu(, ou ovulaire
jouent un role favorisant. Toul se passe comme si le sac interne élait un milieu
confiné.



CHAPITRE VI

COMPORTEMENT DIFFERENTIEL DES SPERMATOZOIDES

Il ne fanl pas multiplier les élres
saus nécessile,

(ecan

Jusqu'ici Jai en quelque sorle considéré les causes éventuelles de la stéri-
lité spécifique chez les Oursins. Jexaminerai maintenant le probleme de la
stérilité hybride. Jai montré qu’il était fondamental de considérer dans les
relations spermatozoides-ovules le comportement des gaméles miles envers
'eau de mer ovulaire. L’agglutinat, du point de vue de I'éthologic des
populations cellulaires libres, peut &tre considéré comme une foule (asso-
ciation temporaire résultant de stimuli physiques ou chimiques sur un groupe
danimaux (481) (482), el on a vu commenl s'explicite cel attroupement
cellulaire : c'est la conséquence d'une affinité chimique entre les sperma-
tozoides el la fertilisine. Dans le devenir embryonnaire « le protoplasme
ovulaire, éerit Moncaxs (438). détermine les premiers stades du développe-
ment, plus tard seulement se révele I'influence des chromosomes spermati-
ques » ; I'influence physiologique du spermatozoide est toulefois primordiale
el, comme elle dépend des corrélations fertilisine-sperme. on congoil (uune
des causes de la stérilité hybride puisse résider dans I'inaptitude des sperma-
tozoides & atteindre les ovules. puis a les pénétrer. Ce facteur de compatibi-
lit¢ permet donc de distinguer dans les causes de la stérilité ou de son
inverse la fécondité : 1) une stérilité physiologique lice aux corrélations
sperme-fertilisine, 2) une stérilité cytoplasmiqueliée aux velations evtoplasme
ovualaire-spermatozoide, 3) une stérilité nucléaire liée aux relations pronu-
cleus femelle-pronucleus male qui. contrairement aux deux autres, peut ¢lre
it manifestation plus ou moins tardive. Nous verrons au cours de ce chapitre
si la notion de stérilité physiologique se délinit bien comme je viens de le
faire.

Par ailleurs. dans la structure sociologique d'une ltayére d’Oursins on doit
considérer : 19 que les gamétes miles sont des cellules spontanément mobiles
contrairement aux gamétes femelles; 2° que le milieu est complexe. a) par
son peuplement végétal et animal qui peul varier considérablement, ) par
les Nuctuations d’ordre physico-chimique du biotope marin : courants, varia-
tions locales d’ordre thermique. lumincux, gazeux, ionique. ete. Or. un phé-
noméne vemarquable se produit depuis quelques années dans la région de
Banyuls-sur-Mer. En 1927, Roenver signale (318) A. lixula comme rare
tandis que P. lividus ¢tait noté comme abondant. Aujourd’hui .. lirula se
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(rouve et quantités considérables el en certains points de la cote il a presque
enticrement supplaote 7. lividus. Je me suis proposé d’examiner en fonction
de ce phénomene le comportement réciproque des gametes de ces deux genres
d’Oursins (on notera d'ailleurs que Pétude des croisements .\. [lirula-
. lividus revél un intérét lmrliculicr car ces croisements sonl inler-généri-
ques). Mon travail n’a au reste vis¢qu'a une écologie si je puis dire abstraite
de la fécondation car. dans état de nos connaissances (ualitatives du pro-
bleme. il ne fallait pas chercher o reconstituer le milieu naturel possible de
fecondation avant d'en ¢labliv des aspects «||mnlilatifs restreints aux seules
corrélations inter-gamdétiques. Le probleme faisant nécessairement intervenir
les camones, il convient d’avoir présent a I'esprit (ue dans une frayvére uni-
aénérique on mixte, la concentration en fertilisine et en spermatozoides
dépendra du nombre d’animaux matures placés dans un espace délini; on se
souviendra alovs de ce qui a été dit (passim) au sujet des concentrations rela-
Lives sporme-ferlilisinc. Quant au factour : dge spermaligue, on peut consideé-
rer que normalement. loesque les animaux sont groupés, un lemps de latence
court existe entre le moment des pontes el celui des [écondations.

Protocole 1.

Soit & Banyuls-sur-Mer en septembre :
1) des spermatozoides de P. lividus (prélévements lesticulaires par dissection

portant sur 37 males)d’age 7, (=20 minules) _\-,\})(')‘5)0(“. sy = 47 aprés dilution par
de l'eau de mer filtrée pénicillinée a 100 u./cm?:

2) des spex'm:llnzn‘idcs d’A. lixula (section des tests de 12 males), d'age 7,
A boaB. ) = 81,9 aprés dilution par de l'eau de mer filtrée pénicillinée a
100 u./em?:

3) de Peau de mer ovulaire de P. lividus el

4) de I'eau de mer ovulaire de 4. lirula
obtenues I'une et 'autre a partir d'ovales d'age (, laveés trois fois par décanta-
tion avec de 'eau de mer filtrée, pénicillinée 100 u./em? et telles que l'on a
les valeurs opacimétriques suivantes (2 23°C):

» Ph - 3e. AL . = 2 gz N
O Prl o s O — 6,8 (blanc 4. [.=23) (déduit):

o Ph4-3e m. o Pl ) 5’ » .
Al ER T W € P. 1. — g5 (blanc P. /. =8,3) (déduit).

Réductase spermatique (220 G o+ 5 heures) :

— { em? B. M. 0,02 0/0 4 1 cm?® e. m. 0. 4. [.4 1 cmd® & 4. /.2 3mp.bos.-
5 mn. 30 s.

— rem® B. M. 0,02 0/0 4 1 em? e. m. 0. A [. 4 1em?® O P, L.:22-28 minules.

— 1 cem® B. M. 0,02 0/0 -+ 1 cm? e. m. 0. Pl 1em® 0P L t1dmn.10s.-
21 mn.

| em? B. M.o,020/0+1cm3e.m.o. Pl cm?® O 4.l : 7mn.-gmo.45s.

1 em3B.M.o0,020/0-4 1 cm®e. m. filtrée pénicillinée A 100 u.jem® + 1 em? I
A./.:H5mnp. 10s.-7 MD. 20 S.

— 1em? B. M.o,020/0 -1 cm®e. m. filtrée pénicillinée a 100 u./cm? + 1 cm? I
pP.l.: 2228 minules.

Fécondation (/g + 4 heures; 220 C) : dans chaque couvercle de boite de Pétri,
Lem? GP. Lon O A [.+ 5 cm? deau de mer (e. m.) o1 d’eau de mer ovulaire
(e. m. 0.) considérée — spécifié alors — (eau de mer de préparation filtrée et
pénicillinée & 100 u./em® + 5 ¢em® de suspension ovulaire d’age 7, + /4 heures et
renfermant environ :

3.100 Q/cm® pour P. lividus (P. l:);

3.400 Q/em?® pour A. lizala (. {:)s
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Le tablean XIII reléve les observations (aprés » heures d'incubation ;
22° ().

Tasreav NI

(1) (2) (3) (4) (5)

FPLXQP.L|CALXQAL|OP. L XxQA L|F A L.xOQ P. L|g P. L. <O P. L.
) +e.m.o. P. L

h2 o0 28 00 3 stades 11, aucun clivage 4o v/o
stades 11 el VI | stades 11 et IV 1 stade IV (lous les § stades Il et IV
rombreax o immobiles)

tres mobiles

(6) (7) (8) (9) (10)
TALXQA LGP LXQP. |0 A.L.xQ A.L 1 0P L x 1 OA.lLXx
4e.m.o. Al | feemio. AL | Lemo. Pl 3QP.L5Q4.L5Q0P.L.+5QA.L

[ a) b) ) 2]
4 olo 27.5 0/0 g ofo 30 0/0 2 ancun | 35 o/o
stades 1L et IV | stades 11 1V, | stades 1l el 1V | siades | stades | clivage | stades
et X111 et 1V I etV
N. B. — 1 et 3, par exemple, signifient d*une fagon sous-entendue 1 el 5 emd.

Les hybrides & P. /. x Q@ 1. /. blastulent normalement mais ne peuvenl
gastruler. On constate alors la présence de gros amas spermatiques el, dans
un cas comme celui d'une combinaison du type (g). des gastrulas P. [.-P. /.
sont visibles simultanément.

Une combinaison inverse (Lype (4) on (10 a)) ne donne aucun amas sper-
matlique, aucan hybride. au moment on la combinaison A. L-.1. /. a alteint
le stade gastrala.

Apreés 24 heares de conservalion es spermatozoides en récipient de Bor-
rel de 50 millimétres de diamétre X 10 centimétres de hauteur ()= 22°C),
je note :

o P.l. : forte odeur purique, aucun mouvement et les gamétes miles ne sont
pas réactivables par Ueau de mer ovulaire d’A. lizula ni par celle de P. lividus
d'ailleurs (on obtient dans ce dernier cas des amas allongés a spermatozoides
immobiles) :

T A.l. : ne présentent aucune odeur anormale, un certain nombre est mobile
les spermatozoides sont fortement réactivables sans donner des agglutinats typi-
ques avec l'eau de mer ovalaire d' 1. licula ; aucune réactivation par de l'eau de
mer ovulaire de P. lividus.

B. Rybak. &
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Réductase (24 heures + 2 heures; 220 C) :

em? B. M. 0,02 0fo 4+ 1 em®e. m. 0. P. [. 4 1em? G Pl :70-78 minules.

em? B.M. 0.02 0/o+1cm? e.m. 0. P.[. 1ecm? G 4. [.:gmn.-11 mn.30s.

emd B, M. 0,02 0/0o+t1emPe. m.o. A, L4+ 1 cmd3 2 A [ H-7mn 4D s,

em?® B. M. 0,020/0 + 1 em* e.m.o. A. [.4-1 cm? 3 P. {. : 75-82 minutes.

em® B. M. 0,02 0/0 + 1 em? e. m, -+ 1 em? g° P. /. : 80o-93 minultes.

em® B. M. 0,02 0/o f 1 em¥ e. m. 4 1em? &' 4./ 1 7 mn. 3os.-10 ma. 30 s.
Fécondation (1, + 26,15 h.; 220 C; 1 em® /5 cm? eau de mer (e. m.) + 5 cm?

d'ovules d’une heure d’une suspension renfermant environ 2.000 Q/cm?, tanl

pour P. lividus (P. ) que pour A. licula (4. l.) (tableau XIV).

TaBLeau XIV

Immdédiatement Apres 2 heares
PP o Pl |Petits agrégals spermati-l Aucun clivare., Gros awmas spermalo-
X I : I
ques, zoides-ovules ou les ovules ont la

gangue bien délimitée par les sper-
malozoides.

g A. [.X ¢ A. [ |Spermatozoides en amas|70 o/o de stades Il a XXXII; spermalo-
fusiformes, zoides mobiles,

5 P, LX @ A. L |Gros amas spermalozoides-
ceufs,

Aucun clivage. Triés gros amas sper-
maltozoides-wufs rendant la lecture
difficile.

|
5 4. 0. © P. [l |Couronnes spermaliques|Ancun clivage. Auréoles spermatiques
péri-ovulaires denses. peri-ovulaires ¢paisses,

Conelusions. — 1) en période de maturité commengante les sperma-
lozoides (P. lividus) ont une grande fragilité a la conservalion méme en
milieu aseptique ;

2) d'une facon plus géncérale, en ce qui concerne les expériences d'hybrida-
tions, il est important de remarquer que de telles expériences ne penvenl
nécessairemenl étre réalisables qu'en périodes de chevauchement des malu-
rités de chaque espice d’Oursin mise en jeu; or, admettons q wil y ait deux
périodes de maturité pour P. lividus (antomne et printemps) el deux égale-
ment pour A. lixula (é1é et hiver) dans une station mixle donnde, il y aura
quatre périodes de chevauchement telles que tantot £, lLividns sera en matu-
rité linissante el A. /i.rula en maturité commencanle, lantol ce sera l'inverse,
et il est possible que ces inversions cycliques influent sur I'éventualité des
croisements dans un sens ou dans un autre avec une sélection du pouvoir
(’hybridation, fonction de la saison. Une des perspectives de la conservation

gamctes dans lous leurs attributs est d'annuler celte restriction
saisonnitre dans les études de génétique physiologique ;
3) on est conduit a distinguer Uexistence de gameétes forls et de gametes
faibles. Ainsi dans 'exemple qui fait 'objet du présent protocole d’expé-
viences, les spermatozoides de P. lividus sont les gaméles farbles tandis

indéfine des
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que dans cetle espice les opules sont les gaméles forls. Chez . lizula ¢est
linverse. Ceci découle de I'examen des relations entre les gamectes (et lenrs
produits) sur le plan métabolique (réduclase) el biologique (hybridation) les
gametes sont dits forts parce qu'ils ne s"hybrident pas ;

A) on en arrive ainsi 4 considérer une regle. qu'on pent nommer réyle
physiologique d hybridation. que j'énonce ainsi : Cindifférence on lacti-
valion des spermatozoides par leau de mer ovulaire hetérologue condi-
tionne la compatibilité d'hybridation. Uinhibition conditionne ['incom-
patibilité :

5) le vieillissement fait perdre aux spermatozoides de 2. lividus 4 automune
(Banyuls-sur-Mer) lenr pouvoir de donner des Dlastulas hybrides avee les
ovales A"\, lieula ;

6) Peau de mer ovulaire complémentée (cas hétérologues) ou supplémen-
tée (eas homologues) aux milieux de fécondation parait diminuer le laux de
fécondations homologues. ou tout au moins du résultat noté : le taux de cli-
vages (des relations de concentrations interviennent peut-¢tre) ; toutefois pour
AL lizeula (en fin de période de maturité) la présence d'eau de mer ovulaire
hitérologue (de gameéles en début de période de maturité) parait favoriser les
clivages homologues (comparer 6 et 8. tableau XIIT).

Protocole 11.

Etant donué les travaux de Gonriewskr, on peut se demander si un ants2go-
nisme éventuel entre les spermes de P. lioidus et 0\, lirala ne serait pas en
partie responsable du résultat des hybridations. J'ai cherché & m’en assurer
quoique d'une part. dans mes expériences d’hybridation, il 0’y ait pas contact
spermalique préalablement Fadjonction des spermatozoides el que, d’autre
part, si les spermes d'.\. /irula et de . lividus se neutralisaient mutuelle-
ment on ne conceveail pas facilement la possibilité de hybridation dans un
sens el non dans un aultre.

Soit done des lécondations realisées en antomne a Banyuls-sur-Mer avec :
— 1 em? d'une suspension de spermatozoides de 2. lividus dgés de 1 heure

w0

A vy =40 aprés dilution parde Uecau de mer filtrée, soit 7, ;

— 1 em? d'une suspension de spermatozoides d'.A. lixula agés de 1 heure,
.\«,\".""(;"(“ s =35 apres dilution parde I'eau de mer filtrée, soit /, :
et :

— 4 em?® d'une suspension dovules de 2. lividus agés de 1 heure (soit ) et
renfermant environ 12.000 Q /em?* d’cau de mer filtrée -

— 4 em?® d’une suspension d'ovules d’A. lizala igés de 1 heure (soit /) et ren-
fermant eoviron 12.000 Q [em? d'eau de mer filtrée ;
plus :

5 cm?® d’eau de mer filtrée dans chaque récipient d’expérience. L’eau de mer
ovulaire d’d. /ivala renfermait 11,4 v N Q total/em?; celle de P. lividus renfer-
mait 8,97 v N Q total/cm?.

Le tableau XV relate les différents résultats (I'adjonction des spermes diffé-
renls élail faite simullanément).
Fécondations effectuées & 7, - 1 . 30 mn. A 17° C.
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TaBLeat XV

Ol:servalions

Combinaisons | Apres 2 heures
(1) Y. S SV c ) B —IO()Uodl' stades 11. -
(2) G Pz P 1;-;;'.“]('5 I1:50 0 ui.'l[ll'(l's 4 heures. _
(3) g A.l.>xQ P. /. Aucan clivage, aucun agglulinal sperma-
Lique.
(4) g P. L. Q A L 1 o/o de stades Il + amas spermaliques (apres

4 heures : 4 oo de stades I1).

(5) (g Ad.l.4+0 P.lo1Q A. [, 100 oo de stades 11.
0.5 cm? 0,0 cm? 4 cm?
6) (g P.l.4c A.L)+9Q P.L 12-15 0/0 des slades 11: H0 0/o apres 4 heures,
0,5 em? 0,5 em? 4 em?
(7) 0,5 cm? 0,5 cm? 30-38 00 des stades 11 avee A, L. (6o o[o apres
(g A.l.}0T P. Ll.) 5 heures).
| 10-12 0’0 de stades 11 avee P. /.
(@ A.l.+-Q P. L)
2 cm? 2 cm?

La confrontation des expériences (1) (2) (D) et (6) nous indique quil o'y a
pas inhibition du pouvoir fécondant ou de la fécondabilité lie & la présence
de sperme étranger.

A 1y + 3 heures, avec les mémes ¢léments spermatiques el ovulaires
conservés en récipients de Bécher en pyrex de 100 cm®. on procéde & de nou-
velles inséminations. Le tableau XVI indique les résultals oblenus dans les
mémes conditions que précédemment.

Done, on aboutit & la méme conclusion (ue dans Uexpérience précédente
méme apres un vieillissement de courte durée des spermatozoides ct des
ovules : il n’y a pas antagonisme des spermes. On remarquera que dans les
expéricnces qui ont fait jusqu’ici I'objet de ce protocole le rapport de la conceu-
tration spermatique a la concentration ovulaire est relativement proportionné.
On peut se demander ce qu'il advient lorsque Ja concentration en ovuleset celle
en spermaltozoides sont plus déséquilibrées relativement. J'al donc procéde &
des fécondations (2 19° C) en utilisant des spermatozoides d’.1. li.cula et de
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TaBrLeau XVI

Observations

Combinaisons Aprés 3 h. 30 mn.
(1) O AL QAL g6 o'o de stades 11 el IV,
(2) g Pl 589 Pid. 45 o/o de stades Il et IV (nombrenx clivages

imparfaits et irréguliers),

(3) (C A.l.4-c P. L) = 100 o/o de stades II.. XVI,
T+ Q4. L)

(4) (0 4. l.4-c P. L) 42 oo de stades 11,..XVI.
+QP. L)

2 0'0o de stades 1l el IV avec 4. /.,

o

(6) (0 A.L+QPL)

+
(Q A. L.+ P.L) 37 ojo de stades Il et IV avec P. [,

P. lividus agés de 1 heure el tels que les suspensions avaient des densités
opliques :

g 4.l A0 (B, M) = 79,1, apres dilution daos de 'eau de mer filtrée ;
TP, A — 77,5, apres dilution dans de 'eau de mer filtrée,
S » 32600 (B. M) — 77> A ! §
Par ailleurs étaient constituées des suspensions ovulaires :
Q A. L. renfermant environ 5.000 Q /em® d’eau de mer filtrée ;
Q P. !l.renfermantenviron 5.000 Q/em?® d’eau de mer filtrée.
Enfin les eaux de mer ovulaires au moment des fécondations renfermaient :
pour e. m. o. 4. /. # ,8 v+ N Q total/em? d’eau de mer filtrée :
poure. m.o. P. l. # 6,087 N Q total/em? d’eau de mer filtrée.

Les volumes de chaque type de suspension dans chaque récipient étaienl :
tem? g 45 em® d'eau de mer + 5 em® Q et, dans le cas des mélanges les
volumes étaient choisis de telle fagon que les volumes de chaque type cellu-
laive étaient égaux et que le volume final élait de 11 em?. Le tableau XVII
résume les résultats obtenus (les valeurs des indices sont des centimétres
cubes) ; en les confrontant avec cenx des tableaux XII1, XV, XVI :

Conclusions. — 1) \ une concentration relativement élevée les gameétes
de P. lividus tendent i empécher la fécondation d’A. lirula;

2) les expériences de GobrLewskr n’ont pas ¢té faites dans des conditions
aseptiques quoiqu’elles fussent de longue durée. Il en résulte qu'on ne saurait
dire jusqu’a quel point des bactéries de contaminalion n’ont pas participé au
phénomeéne de I'antagonisme réciproque des spermes d’espéces étrangéres ; ce
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TasLeav XVII

Combinaisons Lectures apres 2.50 h.
G A.l.xQ A.lL 80 0’0 de stades Il et TV,
Pl P 73 0o/o de stades II ¢t IV (rares stades VIII),
(g P.l.4-cg 4.l!l.) 180 00 de stades Il et 1V.
0.9 0,5
0o 4.1
5 PO 4L L) 80 00 de stades 11 el 1V.
0,5 0,0
-+ Q Pixd
(o P.l.4-c A.l) 84 vo A L. Stades I, IV et VIII.
0.5 1.0 Qo oo P, [,
i
(@ P.L.+-Q A1)
4

phénoméneest la conséquence d'une agglulination spermaltique el il me parail
vraisemblable que c’est I"anti-fertilisine qui est ici en cause jouant le role de
toxine hétérologue. La libération de anti-fertilisine, je 'ai montré a diverses
reprises dans ce lravail, est favorisée par la disparition des métabolites. or
dans une population spermalique seplique les micro-organismes pathogenes
prélevent pour lenr croissance el leur multiplication des mdétabolites soit
moléeulaives (compélition trophique spermalozoides-agents septiques) soil
méme cellulaires (destruction spermalique) ; telles sont les causes (ui raccour-
cissent la durée de survie du sperme conlaminé par des germes conlages;

3) pour distinguer ce qui revient ¢ventuellement aux spermatozoides de
P lividus d’une part et aux ovules de 2. Lividus dans le role de ces gaméles
sur les croisements .\. lirwla-A. lrula d’un mélange avee P. lividus
tableau XV (1) (3)] on peut déja remarquer que dans la combinaison
(L. 1+ A L)+ Q 1. )il n'y a aucune inhibition nelte dans le croi-
sement spécilique. Cependant on pourrait objecter que la faculté de produire
des hybrides . [. x @ 1. [. peut intervenir pour fausser I'interprétation
en permetlant aux g 2. /. de suppléer aux 4. /. Pourtant ce que nous
savons déja de I'action de 'ean de mer ovulaire de P. lividus sur les sperma-
tozoides d’.A. liccula (p. 112) laisse entendre que ce sont les ovules, par les
substances qui en diffusent, et non les spermatozoi les de 2. lividus qui sont
responsables de I"action inhibitrice.

Pour chercher & démontrer ce point, on peut penser a suivre le développe-
ment ullérieur des embryons, jusqu’au stade plutcus ou seulement gastrula,
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puisque les hybrides G /. {. x @ A. [ ne gastrulenl pas dans mes expé-
riences. mais ce procédé est aléatoire, car méme dans le cas des croisements
spécifiques, il n'est pas rare qu'un certain nombre de jeunes embryons péri-
clite avant la gastrulation.

Les procédés dirvects de démonstration consistent soit 4 examiner le compor-
tement de combinaisons (Q A. L +Q P. L)+ g P.Let (Q A L.+ Q P.L)
+ & . L., soit & examiner le comportement ' P. (. +e.m.o. A.LetF AL
+ e.m. 0. P. [. Or que constate-t-on du point de vue réductasique dans ce
dernier cas?

[ eau de mer ovulaive de P. lividus (P.[.)diminue l'activité réductasique
des spermatozoides d’A. licula (A. ) frais ou agés de 24 heures (p. t112-114)
tandis (que I'eau de mer ovulaire d'.A. lizula est sans effet sur des spermato-
zoides frais de P. lividus et dans mes expériences ce sont des spermatozoides
frais qui ont été utilisés (V. B. : I'ean de mer ovulaire d"A. [. active le pou-
voir réductasique des spermatozoides de P. /. agés de 2/ heures par rapport
au pouvoir réductasique de ces spermatozoides en cau de mer (p. 114), mais
celte aclion au niveau métabolique est insuflisante, car c'est la structure des
spermatozoides qui est affectée — libération de déshydrogénases ? — puisque
les croisements spéciliques enx-mémes deviennenl impossibles). Donc la régle
de réactivation de l'activité réductasique de spermatozoides vieillis a Paide
d'eau de mer ovulaire (p. 103) ne serait valable que pour les croisements
spécifiques).

Si par ailleurs on examine le comportement « morphologique » de sperma-
tozoides d'espece donnée envers une eau de mer ovulaire élrangére on conslate

cect o

Soit :

— une eau de mer ovulaire de P. lividus (e. m. o. P. [.) de concentration C, ;

— une eau de mer ovulaire de A. /irula (e. m. o. 4. [.) de concentration Cu.

(avec ¢y # ca), et

— une suspension de spermatozoides de 2. lividus (7 P. l.) de concentra-
tion /ey :

— une suspension de spermatozoides de 4. lirula (< 4. (.) de concentration &,

(avec fey Z£ ko), om a (4 270 ():

1) & P.l. + e. m. o. P. [.: agglulinals typiques de 4 minutes (15 secondes
de latence):

2) 7 A. 1. - e. m.o. A. [. : agglulipats en aurcéole de 1 minule ;

3) 7 P.l. 4 e. m. o. 4. [. : agglulinats en résean ramifié & spermatozoides
peu ou pas mobiles, mais les spermatozoides libres sont trés mobiles ;

h) 7 A. 1. 4+ e.m. o. P. l.: aucun agglulinat mais les spermatozoides sont
immobilisés (comme englués), certains vibrenl immobilisés sur place, d’autres
se déplacent trés difficilement sur de courtes distances:

5) 7 P.l.+e. m.o. P. [.: commeen 1). Si aprés désagglutinalion on fait :

a) + e. m. 0. P.[. aucune réagglutination ne se produit,

b) + e. m. 0. A. [. : formation d’agglutinats & spermatozoides immobiles (leur
flagelle est rectiligne).

Cetle expérience 5 b) esL une hétéro-agglutination caractéristique qui revél
une grande importance pour la théorie de l'agglutination et de la désaggluti-
nation, elle montre que 'agglutination peut étre la conséquence de lixation de
fertilisine sur des points différents de lacellule spermatique, I'agglutination
spontanément réversible affectant, semble-t-il, seulement la région acroso-
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mienne, Pagglutination irréversible hétérologue portant vraisemblablement,
sur d'autres régions ;

6) & P.l. - e. m. 0. Cy diluée au 1/5 par de I'eau de mer filtrée : aggluti-
nats typiques de 3 minutes :

7) & 4. [+ e. m.o. Cy diluéeau 1/5 par de U'eau de mer filtrée : ancun agglu-
linal mais tous les spermatosoides sont maobiles.

Done :

a) 'eaude mer de P. lividus immobilise sans les agglutiner les spermatozoides
d'Ad. livula st elle est concentrée, elle parait indifférente quand elle est diluée ;

b) ceci parait expliquer le rdle de la concentration en ovules de P. lividus
dans le résultat des fécondations d’4. lirule en mélanges : 7 P.[. - Q P. [
g Al + Q AL (p. 16, 17) : aux fortes concentrations les Q@ P. /. inhi-
bent les croisements spécifiques 4. /. :

8) & 4.0. 4~ e. m. 0. P. /. : comme en 4) mais si on ajoute des spermatozoides
d’A4. lizala, il se produit une agglulination typique montrant que la présence de
spermatozoides de P. lividus v’empéche pas la combinaison fertilisine A. / -sper-
matozoides 4. /.

Remarques. — 1) Les spermatozoides d'4. livala et de P. lividus forment des
halos de collage autour des gangues des ovules d'A4. lizula ; autour des gangues
des ovules de 2. lividus la couronne spermalique est beaucoup moins dense.
Ceci montre particuliérement que l'adhérence des spermatozoides au gel de la
gangue n'est pas un phénoméne uniquement physique.

2) Je rappelle qu'en eau bidistillée les spermatozoides peuvent étre agglutinés
par la fertilisine spécifique ou hétérologne (p. 36): les différences d’intensité dans
ces agglutinats peuvent étre atiribuées au poids moléculaire différent de la fer-
tilisine d’4. lirala et de celle de P. lividus.

Iéanimations. — Il est important de préciser les expériences u proto-
cole T.de ce chapitre concernant I'action croisée d’eaux de mer ovulaires sur
des spermatozoides immobilisés. en examinant le cas d'un vieillissement de
courte durée.

(1) Soit & Naples (mois de juin) :

soides de:. lisidis d'he Lo e

1) des spermatozoides de P. lividus d'age ¢, Ao (k) = 903

2) des spermatozoides d'A. lizula d'age fo Ay Py = 110+
V70 (K.

3) de 'eau de mer ovulaire de P. lividus renfermant 8,68 4 N Q lolal/em?®

4) de I'can de mer ovulaire de 4. lizula renfermant g,10 7 N Q total/cm?.

Réductase (ty + 1 heure 24° C), selon la combinaison : 1 em?® d’eau de mer ou
d’'ean de mer ovulaire + 0,5 cm?® de blen de méthyléne 4 0,02 0/o en eau de mer
filtrée - 1 cm?®de sperme :

A 4. livula P lividas (a f4 5 heures)
Eau de mer . . . 18 minules 18 minutes A8 minutes
Eau de mer ovulaire
d'4. livala. . . 11 minules 32 minules 48 minutes
Eau de mer ovulaire
de P. lividus . . 1y mionutes 16 minules 33 minutes
Conclusions. — 1) On ne doil pas perdre de vue que pour I'interprétation

des fécondations, en se fondant sur I'activité réductasique, ce n'est pas I'acti-
vité réduclasique du sperme en cau de mer ordinaire qui compte (elle ne serl
que de référence) mais I'activité réductasique du sperme en présence de I'ean
de mer ovulaire correspondant aux ovules & [éconder; en conséquence la
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colonne & 1. lirula peut s'interpréter comme une inhibition de la réductase
spermalicue par ['eau de mer ovulaire de 2. lividus.

2) Cette inhibition est marquée dans le sens e. m. 0. . /. = g P. [. mais
disparait apres un court vieillissement ; examen microscopique montre que
les spermatozoides frais sont agglutinés en filaments et rapidement immobi-
lisés. tandis quapres vieillissement des spermaltozoides, 'action de l'eau de
mer ovulaire hétérologue est devenue indifférente ; or & Naples c’est le eroi-
sement @ 7. [ x S A, /. qui réussit généralement (cf. G95). Avant de
conclure & 'existence de races géographiques comme 'a fait Fiscaer il Fau-
drait étudier systématiquement I'influence de la saison (période de maturité)
comme J'y ai fait allusion dans le courant de ce chapitre.

IT) Soit & Banyuls-sur-Mer (mois de septembre) :

— des spermatozoides de P. /. immobiles d'age /, et de concentration ¢:

— des spermatozoides de 4. /. immobiles d'age £, et de concentration [

— de I'eau de mer ovulaire de P. /. de concentration k;

— de Peau de mer ovulaire de 4. /. de concentration /.

L’examen par la technique des trois gouttes donne les résultats suivants
(0 =210 C): observation immédiate (moins de 30 secondes aprés le recouvre-
ment par la lamelle) :

§ cole e. m. ¢

1em —g Pl —ec mo P L | PINObiles ¢

coté e. m. 0. o mobiles, pas d'agglulinats.

{ cOLé e. m. & mobiles, pas dagglutinals :
cOlé e. m.o. T pen mobiles, pas d'agglutinals

/ immédials.

2)e.m. — T AL —e.m oo AL L

coté e m. o, A. L o tres mobiles:
cOoté e. m. o. P. L. T unmobiles
Jeemoo. Pl —TFT A [.—e m.o. AL (quelques-uns vibrant sur place)
plus on moins groupés en amas
allongés.

s’ coté e. m. 0. A. /. & mobiles, pas

d’agelntinats ;
] —_— P — 0 Ao 3 EVOR ' G . .
h) e om0, P L. g Pt e.m. oA L ( coté e. m. o. . [ T mobiles, tres

petits asglutinals apres 3o s.

Ce qui confirme les résultats du test de la véductase obtenus en automne i
Banyuls-sur-Mer et qui permel d'eapliciter les hybridations. En effet on
congoit qu’a forte concentration (commeil en va pres des ovules) 'ean de mer
ovulaire de P. lividus inhibant la propriété essentielle permettant I'approche
de l'ovule — la motilité — la fécondation ne peut se produire. Par rapport i
la notion de dominance el de récessivité physiologique, dans les hybridations
d'Echinides. telle que je I'ai établie ici, il est possible de construire un schéma
du type :

@ fort <« - = ftaible s
(Pl | (.1 (spécitique)
i 1
f l' I I_ -l %Y o 1 o Y
Ca | ¥ hible g 0 cae
) (A.i.)

On voil que le croisement entre gameles [orls n'est pas possible. Cette
Jorce des gamétes dépend en grande partie des corrélations ecau de mer ovu-
laire (fertilisine)-spermalozoides.



DISCUSSION

L'essentliel est de rendre correctes
les désignations.
(loxrucius.

I. — Des modalités de I'objet vivant.

Il vient naturellement & U'esprit que des étres proliférants ont une naissance,
une jeunesse. une malurilé, une vieillesse, une morl, de méme que l'on
congoit qu'un homme adulte dans sa vie domeslique ait un comporlement
différent de celui du méme individu dans sa vie professionnelle, car on
découpe aisément ies stades de I'histoire naturelle lorsque les modifications
ont des repéres évidents. Dans le cas des spermatozoides, et des spermato-
zoides ('Oursins plus spécialement, il ne semble pas qu’aucun auleur ail
jamais clairement distingué les étapes de la vie de ces gameles, et c’esl cer-
tainement i celle négligence que 'on doit bien des confusions. Cependant
I'existence normale de modus vivendi distinets ne saurait étre conlestée. j'en
¢tablivai le classement de la fagon suivante :

1) une vie testiculaire,

») une vie marine non fonctionnelle,

3) une vie marine fonctionnelle ou péri-ovulaire,

4) une vie ovulaire sensu striclo,

5) une vie intra-ovulaire ou zygolique :

a) d'abord cytoplasmique,

b) puis nucléaire.

A chacun de ces stades les spermalozoides sonl dans des conditions diflé-
rentes el telles qu’on peut dire sans exagération qu'un individu spermatique
est dans chaque état un étre différent. Ces allomorphoses, pour utiliser le
mot I’E. Perrienr (463) repris par A. Lassi (334). ces allomorphoses succes-
sives des spermalozoides sont caracléri-ées :

1) pour la vie testiculaire : par I'hypoxybiose (voire l'anaérobiose).
I'immobilité. ete. ;

») pour la vie non fonctionnelle : par aérobiose. la molilité, elc..
caractéres qui dépendent nolamment de la concentration et de 'dge sperma-
Liques ;

3) pour la vie péri-ovulaire : par la respiration modifiée (généralement
accrue), par la motilité modifiée (accrue puis abaissée), par I"agglulination
(généralement spontanément réversible), ete.. caractéres qui dépendent aussi
dans une large mesure de la concentration el de I'ige spermaliques. el en
plus de la concentration de la fertilisine ;
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h) pour la vie ovulaire : par la fixalion irréversible a la gangue, par
I"activation membranaire de l'ovolide, ele.. caracléres (qui dépendent en
grande partie de I'état de la surface de I'ovolide offerte aux spermatozoides ;

o) pour la vie sygotique : par la destruction de toute la morphologie
Lypique des spermatozoides fécondants el par Iapparition de toutes les modi-
lications cytologiquement et physiquement les mieux connues (relournement
spermatique, apparition de 'aster spermatique, modifications de la viscosilé
du cytoplasme de I'ceuf, ete.). Celte dégradation morphologique du sperma-
tozoide conduit & apparition des seuls chromosomes paternels & I'amphimixie
et la subsistance de cerlains reliquats (cenlrosome, lagelle ? ...) dont la des-
Lination nous échappe encore. En ce (ui concerne cependant le centrosome on
peul admellre son aulo-duplication au cours de la vie du nouvel individu
(consulter par exemple (g1) (g4))-

Ainsi depuis la vie testiculaire jusqu'a la vie zygolique, il y a comme une
sélection des éléments spermaliques quant a leur nombre et vraisemblable-
menl aussi quant a leur qualité. Du point de vue général, on voil toute la
vileur de la remarque de Dusosco et Grasse (146) selon laquelle : « Clest
une gageure de prendre pour exemple d’adaptation des éléments dont quel-
(ues-uns seulement sur des millions ou des milliards remplissent leurs desti-
nées. » Ceci se trouve particuliérement illustré dans le cas de la fécondation
chez la Traite ot la durée de la vie libre des spermatozoides est remarqua-
blement courte (283) (682) (672) sauf, semble-t-il (142), & hasse température.
On voit ainsi que s'en tenir a étude des spermalozoides ¢n tant (ue systéme
indépendant des ovules est dépourvu de signification. (Uest done 4 une
ecologie de la fécondalion que nous aboutissons et en spermiologie des
Mammiferes les travaux lesplus récents (1o) (r1)(12) (87)(128) (12¢) meltent
bien I'accent sur 'intervention fondamentale des séerétions du tractus génital
femelle dans le sucees des fécondations. agissanl pour cela en conditionnant
la_maturation physiologique des gamétes males. Toute étude sur la physio-
logie de la fécondation qui négligerait ces corvélations sperme-milieu de la
fécondation est & rejeter. ma contribution expérimentale le démontre, je
pense, suflisamment.

Il. — Méthodologie.

S'il est done nécessaire de prendre en considération les spermatozoides
successivement dans leurs biologies anovulaires et dans leurs biologies ovu-
laires, il parait insuffisant du point de vue méthodologique de s’en tenir la.
On a pu voir en effet (695) que, méme dans le cadre d’études tenant comple
des relations sperme-fertilisine, des conceptions différentes se sonl fait jour-
J7ai pumontrer que souvent les résultats contradictoires s'expliquaient au terme
('un examen expérimental systtmatique du probléme. De telles contradic-
tions montrent que l'opinion prime souvent la démonstration. Cela tient &
ce qu'un phénomeéne n'est pas pour autant défini quand il a fait I'objet d'une
multitude d’observations, méme quanlitatives, si ces observalions ne sont
pas sériées. Autrement dil. selon les observateurs, différentes maniéres de
préhension d'un phénomeéne ont cours. Celle dispersion des efforts et ce
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subjectivisine épistémologique contribuent & propager des paralogismes. Or
chaque phénomene biologique dépend d’un certain nombre de paramétres et
parmi cenx-ci un nombre néeessairve et suflisant permet de le situer. On sait
qu'il y a plusicurs fagons de voir une droite dans Uespace : en la regardant
dans son axe on n'en |>err'uil (u'un point, en la regardant suivanl un certain
angle on la voit droite mais de longucur variable suivant 'angle de Uobser-
valion. Pour lobservateur & peneplmu punctiforme, entendre parler de
droite pour Fobjet qu'il considére n’a pas de sens. Par contre pour l'observa-
teur & perception lindaire la vision d'une droite est réelle et la notion spécu-
lative de point est facile & dégager; cependant sa connaissance de la droite
sera encore imparfaile s'il ne se déplace pas pour 'examiner dans ses diflé-
rentes positions. La série de toutes les opérations d’observation exigée pour la
connaissance compléte de cette droite serail longue en opérant de la sorte et
on possede le moyen de définir enticrement tout systéme de lignes, de surfa-
ces, ou de volumes @ ce moyen consiste @ uliliser des axes de coordonnées sur
lesquels, par les projections de la ligure géométrique, celle-ci prend sa
signification topographique et métrique. On peul dailleurs élre amené &
orienter le systéme de coordonnées lui-méme en le délinissant par rapportl a
un nouveau systéme de rélérences qui le renfermera. Bref, la description
d'un objet se fait par son épure (ui permet de le reproduire dans toute sa
fidclité. De méme en Thermodynamique, Gisss a introduit les variables de
position (facteurs de position d’un élément du systéme, comme v) et les varia-
bles de tension (indiquant la propension & la variation de la variable de posi-
tion, comme A, g ; la connaissance de ces variables permet d’établiv 'équa-
tion caractéristique du systeme et définit celui-ci.

Pour nous représenter un objet biologique, il suffit en principe d’en faire
I"épure. Mais ici nous ne pouvons alleindre d’emblée tous les éléments d’un
phénoméne donné. Nous en sommes done réduit & rechercher des eritéres
uum/f'/zc/u/um‘ qui permeltent de situer sans équivoque un phénomeéne
donné de lacon a pouvoir le lepl'mlune le retrouver ou en connaitre les
variations. Cest ainsi que j'ai propos¢ ici utilisation de b eritéres biologiques
dans des conditions définies. et particulierement aseptiques. pour une suspen-
sion de spermatozoides d’Oursins. Ces critéres sonl : motlité, activité réduc-
tasique, aclivilé respiratoive. sensibililé a la fertilisine de concentration connue,
pouvoir fécondant éprouvé avee des ovotides en élat d'idéalité. Compte tenu
de l'espece en cause () & une saison donnée. de la concentration en gameétes
méiles. de leur dge au momentdu prélevement. de lenr age depuis leur premier
contacl avec le milien utilisé et considérant que les quatre conditions physico-
chimiquo‘ : u. pll, rH 2, 6. sont fixées, jadmets que mon systéme biologi-
que ' est (luhm par la fonction liant ces 12 critéres. En principe, connais-
sant toules les variables moins une on doit pouvoir conjecturer de la valeur
de la variable manguante. On voit I'intérét de la méthode si par exemple,
c’est le pouvoir fécondant qui nest pas connu. Ainsi par 'emploi de ces
12 crileres un systéme aussi labile quune suspension spermatique échappe
au hasard. On a pu voir une application du principe défendu ici dans Uexpé-
rience de survie de 162 heures des spermatozoides d"Arbacia lirala (p. 104)
ot la discrimination de la variabilité ovalaire el spermatique a pu se faire
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grace au tesl de la réductase ; ceci conduit d'ailleurs & faive une remarque
sur la biologie métrique Llelle qu’on la pratique habituellement.

La biométrie procede en se fondant sur des caractéres généralement choisis
au hasard et bien souvent Iordonnance de ces mesures ne permet pas de
situer a coup sir le systeme considéré.

I en va tout autrement en hiologic qui consideére les variables nécessaires
el suffisantes. Celte biologie (ui peat étre dénommée biologie descriptive a
pour but de permettre la représentation de tout phénomeéne vivant a Paide de

I'ensemble des caractéres systématiques et a défaut da minimum de carac-
Leres significalifs. En somme cetle hiologic descriptive est fa.conomie
biologique car elle procéde fondamentalement selon les mémes méthodes que
la systémaltique morphologique. Jusqu'a mon present travail ancune recherche
de spermiologic, et en particulier de spermiologie des Oursins, ne donne les
criléres minima qui permettent de connaitre une suspension quelconque (e
spermatozoides. D'autres criléres peuvent élre ajoulés a ceux que Jai proposés
comme la qualité ionique du milieu, Uactivité catalasique du sperme (cf. sper-
miologie de Mammiféres (ho) (592). 'état de la faune et de la lore pirasites
éventuelles, ete., mais dans tous les cas on devra Justiier de Zutilité de
Fintroduction du nouveau critire.

Une des conditions essentielles de la valeur des critéres est que le milien
biologique ne soit pas contaminé et spécialement par des facteurs sepliques.
En spermiologie des Vertéhrés Pasepsie a dailleurs é1é reconnue pour des rai-
sons l,'iulug‘iqnes (235) el la pratique de Iantisepsic s’est largement répandue
en spermiologie de Mammileres evice a Femploi des antibiotiques (| (5g1)
(97) (162). Sans doute également certaines précautions anti-infecticuses ont di
étre prises dans les expériences de Cuanrey (86) qui a pu conserver plusieurs
semaines, en [aible motilité. des spermatozoides de Rana esculenta en les
plagant dans du plasma de Grenouille.

I[Il. — Gametes et mitose.

Diwns les recherches relatées ici je n'ai fail que considérer la hiologie extra-
ovulaire du spermatozoide. Dans des recherches que je n'ai pas consigndes
ici (296) (D38) (B41) (H4D) (»97) jai cependant abordé le probleme de la
biologie zygotique du spermatozoide qui en est la cextophysiologic. idée
essentielle de ces travaux est que androgamone 11 (protéine basique) se
combine d’une facon hétéropolaire avee les protéines a pointisoélectrique acide
du cytoplasme ovulaire, pour former une sorle de protéine de structure (24),
el participer ainsi a la formation de aster puis ultéricurement du fuseau
achromatique. Janx (288), remarquant que la e-mitose doit répondre & cer-
lains comportements fondamentaux de nature l»h_\'sicnl—uhimique, trouve dans
mes recherches un appui a celle maniére de voir. Par ailleurs Korac (329)
examinant mon hypothése a constaté que celle conceplion s'accordail avec les
travaux de Hemsross et Wisox (258) (2D9) (260) (261) (262) (263) (264)
(cf. 311) qui montrent que I'héparine inhibe la formation du fuseau achroma-
lique : par son point isoélectrique acide. I'héparine entrerait en compélition
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avec les protéines cyloplasmiques ovulaires ¢t empécherait la gélification
mitotique.

[ est remarquable que la fertilisine qui a tant de propriétés voisines de
celles de I'héparine ne soit décelable dans le gaméte femelle que tant que
celui-ci n'est pas fécondé, comme si elle participait « Uinertie de lovule.
Des travaux récents (451) (452) (8) ont d’ailleurs permis de caractériser des
subslances métachromaliquesdans vavuIvml'livhinmlermmp:n-ticuliéremenl 3
ces substances peuvenl agir comme antumlntu[ms D’autre part I'échino-
chrome qui est un inhibiteur de certaines réactions enzymatiques (313) pour I'dl|
encore renforcer action de la glycoprotéine de la gangue pour empéicher la
parthénogénese naturelle de se produire chez les . l//m('m (la vilamine I\ a
éleé w-na\ee au conlraire comme agent lmllllenoncnelulup (z.igi, ce 1|u| éloi-
anerail encore |'échinochrome de cetle naphtoquinone).

De I'ensemble de ces considérations et des travaux modernes qui portent
sur les modilications de la viscosité du cytoplasme ovulaire au moment de la
fécondation (124) (423) (419) (426) (4 h)( D185 (d24) (603) se dégage une série
de Lﬂl‘xlblCl‘e\ communs donnant un regain d’'intérét a I'essentiel de la concep-
tion de Lazg d'une lyse ovulaire sous I'action du sperme suivie (’une rectifi-
calion intra-ovalaire. Cet ensemble parait surtout justifier la théorie de
DELaGe (132) selon laguelle. on le sail. la mitose est la manifestation d'une
série de liquéfactions et de coagulations.

IV. — La durée de la vie spermatique.

La régle que j'ai nommée I'['f/lc de Kdlliker (voir 693) formule qu'en eau
de mer il v a une velation inverse entre la concentration spermatique et
I'intensité du métabolisme et une relation directe entre la concentration des
spermaltozoides et la durée de leur survie. Nous allons examiner la significa-
tion de celle régle mais auparavant nous considérerons un aspect du probléme
de la concentration.

Ainsi, dans le cadre du probléme du pouvoir fécondant la survie fonction-
nelle peut dépendre de la concentration et de la maturité des spermaltozoides
considérés. En effet, en période de pré-maturité. il v a dans toute suspension
spermalique un nombre plus élevé de spermatozoides non fécondants que de
spermatozoides fécondants. Supposons qu’il y en ait go o/o. Dés lors dans une
suspension concentrée la fécondation pourra étre assurée par les 10 0/0 de
spermatozoides normaux et elle pourra I'élre avee un succes total (100 ofo de
clivages), car la fécondation des Oursins, dans une rés large mesure, suil la
loi du tout ourien; cela dépend de I'état des ovules. A une dilution limite. par
contre. le nombre de spermatozoides fécondants sera devenu insuffisant pour
assurer les fécondations bien que la concentration fotale en éléments germi-
naux miles soit encore élevée (forte opacilé). la concentration en spermatozoi-
des fonctionnels est devenue insuflisante ou nulle. Inversement. en périu(lc de
maturité, on peut considérer que lous les spermalozoides ("une suspension sont
fonctionnels et la dilution limite a 1 laquelle les fécondations deviendront
impossibles (1-3 spermatozoides : ¢f. Graser, LiLLie) ne dépendra que du nom-
bre (et évidemment aussi de 1'état) des spermatozoides pour un nombre donné
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d'ovules, ¢’est-i-dire que le nombre total de spermatozoides sera devenu trés
petit (opacité faible. voire voisine de o). Dans ces conditions la sélection par
sénescence expérimentale peut agir de deux facons. Dans le premier cas, les
spermalozoides  fonctionnels (robustes et hien conformés — ceux que
Grave (217) appelait les plus vigonreux) pourront sans doute snrvivre
d'autanl mieux u’'ils proliteront des produits de la Ivse des spermatozoides
immatures qui leur fournira des malériaux nutritifs. done d'autant micux
que la concentration spermatique globale sera plus grande. Dans le deuxiéme
cas, la survie fonctionnelle dépendra de relations spermatozoide & spermato-
zoide oii le milieu dispersant joue un role fondamental. Cos relations dont une
explication a été tentée par Gray (allélostasie) constituent un cas particulier
de Veflet de groupe dont I'importance a é1é reconnue depuis longtemps (par
Bonx par exemple) et cetle notion doit permetire de conduire I"analyse en ce
domaine. On se référera i ce snjel particulierement aux travaux (28) (1)(133)
(A21)(680) (181) (463) qui portent sur les problemes de la sociologie cellulaire.

En ce qui concerne maintenant la regle de Kovviker, la seule explication
rationnelle est, ce me semble. que les spermatozoides ' Oursins sont dénues
d’un pouvoir de synthése leur permeltant d’assurer lear vie libre i partir
des produits de leur métabolisme notamment. Aulrement div la quantité de
métabolites qui existe dans un sperme donné est une quanlité finre (cf. Lu.-
tii et Just (354)). Grav éerit (227. p- 414) = « La survie des spermatozoides
en suspension diluée esl clairement associce avece la capacilé ou Uincapa-
cité des cellules d’obtenir de I"énergie & partir des sources exlernes. » Aussi
I'adjonction de substrats doit-elle permetire de prolonger la survie des sper-
malozoides. « cellules » carencées, done dépendantes. Elles dépendent en
effet soit du testicule oi elles ménent une vie latente soil du sucees de la
fécondation qui, si elle sauve l'ovule ainsi qu'on le dit couramment, sauve
aussi le spermalozoide. Un non-vieillissement impliquerait une resynthése
paralléle des ensymes qui s'usenl rapidement.

D’un point de voe général. la vie somalique est possible sans vie germinale,
inverse ne I'est normalement, dans cerlains cas (fécondations aqualtiques),
(que pendant un laps de temps court. et d'autant plus court surtout que le
mclabolisme est plus actif dans le cas des gaméles males (exhaustion des
substrats  endo cellulaives el séminaux) et dans une certaine mesure
(« asphyxie ») dans le cas de Uovule & développement normal non parthéno-
aéndélique.

Les gamétes n'ont en général aucun pouvoir de synthése spontané permet-
tant une vie libre prolongée. En ce qui touche les gamétes miles nolammen
on peut évoquer WesMasy (675) qui vappelle, pour d’autres cas, le principe
d'aprés lequel une vie active ¢puise plus rapidement les étres (quune vie
ralentie, et il I'illustre en faisanl des remarques sur la durde relative des vies
larvaire el imaginale chez les Insectes el sur la durée proportionnelle des vies
pré-pubérale et adulte ailleurs. Remarquons que les méthodes de sommeil el
A" « hibernation » introduites en médecine humaine reposent sur de mémes
fondements. Le phénoméne apparail, semble-t-1l. avec une particuliére netteté
dans le cas des gametes males.,

On peut d’ailleurs se demander si la crise sexuelle chez les Etres inférieurs
n'est pas loujours condilionnée par Papparition d’une carence nutritive



128 BORIS RYBAK

impliquant la conjonction de cellules dont les « sexes » (« mating Lype »)
seraient définis par l'existence daltributs métaboliques complémentaires,
chaque ¢lément (+ et —) apportant & l'autre un certain slock d’enzymes el
de substrats d'utilisation immédiate ou plus ou moins différée; cette conjugai-
son provoquerail la formation d’enzymes constitutifs ainsi que celle d’enzymes
adaptatifs caractéristiques de I'étre somatique aux différents moments de sa
vie (consulter (357) (408)). En somme la mdéiose serail caraclérisée par une
dégradation trophique  Quoi qu'il en soit de celte généralisation, dans le cas
des spermatozoides d’Oursins la régle de KoLLiker indique que la survie des
spermatozoides implique une oie parasitaire qui les dégrade. Celle vie
parasitaire est d'un type particulier car elle réduit le spermatozoide a ce donl
il est le vecteur : des unités douées de continuité génétique (4), unités dont
celles de caractére nucléaire sont particulierement bien connues. De ce seul
point de vue nucleaire. le parasitisme paternel se poursuit aun dela de la vie
du zygote, dans I'embryon et dans l'adulte, exigeant comme un ultra-virus
un foyer proliférant pour se multiplier lui-méme, et se manifestant au cours
de la vie de I'individu par Uinduction des caracléres paternels dont I'appari-
Lion se fail par U'intermédiaire de synthéses induites qualitatives et quantita-
tives d’'éléments morphologiques et métaboliques. On connait par ailleurs
chez les Métazoaires, un cas on « la dégradation parasitaire peut aller jusqu'a
la suppression compléte du soma, en laissant subsister le germen, contenu
dans I'hole el sans séparation tégumenlaire d'avec celui-ci (Orchilo-
soma) » (G2) (9h). Orchitosoma parasiticum évoque le devenir du sperma-
tozoide dans Feeuf oi le gaméte male se trouve frappé d’involulion somatique
(le soma du germen), ou il y a passage d'un élat morphologiquement trés dif-
férencié (spermatozoide fécondant) 4 un état morphologiquement ¢lémentaire
génome). Dans cetle transformation il y a eu perte de métabolisme mais non
point de fonction car le pouvoir fécondant, fonction du spermaltozoide (fonc-
tion spécifique, ou : ce quil y a de spermatique dans le spermatozoide) n’a
fait que se poursuivre sous des états différents de la vie spermalicque péri-
ovulaire & I'amphimixie. Nousen venons ainsi i exiuniner deux disciplines.

V. — Biologie et physiologie spermatiques.

Lobjet de la physiologie est 'étude des fonclions des Etres vivanls el on
distingue : les fonctions de nutrition, les fonctions de relation, les fonctions
de génération. A I'échelle dn spermalozoide, el en premicre approximation,
correspondraient respectivement les métabolismes. aclivité motrice, le pou-
voir fécondant. Mais pour une cellule aussi différenciée que le spermatozoide
la fonction, la spécialisation peut-on dire, c’est le seul pouvoir fécondant. Si
en conséquence la notion de perte de fonctions (392) est considérée., cela ne va
pas sans préter a confusion et il est préférable, au mieux, de parler de perte
de métabolismes, ce qui change hien des intuitions. Une telle allitude se
trouve en accord avec celle de Claude Bernarp qui éerivait (31) @ « La fonction
estquelque chose d’abstrait, qui n’est matériellement représentée dans aucune
des propriétés ¢lémentairves... 11 y a une fonction vocale dans le larynx mais il
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n'y a pas de propriélés vocales dans ces muscles. » La perte du pouvoir
fécondant pour les spermatozoides dans des lignées i développement non par-
thénogénétique aboutirait & la disparition de ces lignées. Ainsi, se perdant.,
la fonction peut détruire Norgane. voire I'dtre, ce qui est en quelque sorte un
vieil adage lamarckien. En conséquence la perte (on le gain) d'une fonction
est plus un événement actuel qu'un événement évolutif car comme nous le dit
Eenrusst (156, p. 122) @ « ... La dédifférenciation structurale se produit le
plus rapidement i o0 la prolifération est la plus active. et, inversement,
(que) Pexercice de Pactivité foncrionnelle spécifique est conséeutifl i la suspern-
sion de la multiplication cellulaive active. » Ainsi, si les métabolismes inté-
ressent la biochimie et si les fonctions intéressent la physiologie, ces deux
disciplines étant parties de la Biologie ou science de la Vie. an plus pent-on
dire qu’une évolution par perte de métabolismes est une évolution biochimi-
que. Confondre biochimie et physiologie ¢'est confondre le législatif avec
I'exécutil, avec lous les inconvénients autocratiques que cela représente !
Pour illustrer cette distinction considérons que la ménopanse estune mort
lonctionnelle qui précede généralement la mort réelle.

D'un autre coté le dimorphisme des cellules sexuelles apparail rés Lo
dans I'échelle des Etres (Sporozoaires (338, 33q) : gamonles avee micro- ol
macro-gametes des Plasmodinm, fécondation chez les Aleaes caleaires
(Tezer). Done la complexité morphologique n'est pas ici nn critére d'évolu-
ton (cf. Couriy (114) dont le livre est remarquablement divisé) et si la fécon-
dation est la conséquence d’une déficience métabolique, la dégradation bio-
chimique ne peut étre la jauge de la complexité morphologique.

La déficience trophique des gaméles el particulicrement des spermalozoides
implique le parasitisme. En prenant 'exemple des spermatozoides d’Oursins
l'ajouterai que l'élément mile est un purasite effectuant un cycle sur deur
liotes selon le schéma

Testicule — vie libre — fécondation physiologique (pénéteation avulaire)

(différenciation)

1 :

fecondation  génétique (fusion cyloplasmique
| el amphimixie)

(embryon)
tadulte)

(manifestation «

Pa—

es caracléres)

5 L
adulte o oadulte

(facteurs de la détermination du sexe, ce qu’il v a de male, dans le eénome
paternel : hétérorochromosome X (!).

Or la biologie spermatique testiculaire passe par un slade particulier : la
méiose. Dans ces conditions le gamete mile n'est pas une cellule imais nueléai-
vement une demi-cellule ce qui pourrait expliquer sa déficience trophique.
Au cours de la gamétogénese une fois la réduction chromatique assurée (par
exemple passage du spermatocyte | au spermatoeyte 1), toute croissance
devientimpossible : il 0’y a plus que des processus Forganisation stractirale,

(') Quarsins : fype dbrazxas, cf . (23) (235).
B Ryhbak
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d’ornementation, et la cellule réduite est totalement dépendante métaboli-
quement de I'organisme qui I"a produite. Elle se différencie el cependant elle
est parasilaire, elle est d¢s ce momenl en perte de pouvoirs de synthéses, si
ce n'est déja entierement dépourvue de facultés élaboratrices. Plus tard. dans
I'ceuf, elle se dédifférenciera. et elle se dégradera murplmlug'iquemon[ en
perdant toute capacité métabolique propre.

Dans la fécondation isogame on peat admeltre que chaque Lype sexuel
apporte & 'autre les substrats ou les enzymes ou les fractions des uns et des
aulres. Dans la Fécondation anisogame ¢’est ovule qui renferme I'équipe-
ment virtuel du développement. I'élément male n’est quele catalyseur primor-
dial de 'embryogénése. En bref tout ¢lément gamétique non parthénogéné-
Lique est en soi incapable de toute synthése qui conditionne la vie libre, ou
toul au moins est-il oblitéré d’'une fagon ou d’une autre dans ce méltabolisme
de survie. Par rapport aux cellules sumuliques‘ ¢’est un élément ou carencé ou
déficient. L'autonomie des lignées [)dlll( nogénéliques esl un avanlage évident
elon congoit mal que ce caractére sélectif n'ait pas prédominé.

Quoi qu’il en soit du coté évolutif, pour qu’un phylum subsiste il faut qu’il
puisse se reproduire. Du point de vue expérimental nous pouvonschercher de
deux maniéres a faire durer un phylum :

1) soil en conservanl 'ensemble des attribuls spéciliques c'est-a-dire 1'élre.

2) soit en conservant les attributs potentiels (gamétes).

Pourconserver les atlribuls polentiels on peut évidemment conserver I'élre;
c'est ce qque jai fail avec Gusrarsox (5H0) dans le cas de Nenopus levis Dau-
din. Dans le cas des Invertébrés, et dans le cas des Oursins en particulier. je
renvoie au chapitre VI de ce travail (dans d’autres cas consulter (179) (383 &
385). Dans I’élat présent de mes travaux sur les spermalozoides (’Oursins on
entrevoit la possibilité de conserver des gametes & la température normale el
indépendamment du géniteur.

VI. — La question du chimiotactisme spermatique.

line premiére remarque concerne acrosome. Bowex (H2) (53) (54) (55) «
identifié I'ncrosome & un systéme golgien. Or I'acrosome

= complexe dictyo-
somique (:.;'Ulf_:’il}ll) + acrosome 4+ centrosome (146), el Grasse (213).
Dusosco el Grasse: (146) ont démontré que le parabasal des Flagellés pouvait
élre assimilé & l'idiosome des spermatozoides. Chez Polylrikos selwart=i
le |J(lldlld~.ll esl partie intégrante de la cinélide (93) (94). Dans ces conditions
il serait intéressant d'établiv dans quvlle mesure 'idiosome participe i la
molricité spelnmlu]ue' s'il en ¢lait ainsi 'idiosome pre qndrail une un[mll.lm ¢
particuliére dans toate la biologie du spemmlwnnle

On sait en effel que selon la conceplion de Bowen « I'acrosome est un pro-
duit de sécrétion dont la principale fonction est de meltre en route les réactions
physico-chimiques de la fécondation » (53) (5D). Ceci esl corroboré par les
helles recherches sur les propriétés enzymatiques de l'acrosome (ue nous
devons & Winrresert (084) (685) (686), Panrar (458) (4 199) et Hisganro (273),
travaux qui prennent une imporlance particuliere dans P'état présent des
rechierches sur les androgamones des Oursins.
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Le mouvement spermatique est d'ailleurs trés singulier par la variabilité
des formes qu’il affecte et il est remarquable que la vitesse de translation
soit réduile & mesure que le mouvement devient hélicoidal, or Gray (228)
vienl toul récemment de montrer que le « spin » réduit la vitesse de nalation
des cellules aquatiques (on trouvera des éléments pour une connaissance plus
approfondie du probléme du mouvement dans (4g1) (4oh) (h12) (3206) (131)).

Les expériences classiques de Prevren sur le chimiotactisme positil des
anthérozoides de Fougéres pour l'acide t-malique (464) (465) el ceux de ses
successeurs (Ho4) (331) ont suscité un grand intérét dans les problémes de la
fécondation. Chez la Grenouille Massant a cependant nié I'existence d'un chi-
miotactisme (398) (399). Chez les Fucacw la question est également débattue,
nié par les uns (486) (45) le chimiolactisme est alfirmdé par d’autres (111).
Chez la Grégarine Stylorinchus oblongalus, Licer [338) constate que « les
spermatozoides se dirigent avec une merveilleuse précision vers la chambre
femelle, sans doute sous 'action 'une substance altractive sécerélée par les
aufs au moment de leur matarité ». Dewirz chez Blalla orientalis (138)
considére que les spermatozoides ne se dirigent pas au hasard vers les wufs
mais qu'il existe des phénoménes qui conduisent les spermaltozoides i la
région micropylaire particuliérement. Chez les Oursins, le travail de Dakin
¢l Forbuan (123) conslitue la contribution la plus aflirmative sur I'existence
d’un chimiotactisme positif des spermatozoides pour la fertilisine. Vasseunr et
Hacstrom (653) ont également obtenu des résultats positifs dans ce cas. L'ac-
Livation flagellaire des spermatozoides en présence de fertilisine est un fait
généralement reconnu, el il venail ainsi a 'esprit que sous I'influence d’un
gradient de concentration les spermatozoides sollicités se dirigeaient vers le
point de plus haute concentralion en substances aclivalrices. ce qui explicitait
le tactisme ; si les spermatozoides étaient plongés dans une solution dont la
concentration en substances aclivatrices était uniforme, I'activation sur place
ou dans des directions aléatoires résultait seulement des actions dynamo-
wgiénes (038), Roruscrmin (50/4) a examindé celle conception. 1 suggére un
exemple fondé sur Uidée 'un champ de concentration léthal : « Supposons
que duns une goutte ’eau contenant des spermaltozoides nous eréons toul i
coup une aire (qui soit mortelle pour les spermatozoides. Pour les hesoins de
Fargument on considérera que la substance empoisonnée ne diffuse pas en
dehors de l'aire [éthale. Au commencement de 'expérience, les spermalozoides,
nageant dans les dirvections aléatoires, sont uniformément distribués dans la
goulle d’eau. Dés qu'un spermatozoide pénétre la région léthale par mal-
chance, il est tné, c’est-d-dire que son mouvement est ralenti el il reste sur
place. Dans une telle course, donec, presque tous les spermatozoides s’accu-
mulent dans une région ou ils nagent plus lentement : en cnséquence, ils
seront dans de telles circonstances rappelés d'une région ou ils sont stimulés
d nager plus vivemenl. » Je remarquerai en premier lieu que cette facon de
voir n'est pas originale, MorGax cite (435) que Jexnines a [ail une expé-
rience de cel ordre el J'ajouterai que Rosrins avait fait de méme avec les
Fucacw. D'antre part dans le cas de la fertilisine il n’est pas question que la
substance ne diffuse pas et ¢’est précisément cetle diffusion, (qui implique un
gradient de concentration décroissante de I'ovule an milieu extérieur. ¢'est
I'existence de fortes et de faibles concentrations qui doit étre prise en consi-
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dération. Supposons que la fertilisine ne soit pas douée de pouvoir aggluli-
nant mais quelle possede seulement sa propriété dynamogéne, alors le pro-
bleme se simplifie car existence d'un gradient de concentration confere & la
substance aclivatrice un  pouvoir (:llifl)io(znt-Lic|ll(- positif. Ceei découle du
principe du travail maximum de Berroeror dont je rappellerai I'énoneé clas-
sique : la translormation chimique qui se produit est toujours celle qui donne
liecu au maximum de dégagement de chaleur (el 148). En conséquence, le
chimiotactisme peut résulter soit d'une activation du mouvement soit de la
fourniture d'un élément non nécessairement dynamogéne mais lavorable au
métabolisme géndral du spermatozoide. (est ainsi sans doule (ue s'inter-
préetent les vésultats de Rotuscuiin avec les anthérozoides de Iougcéres et de
I"acide malique et d"apres lesquelles cetle substance ne parait pasavoir d’action
cur la vitesse des anthérozoides. Pour revenir a l'argument développé par
RorusciiLp noas constaterons qu'il ne trouve pas ["appui des expériences de
Rornsciien lui-meme car Pacide hyvdroxymaléique serail loxique pour les
anthérozoides de Fougires tout en ¢lant dépourva du pouvoir daccumuler
les anthérozoides a son contact. Dans le cas de la Fertilisine, en tenant compte
du p(m\'nir :1u‘g'||||i||;|1|l de cette substance, remarquons que ce n'est pas Lamn
qui a éLé le seul ou le premier i présumer du role de la concentration.
Scuvering Favait déja remarqué et pour lui a forte dilution la substlance
active des ovules altire les .sperlnuluzu'[«les (consulter aussi GATENBY); pour
Lass aussi. @ faible concenteation, 'eau de mer ovalaire serait douée de chi-
miotactisme positil.

Lactivité a priori paradoxale de la fertilisine parail élre qu'a faible
concentration elle active le mouvement en augmentant la respiration el en
possédant un certain pouvoir chimiolactique (celle propriété « servirail » a
retenir les spermatozoides dans le champ ovulaire), tandis qu'a forte concen-
tration (done prés des ovules) Pactivation flagellaive peut étre effective mais
lagglutination agit a enconlre du chimiotactisme, comme pour empécher la
polyspermie dans le cas de suspensions spermatiques concenlrées: alors la
respiration spermatique peut &re abaissée par effet de groupe.

La régle de Kavokes et la possibilité de conservation prolongée du « diy
sperm » Lronvent une explication thermodynamique : I'énergie interne du
systéme reste constante (ou baisse peu par oxydation i l'aiv). La quantité de
métabolites élant limitée. plus le mélabolisme est élevé plus vite I'énergice
interne diminue. Or dans une suspension peu concenlrée en spermatozuides,
le libre parcours moyen de chaque spermatozoide esl erand. d'on une accélé-
ration du mouvement et une chute rapide de la vitalité ; il en va autrement
dans les suspensions concenlrées ot les conditions de vicinalité permetient
« l'économie » des métabolismes. Or la fertilisine accroit la probabilité de
rencontres spermaliques contribuant d'une part & diminuer le libre parcours
moven des slwrmulul.u'l'des ce qui, sl n’y avail conjointement une activation
Nagellaive, aménerail une chute du métabolisme ; d"antre part cette action de
la fertilisine favorise la rencontre slwrmulu/.u‘l'xle-m'ulc. poinl sur lequel je
suis en plein accord avee Briiler (65). Tenaknorize (5gh), Rorusciien el
Swaxny (511). Toutefois si la lixation spermatique péri-ovulaire n’élait (qu’un
phénoméne physique. un thigmotactisme, comment concevolr que les sperma-
tozoides ne se fixent pas sur des substrats wéliliés (gélose, gélatine) comme ilx
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le font sur les gangues ? 11 faut qu'il v ait une certaine spécificité pour cetle
fixation fonctionnelle; c’est ce que nous montrent les observations de
Lineie 3000, Fiscuen (163), Srassaxo (580). Hueris (280). et celles que Jai
rapportées dans le chapitre VII = ces observations indiquent que la fixation
spermatique sur des ovules hétérologues ne se produit sensiblement que si
I'hybridation est possible dans ce sens. La fixation des spm'nmlu/,«,»'l'llq-s sur la
cangue ovalaire implique done une chimie de la flixation.

On doit par ailleurs distinguer deux types de substances pouvant agir au
niveau de activité cinétique des spermatozoides @ 1) des catalyseurs ; 2) des
substrats

Ainsi tantot certaines substances activent le mouvement clonique (dyna-
mique) tantotcertaines substances prolongent la motilité. A la premiere classe
appartiennent les calalyseurs d'utilisation des substrats de la motricité, a la
deuxiéme, appartiennent les substrals enx-mémes. Certaines substances
comme ATP pourraient avoir une double action ; on congoil aussi que selon
I'état présent du sys'éme spermalique — dépendant de sa vie auntérieure —
on peul ou non réanimer les spermuluzuhl(,-s par des catalysenrs ou par des
métabolites. Si par exemple on dispose d'une suspension inaniliée par conser-
vation en milien ouvert el prise @ un moment tel que les modilications nré-
versibles conduisant aux processus lyliques n'aient pas débulté, Femploi de
catalyseurs ne servirait i vien pour réanimer notablement les spermaltozoides
(il v aurait seulement une brusque aclivation cinélique courle, dépendant de
la petite quantité de substrats résiduclle). par contre il doit étre possible de
prolonger la motilité par Femploi de métabolites. (Cest peut-¢lre en partie
pour cela que Palbumine ou la fertilisine peuvent prolonger la survie sper-
matique. St on dispose par contre d'une suspension spermalique conservee en
milien seulemenl aéré, la concentration en oxygene sera suffisante pour assu-
rer les combustions nécessaires normalement a4 la motricité. Dans ces condi-
tions la mobilisation spermatique pourrait éive obtenue par Femplor de cata-
lyseurs (Cut ), mais il faul se garder d'une cause d'erreur provenant de
I"aération de pipetage qui améne une réanimalion motrice indépendante de
loute autre condilion.

La question du groupement spermatique dans une suspension concentrée
en eau de mer est inléressante & examiner ; Roruscuin el Swaxs ont lenlé
d"appliquer la théorie cinélique des gaz. Un lel traitement esl approché car,
en dehors méme de toute substance agglutinante du type fertilisine, les chocs
interspermatiques ne sont pas élasliques ce qui améne une perle de vitesse i
chaque choc. En ce sens qu'un spermatozoide isolé n'a pas une quantité sufhi-
sante de nourriture pour survivre longtemps. le groupe a un effet favorahle
sur la vie individuelle dans les conditions naturelles. Il v a done une balance
entre la compélition nutritive entre tous les spermatozoides et les exigences
trophi jues minimum de chaque individa. Loxygénation et la fréquence des
choes interspermatiques paraissent ¢tre des facteurs essentiels de cette
halauce. Pour des suspensions diluées, par alimentation artificielle sans
doute pourrait-on obvier i linconvénient de I'isolement (inconvénienl an
regard de la survie du spermatozoide) ; ceci dans la mesure ou le gamete
irol¢ ne serait pas, par ailleurs. plus sensible aux varialions ioniques gque ne
le sont les gameétes groupés.
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En ce qui concerne le réle souvent activateur sur la respiration que possede
la fertilisine, il est remarquable que dans un autre cas. celui des leucocyles
de Mammifeéres, un aulre mucopolyoside — I'antigéne somatique des hacté-
ries gram-négalives (Salmonellas) — possede un pouvorr chimiotactique exi-
geanl la présence de Ca'+. Cel appel leucocytaire est li¢ a 'augmentation de
la respiration des leucocyles sous I'influence de I'antigéne O (134)(336) (394).
Que le chimiotactisme, ou sculement le mouvement flagellaire, soient des
phénomeénes universels dans la fécondation reste d'ailleurs a4 débattre car
chez les Mammiféres par exemple Kinisrriin a pu montrer que les spermalo-
zoides de Taureau privis de leur flagelle conservaient leur pouvoir fécondant,
tant par I'existence de mouvements de la téte que par le péiistaltisme du
tractus génital femelle el on a décrit par ailleurs des spermatozoides mobiles
stériles (560) (ef. aussi (660) (13)). Chez les Mammiléres la motilité dépend
pour beaucoup également de I'état de concentration cellulaire (39). diminuant
rapidement par dilution (des protéines. le glvcogéne, le liquide séminal ont
un effet protecteur). Chez ces animanx aussi les Llests de la réductase el de la
catalase sont utilisés (592); remarquons que 'utilisation de la réaction au for-
mosan parait impossible ici. Bisnor et Marnews (37) avant montré que les sels
de tétrazo'ium sont toxiques pour les spermatozoides.

Quant a la nature de I'agent activateur de 'eau de mer ovulaire des Our-
sins, la substance volatile acide de ScniickinG. que j'ai relrouvée. me parail
étre un acide gras non saturé. Je me fonde pour cela sur les travaux de Pace
et de Navez d’une part et sur ce que. d’autre part, 'action des oxydants comme
I'iode {cf. (102)) fail perdre son pouvoir aclivateur a I'eau de mer ovulaire
(voir aussi So0).

Ceci nousamene a considérer certains aspects de la biochimie comparative.
Tout d’abord on tirera des renscignements trés utiles en consultant le travail
de Huvenrey (202) «|u| porte sur les spermatozoides d’Huitres. Humpnrey
écrivait a cel égard : « ... la relation entre le mouvement, la capacité respira-
toire et le pouvoir de réduire les colorants comme le bleu de méthyléne reste
obscure. Il semble que la capacilé respiraloire puisse étre perdue la premiére,
puis la motilité tandis que I'activité déshydrogénasique persiste ». Il serait
particuliérement important de wumettre les spermat(vo‘ideq d’Huitres 4 une
analyse du type de celle que j'ai mise au point pour les spermatozoides
d'Oursins.

Par ailleurs 'immobilité des spermatozoides d’Oursins en solution isolo-
nique de NaCl est un probleme qui n’a recu ancune explication. Je rappellerai
a ce sujet les lravaux de Mevernor (413), Las el Wasrexeys(375) el ceux de
Wansvra (674) d'onil ressort qu'en solution de NaCl les oxydations intenses
seraient responsables de la toxicité pour les ovules d'Oursins. Il semble qu'on
retombe ici encore sur la question du rll2. Cependant en ce qui concerne les
gameles miles aérobies o le cytochrome parait répandu (4q), ni la cystéine,
n la Z-mercaptoéthylamine ne protégent les wpm‘nmluyu'hl('s de Sprsula contre
les effets nocifs des rayons X (dans le cas d"une inactivation du sperme de
Nererspar le radium, Packann (456) trouve un effet principalement an niveau
de la chromatine). La présence de composés réducteurs dans le sperme est
cependant bien assurée maintenant, citons (395) (608) (549) et leur role
dans la motricité parait certain. Or si celle-ci dépend du systeme ATP-
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ATpase (154) (283). comme ce systéme enzymatigque est aclivé par les réduc-
teurs, on pent s'attendre a ce que ces substances activent la motricité, La nor-
adrénaline du sperme de Mammifére (27) a peut-étre une action de re Lype.
Sion examine alors ce quiil en est dans le cas des Prolozoaires, on remarque
que Mevernor el Ranoars Ai6) ont trouvé que Uinhibition de la glycolyse au
nivean de Phexokinase pent ¢tre obtenue i aide d'adrénochrome ou V"o naph-
toquinone : ces substances inhibent la respiration, la glycolyse el la motilite
des Trypanosomes in vitro. 11 faul sans doute raltacher ceci an travail (e
S. 8. Conex c1od) Failavee des spermatozoides de Chatopterus. Si I'échino-

. : . , . mry hexokinase
chrome inhibait cette réaction (2lucose + ATP — alucose-6-phosphate
9 | I

4+ ADP + Q) il serail intéressant de rechercher si linsuline peut lever cette
inhibition. Les quinones ont é1é signalées par ailleurs comme des inlubiteurs
de la hyaluromidase (414) et il est possible que I'échinochrome agisse égale-
mentici, ce qu'il serait intéressant de vérilier an regard des problemes de la
fécondation chez les Arbaciid en velation avee la fagon par laguelle Moxroy
ol Russo avaient tenté d'en poser des éléments D’ailleurs chez d’autres Ani-
maux et particulierement les Mammiféres, le role des protéases (6¢2) ou de
Famylase (276) (ef. anssi (388) (389)) reste encore & définir du point de vue de
la hiologie fonctionnelle des spermatozoides. Toujours est-il que le glutathion
oxydé inactive la succino-déshydrogénase (274) el on concoil ainsi commentl
le glutathion réduit peat prolonger la survie des spermatozoides d’Qursins.
Il fandrait examiner ici Paction de Palloxane sur la succino-déshydrogénase
spermatique car Horkins, Morean el Lurwak-Masy (275) ont montré que
celle substance empéchait la véactivation compléte par GSH de la succino-
déshydrogénase muscnlaire inactivée par GSSG. 1l semble enfin que I'inter-
vention vraisemblable "enzymes 4 groupes thiols actifs (ATpase, suceino-
déshydrogénase) dans la molilité des spermaltozoides, dont cenx des Oursins,
trouve un appui dans certains travaux réalisés avec I'acétyleholine (605) ; cel
ammoninm guaternaire active 'ATpase musculaire tandis que la plulmrt des
alcaloides (atropine, prostigmine...) sont sans action (le fait (ue la nicotine
nactive pas le mouvement des spermatozoides d’Oursins (503) viendrait
encore corroborer ce point) On peut remarquer d'ailleurs que le mouvement
ciliaire des Protistes dépend de lactivité cholinestérasique (62) (563).

VII. — Sur la nature de l'action de la fertilisine.

La présence dunc agglutinine ovulaire dans I'eau de fécondation est un
phénomene qui n'est pas exclusivement limité aux Oursins. On connait des
agglutinines ovulaires chez des Algues (Chlamydomonas) (341). chez
Nerews (3hg) (3o2) (303) (3500 ou des actions androgamonales ont également
é16 décelées (452) (4D3), chez Chiton tuberculatus (114), chez Mactra (hog),
chez d'autres Mollusques (613) (613) (400), chez des Ascidies (A8 (h3g) 1436)
ou il y aurait ausst une activité chimiotactique (418). chez des Astéries (/;ul'»)

IO) ou la presemv d'un adjuvant comme le blance d’«euf de Poule est néces-
s(me a la mise en évidence de l'agglutination, chez la Lamproie (/ﬂl (432)
(pour les Téléostéens (cf. 466) rhu Tes B Batraciens (32) (cf. 2go) : présence de
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Jucose dans la gancue ovalaive)... Par ailleurs du sperme A" \slerias (46) ou
de Mytilus (29) on a puextraire des substances @ action androgamonale {des
protéines non fonctionnclles peuvent d'aillenrs agglutiner les ovules 'Our-
sins. comme L uéerosine (ho2) ; celle agelutination des eufs esl un phéno-
mene non caracléristique). Chez les Mammiféres agelutination des sperma-
tozoides (voir (338) par exemple) on d'autres cellules (468) peul se faire sous
certaines conditions dans le vagin. Lagelutination est d'ailleurs un phéno-
mene Lres général de e matiere vivante, depuis Fagglutination des hacléries
ou d"autres microorganismes par des anticorps — ou par des substances non
specitiques comme il en va chez les Plantes (335) (337, (344) — jusqu'a
|';|g-.§'|ulinulinn des cellules dissocides d'Eponges (680) (178) en passant par
les agalutinations pathologiques des globules rouges (34) (67). On ne saurail
loutefors conclure de la généralite du phénomeéne & un mécanisme commun.
Toujours est-il que Nagglutination revél généralement un caractére néfaste
pour les individus agelutinés ; ainsi dans le cas des spermatozoides placés
dans de Peaun ovalaire, non sen'ement chez les Oursins des modificalions
structurales des gametes onl ¢1é constatées mais encore elles l'ont été chez les
Poissons par Rovnein el ses collaborateurs (4g2) (493) : elles semblent corres-
pondre a la haisse, voire it la disparition, du pouvoir fécondant des sperma-
tozoides désagglutings; ¢'est ici encore un des caractéres paradoxaux de la
fertilisine. Dans les modilications morphologiques des spermatozoides le réle
de Lo suelace Timitante cellulaive semble ¢tre en cause. Dans le cas des sperma-
tozoi les de Mammiféres, et indépendamment de toute agglutination, le role
de cette surface limitante dans le pouvoir fécondant me parvait avoir été parti-
culicrement bien mis en évidence par Pingéniense technique réflectométrique
de Laizviai et ses collaborateurs (35¢) (360) (361) (362). Les agglutinats en
réseaux. plus ou moins irréversibles, tels quiils ont été nolés en presence de
produits ovalaires dans certains cas particuliers (nolamment ['hétéro-agglu-
tination) pav pr: Mever el au cours de ma propre étude consignée ici, semblent
etre le résultat de la présence d'une quantité excessive d'antifertilisine soil
ovulaire (ve Mever) soil spermalique (présent lravail), quantilé excessive par
rapporl a la fertilisine considérée. Ainsi une mutation généralisée qui porte-
railsur une synthése anormalement élevée d’antifertilisine spermalique mel-
trait en cause le devenir du phylum qui a donné naissance & ce mutant. (est
un cas extréme. Mais normalement la balance des facilitations et des inhibi-
tions semble « priord osciller d’une facon aléatoire; on n'a pas élé sans
remarquer en effet, an cours de exposé des différentes expériences réalisées
principalement avee les spermatozoides d . \rbacia lizula, que tantot la fer-
tilisine ou 'eau de mer ovulaire activail tantdt retardait les processus réducta-
siques et respivatoires du sperme. Ce comportement singulier peut étre
relevé également dans la littérature (256) (577) (645) mais il se trouve que
chaque anteur a /oujours trouvé soit une activation. soit une inhibition ! 11
Faut évidemment considérer les cas ('espice éventuels, par exemple les sper-
malozoides A" Echinocardinm cordatim sont agelutinables irréversiblement

par la Fertilisine homologue 641), mais dans le cas de spermatozoides mobiles
ouw activés dans lear mouvement en présence de fertilisine, il faut faive inter-
venir d'autres considérations ; ainsi en est-il pour Arbacia lixula et Para-

centrotus lividus winsi que pour Lylechinus pictus avec le sperme dudquel
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Seikes (0771 a trouvé une inhibition des échanges respiratoires par la fertili-
sine spécifique et il a pu me confirmer (578) que les spermatozoides ¢laient
hien mobiles dans ces conditions (voir aussi Hayasun avee . Arbacia prnclu-
lata (253) (200)).

Denx remarques préalables sont i faire

1) Dans leur miliea d’action les spermatozoides ne rencontrent Jimais une
solution de fertilisine purifice mais toujonrs de 'ean de mer ovulaire et ce
serasurlonl, en conséquence, & partir des expériences failes avee de 'ean de
mer ovulaire qu’il faudra chercher i conclure. les actions de la lertilisine
purilice, par voie Il'ichlnr;u'éliflm' par exemple, ne devant servir que pour le
riisonnemenl comparatif.

2) La fécondation s’effectue normalement pendant la période de pleine
maturité des gameétes d'une espece donnée et ¢esl logiquement en fonction
de cette condition restrictive que Pon doit étudier I'action de la fertilisine. Or
dans la pratique expérimentale, en échinologie spécialement. on postule
implicitement (voir cependant Carvenr (80)) que tous les gamétes utilisés
sont dans un étal de maturité pavfaite, mais vien ne permel actuellement
dévaluer rigonreusement. en qualité et en quantité, cet état de maturité. |1
serait urgent ('établiv cette notion car 'action d'une substance donnée au
niveau de cellules dune méme lignée, mais se trouvant i des stades diffé-
rents (spermatides, spermalozoides... ). est nécessairement différente. Comme
celte caractéristique de maturité nous échappe, il faut chercher & I'dliminer
du jeu expérimental. Cest ce que je me suis appliqué i faive en suivant le
vieillissement  une suspension spermalique car on peul supposer. ce faisant,
que les vicissiludes des réactions métaboliques ¢l fonctionnelles permettront
de révéler le facits de la population des senls spermatozoides.

Cect posé.examinons différentes données parmi celles que jai pu accumuler
et partic desquelles je mefforcerai de dégager une relation réduisant Ia
contradiction qui cache les propriétés de la fertilisine.

En considérant I'ensemble des résultats. il apparail qu'on peul envisager le
probléme comme 1ié aux conditions intrinséques du systéme sperme-eau de
mer ovulaire dans des conditions dites normales de tempéralure, de pression,
de pH... C'est donc vraisemblablement un probléme de modalités d’action
purement biologique. Pour chercher & en élucider les facteurs, J'examinerai
d"abord ce que devient le comportement d’un sperme en conservation vis-a-vis
de la fertilisine.

IVannexe du tableau VI (p. 73) permet de constater (que pour une méme
preparation d'eau de mer ovulaire el une méme préparation spermaltique
mais portée a des dilutions difféventes. I'action inhibitrice ou activatrice de
I'ean de mer ovulaire dépend du rapport des concentrations fertilisine-sperme.
concentration en fertilisive

Iy a activation (uand le rapport ; est petit, inhibi-
$ concentralion en sperme

tion dans le cas contraire. Ceei pour des spermatozoides relativement frais. Le
protocole de la page 103 ¢t suivante permet de conc'ure de la méme facon
lorsque la concentration spermatique est telle que la concentration d'eau e
mer ovulaire sur laquelle on la fait agir est neltement « faible ». Le proto-
cole 11 (p. 77) montre, quant & lui, (que sur des spermatozoides frais concen-
trés et avec de l'eau de mer ovulaire concentrée (méme apres une dilution
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constituant 'cau de mer ovulaire « Faible » du protorcole), il y a inhibition ;
mais apres 7h. 21 mo. de conservation, laction de I'eau de mer ovulaire méme
« forte » est indifférente. Il y a done également une relation fonction de Mage
du sperme el relativement indépendante des concentrations initiales.

Le protocole IV (p. 8o) montre avee du sperme d'Arbacia lizu'a que la
réactivation éventuelle dépend également du mode de conservation du
sperme : il v a réactivation lorsque le sperme a ¢Lé conservé 2/ heures en
milieu asphyxique el inaclivation lorsque la conservation a eu licu en sac de
collodion (milien ouvert) (Celle expérience ayant élé faite en Fabsence de
pénicilline). En présence de pénicilline, avec du sperme de Paracentrolus
limidus, Ueau de mer ovulaive de Paracentrotus lioidus étant initialement
inditférente sur aclivité ré luctasique, la réactivation par celle eau de mer
ovulaire peut se faire aprés 3o heures, que le sperme soil conservé en milien
confiné ou en milieu ouvert.

Avec des spermatozoides dilués et de I'eau de mer ovulaire dépourvue ini-
tialement d'action sur Dactivité réductasique, le vielllissemenl aseplique
améne une sensibilisation des spermaltozoides caractérisée par une diminution
de Iactivité réductasique (protocole VI, p. 103), les spermatozoides sonl cepen-
dant réactivables par cette eau de mer ovulaire et le taux des fécondations
est satisfaisant.

Des protocoles additiounels pourraient élre encore publiés et particulicre-
ment certains concernant la fertilisine d’extraction trichloracétique, ils iraient
dans le méme sens. De 'ensemble de ces résultats ¢’est moins une conclusion
qu’une tentative d"unification que je proposerai maintenant. La relation semi-
qualitative que Jai pu élablir est résumée dans le tablean XVIIIL

TasrLeau XVIII

Résultats métaboliques
Caraclere 3 : du mélange sperme-fertilisine avee
de la fertilisine Concenlralion ‘
{ou concentralion) du sperme L )
 frais o Agés
1. forte Dilué. [nhibition Inhibition ou indifté-
rence.
2. » Conecenlre. Activation, inhibi-lComme avec < frais.
tionoun indifférence.|
3. faible Concentre. Activation. Reanimalion ou indif-
| férence.
h. " | Dilue. Activation, inhibi-|Comme avee & frais.
tionou indifférence.
V. B. — L'indétermination des éventualités = et 4 provient de I'indétermi-

nation des termes faible et lort d’une part et dilué et concentré d’autre part.

Il serait tentant de considérer qu'il exisle une relation inverse entre la force
de 'agglutination et le pouvoir activateur (ou réactivaleur) de la fertilisine el
si de nombreuses expériences personnelles vont dans ce sens, un certain



I.A BIOLOGIE DES SPERMATOZOIDES D'OURSINS 139

nombre de cas litigieux m’empéche de conclure formellement & cet égard. 11
faut cependant remarquer que la considération suivanle vient renforcer cette
conception : dans la mesure des échanges respiratoires, ce que l'on note c’est
le résultal final d'échanges d desinstants donnés, or dans des amas cellulaires
la diffusion des gaz el la surface efficace des cellules se trouvent réduites el
méme s’il v a activation locale, plus ou moins passagére, par une substance,
bivalente (agelutinante et activatrice), on a des chances d’enregistrer macro-
scopiquement une inhibition métabolique. En ce qui concerne le test ré Incta-
sique on trouvera dans le paragraphe « limitations de la technique » (p. 63)
les raisons qui font également penser a la contingence des mesures lorsque
Magglutination spermatique eslt tres forte.

Ces considérations ne sont valables que pour les relations spéciliques,
semble-t-il. el non pour les rapports hétérologues sperme-fertilisine (cf. cha-
pitre VII).

Je me suis efforeé tout au long de mon travail de me placer sur un plan
extra-téléologique, cependant la présence normale de fertilisine dans certains
milieux de fécondation est incontestabie el 'on est obligé d'en tenir compte
tant du point du vue expérimental (que du point de vue théorique. ('est pour-
quoi je m'efforcerai de préciser quatre points relatifs au probléme tres parti-
culier de I'agglutination spermatique.

Action de Cat+. — Jai indiqué que l'addition d'ions de calcium a
de 'eau de mer améne 2 certaines fortes concentrations 'agglutination des
ﬁpermnlom’fde' d’Oursins. Un phénomene e "‘mupemenl' précédé d'une
vive .Wll.llmn des Animaux a pu clre (mml(menl obtenu par mon élove
Mlle (.. Cngovx (98) dans le cas de Gammarus locusta 1. lorsque Uean de
mer est sursalée par CaCl.. Ce groupemenlt parail correspondre i une lutte
contre Uhypertonie car les Animaux se placent de telle sorte que leurs pléo-
podes sont situds au centre des amas. D'autre part, ils manifestent en miliew
hypercalcique (salinités allant de 48 & 58 o oo) un nel thigmotactisme : par
exemple ils se fixent sur un agitateur de verre qu’on leur présente.

o Hétéro-agglutination. — Pour LiLLie 'agglutination d’un sperme par
I'eau de mer ovulaire d’une autre espéce étail le fait d’'une hétéro-aggluti-
nine (350). Pourtant Harrmany avait déjh bien remarqué que I'ag glullmne
n'avait pas une spécilicité stricte (245). Mes expériences d’agglutination croisée
Arbacia lizula-Paracentrotus lividus avec de la fertilisine trichloracétique
me paraissent montrer que la encore, comme pour la désagglutination, ce que
I'on croyait étre une propriété de I'agglulinine, doit étre attribué aux sper-
matozoides. Autrement dit. I'hétéro-agglutination qui est un fait pouvail
recevoir deux explicalions :

1) elle est la conséquence de la présence de plusieurs agglutinines dans une
ecau de mer ovulaire donnée,

21 elle est la runséquem'e d'une susceptibilité étendue de spermatozoides
d'especes différentes a Naction (d"une seule agglutinine.

Il semble assuré maintenant que I'hé lvro-dv;,lulm.llmu par une ean de mer
ovulaire n'est pas une action (' hétéro-agglutinine mais la conséquence de
I'hétéro-agglutinabilité. Cette susceplibilité différentielle des spermatomnlm
est 'expression d’une structure variable des spermatozovides d’une espéce a
'autre.
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En somme on pourrait dire que la spéeificité est Padaptation d'une cléa une
serrure mais ici celle serrure admel hien des passe-partoul.

3. Inagylutinabilite. — Tous les ovules (’Eehinodermes particulicrement
ne liveent pas une agglutinine. « Chez U'Ktoile de mer et chez ( rechis| 'eau
de mer ovulaire montre une substance spécifique se combinant avec le sperme
(fertilisine univalente qui est incapable de produire agglutination du
sperme) » (6i17). Merz a trouvé que Padjonction de glycocolle permettait
Fagglutination dans le cas de Patiria miniala. e mode d'action de cel
amino-acide est obscur car Vassoonr pense plutdt que c'est le nombre des
groupements SO= de la glycoprotéine qui explique le pouvoir agglutinant
dune fertilisine donnée; en somme celte agglutination dépendrait de la taille
de la molécule. 1l est possible que le glycocolle démasque des parties du sper-
matozoide qui ont de Faffinité pour la fertilisine, il serail inléressant a cel
éaard d'examiner le role de 'urée dans le cas de I'Astérie. Ceci nous amene a
examiner d'autres propriétés du glycocolle. Grese et Wernn (19o) ont mootré
(que cel amino-acide protégeail les spermalozoides d'{ rechis canpo contre les
effets de la lumiere. Le rale lavorisant de cet amino-acide dans la fécondation
doit sans doute étre en partie attribué aux propriélés physico-chimiques que
Gerrnony (ef. 183) a examinées avee desspermaltozoides de Batraciens. QJuant
ason action sur la motilité des spermatozoides 'Oursins en anadrobiose on
doit la rapprocher de Tancienne observation de Liescinrz et Hewrwia (365)
faite sur des spermatozoides de Grenomlles immobilisés par privation doxy-
wvene; Paddition de m-dinitrobenzene, donnant la m nitrophényl-hydroxy-
lamine par fixation (’hydrogene. mobilise les spermatozoides.

h. Agglatination ches les Protistes. — La formation des agglutinals
spermatiques sous 'influence de la fertilisine a toujours paru un phénomene
trés caractéristique de certains spermatozoides et elle Iest effectivement si on
considere qu'il s'agit de gamétes, pendant leur vie fonctionnelle. et qu’elle est
génétiquement en relation avec un produit femelle. Cependant le groupement
cellulaire en essaim n’est pas un phénomeéne isolé dans le groupe des Proto-
zoaires avec lesquels les spermatozoides (Sporozoaires. Métazoaires) ont des
ressemblances, qu'on a considérées comme des convergences (6) mais (ui sonl
sans doute des relations phylétiques (Bodo (g4) (146) (213) (127)). C'est ainsi
que depuis Prowasex (475) on connait des agglutinats entre Flagellés. Tls ont
¢té en particulier bien étudiés par Grasse (213) dans le cas des P’roteromonas
(qui habitent le rectum des Reptiles et des Batraciens). Ces amas se forment
en solution de Ringer aprés une dizaine d’heures. « Souvent. écrit GRAssEg, la
fixation se fait par I'intermédiaire d'une boule de mucus ou de gelée bacleé-
rienne, 'agglutination se fail par les extrémilés postérieures » et « les Fla-
gellés groupés de la sorte. conservent toute leur vitalité el ne manifestent
aucune altération de leur structure. Leurs mouvements flagellaires étant (rés
violents., ils pavaissent faire etfort pour se libérer et y parviennent asscz sou-
vent », l'agglomération est solidaire de I'tonisation du milieu. Dans la note
infrapaginale page 368. Grassi fait remarquer que « l'existence des rosaces
réalisées par l'intermédiaive des flagelles ( Herpetomonas Auct., Janickiellu
grassti Dub. el Gras.) montre bien que, dans quelques cas, celle substance
(agglutinable) se localise anx fouets » ; on sait que I'éventualité de la fixation
spermatique chez les Oursins par les flagelles a été rencontrée. Celle relation
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biologique entre prolozoaires parasiles et spermalozoides parail illustrer encore
la conceplion de l'ovigine des Métazoaires fondée sur les gaméles flagellés el
pose en tout cas une série de problemes du plus haut intérét (g6) (127).
Remarque. — 11 est intéressant de constater que la formation d'amas exl
un phénomene assez
(D94) (A87) (hh8) (hy8) 5 dans le cas par exemple de Tetrahymena pyrifor-
Laseer et MerrerD (376) ont constalé que la formation de ces amas élaiy

sméral chez les micro-organismes mobiles (376) (Hg8)
S 1

liée ici aussi d la motilité ainsi qu'a la concentration en organismes. La vitesse
des Tetrahymena pyriformis est anssi plus grande dans les amas qa'elle ne
'est chez les individus isolds.

VIIT. — Survie.

L'explication thermodynamigque de la végle de Koveiker rend comple des
propriéiés activatrices des jons comme Cu®+ ou Zn't tout particulicrement
au niveaude la respiration spermatique, et permeltrail en conséquence-dexpli-
citer le vole des chélateurs. Cependantau sujet des expériences de Roruscinin
et Tver d'une part et de Tyvier (632) dautre part on doit laire quelques
remarques. Dans mes expériences de survie prolongée aussi bien en milieu
ouvert qu'en milicu aéré aseplique ou non. la survie est assurée en absence
de chiélateurs d'ions et il semble que ce soit seulement I'exhaustion des sab-
strats. intoxication du milieu, ou encore la contamination baclérienne qui
élaient factears limitants de la survie. 11 reste toutefois que ces remarques
pourraienl ne pas avoir toute la valeur que je chercherai & leur altribuer.
D’un coté en effet, la pénicilline peut lixer des ions métalliques comme je ai
déji souligné et d'un autre coté la membrane de collodion peut agir de méme
lorsqu'il s’agit (’expériences en milien ouverl. A cela je pense (ue les expé-
riences de Fiscner (164) répondent d'une facon salisfaisante, car FiscHER n'a
fait usage d'aucune substance antibactérienne, il a seculement suivi des régles
pasteuricnnes. Dans ces conditions ou les substances chélatrices utilisées par
Tyeewr agissent ellectivement en éliminant des jons loxiques pour les sperma-
tozoides ou elles agissent comme substances antibactériennes ; je renvoie i
cel égard aux travaux (D) (5511 (187) (45D) (473) (488) (Gu=) (yg) (63g) (673)
i partiv desquels le lecteur pourra trouver des ¢léments d’appréciation. Je
souligne particuliérement que Rycey (551) avec Trypanosoma lewisi a tronvé
(que les chélateurs comme le » : 2-dipyridyl et la 8-hydroxyquinoléine rédui-
senl la respiration el la motilité. Il ne semble pas que Tyier ait pris garde &
I"éventualité d'une action antibactérienne des chélatenrs. 11 est certain, c¢n
tout cas, que non senlement la force ionique doit ére prise en considération
en ce qui concerne les rapports gamétes-milien mais encore la qualité 1onigue.
A partic des donndes de Lymax el Frewna (393) la foree ionique de l'eau de
mer peat éee considérde de 0,50 5 dans celte valeur lesions monovalents (« sal-
ling in » ?) entrent pour 0,23 et les ions bivalents (« salting out » ?) entrent
pour o,26. De ce seul point de vue quantitatif il peut déji y avoir possibilités
dlinterférences (interviendraient dans Pexplication de Uinactivité de la fertili-
sine en solution de CINa isotonique ?) o la série d’Horryester deveait étre
considérée. Le role de Catt quia été reconnu bien des lois dans la biclogie
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des spermatozoides 'Oursins est particuliérement i retenir. Je rappellerai &
ce sujet que SNeLLMan et Eroos (572) ont trouvé que Cat+ modifie la charge
de la myosine (il y a antagonisme Ca'+— K*) et dans certaines conditions
Catt peul solubiliser la myosine alors que cetle protéine est insoluble en pré-
sence de N Cl(pH 5-6). On sait parailleurs(vor (177) par exemple) que dans
la coagulation de largile ou interviennent des phénoménes de permutation
(déplacement des bases) « pour une méme terrve el pour une méme concentra-
tion de la suspension les cations bivalents ont toujours un pouvoir floculant
supérieur i celui des cations monovalents ». Cat+ qui est hié i la motilité est
aussi lié a Pagglutination spermatique par la tertilisine el par son action au
niveau du systeme cinétique, il est lié & la survie.

Dans le cas o0 il y aurail une action ionique qualitative des oligo-¢léments
de I'eau de mer, dans le cas donc ot il y aurait action chélatrice effective avece
cerlaines subs'ances pour ces ions spermio-toxiques, on peut se demander
comment agissent ces ions. Il serait intéressant d’examiner i ce sujet, si le 2 :
J-dimercaptopropanol. qui forme un « cycle trés stable » avec « Uarsenic »
(Perens), si le BAL done a quelque action hénélique sur la vie des sperma-
tozoides. Par aillenrs on se souviendra que les sels de fer catalysent les oxy-
dations de l'acide tartrique, de la lécithine, des composés thiolés (cystéine ..)
comme ils favorisent la respiration de I'euf d’Oursin (673) (674). En somme
les ions comme Cut® peuvent intervenirv dans les résultats de Rorascuin et
Terr et de TyLer comme calalyseurs d’oxydation. Mais une deuxi¢me éven-
Lualité reste ouverle. Remarquons d'abord que les tests de la réductase ne
permettent de déceler aucun effet de dilution. Par exemple, si on se rapporte
au lableau VI (p. 74) on voit que plus grande est la dilution de la suspension
spermatique, plus rapide est la perte du pouvoir réductasique, ce qui con firme
que le test de la réductase est une épreuve de la vilalité spermatique. On peut
alléguer pour expliquer celle absence de 'effel de dilution dans le test de la
réductase que celui-ci est moins sensible que la respirométrie. Toulefois des
difftrences de Uovdre de celles qui caractérisent I'eflet de dilution ne peuvent
que passer difficilement inaperques. semble-1-1l, el nous avons vu que le test
de la réductase donnait des indications grossicrement paralléles par ailleurs
i la respirométrie. Or V'effet de dilution décelé par dosage direct de CO,
(Conn) est caraclérisé par une libération excédentaire de CO,. Il ne faut pas
perdre de vue que l'ean de mer renferme des hicarbonates libérant lacile-
ment (.0, par action des acides. Or sans abstraire I'ion de son contexte
moléculaire. au niveau des composés & wroupement thiols — dont le sperme
d"Oursin est riche —. les sels métalliques forment des mercaplides selon une

réaction du Lype :

, R—S.
SRSIH - CuCl, - \‘\(:u 4 211C).

Si une telle réaction prenait naissance, la libération de I'acide chlorhydri-
que permettrait le déplacement de CO, qui ne serail pas alors respiratoire
mais physico-chimique (voir NeLson (447))-

Par ailleurs en ce qui concerne le pouvoir dynamogéne de la fertilisine on
sail que Cut+ est sans action nocive netle (Loiie). 1l est possible que des ions
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comme Hg++, Cots, Al**+.._ se combinent avee des groupes carboxyl des
amino-acides déplacant ainsi le point isoélectrique de la glycoprotéine vers
I"alcalinité (voir Go4).

Il reste (l'uilloursque les oligo-éléments métalliques peuvent avoir plusieurs
modes d'action et ¢’est ainsi qu'en rapport avec 'idiosome (golgien) sperma-
lique, on remarquera que lappareil de Golgi renferme de I'acide ascorbique
pouvant conslituer un systéme d'oxydo- réduction avec le elutathion (consulter
Bourxe (h1). p. 134); le cuivre pourrait intervenir pour élablir un systeme
acide ascorbique-cuivee. Sur L vitalité des ovules consulter Covrnien (115),

IX. — Sur le milieu ouvert.

On a vu que e milieu ouvert sans phase gazeuse activait la spermiolyse.
Remarquons i ce sujet, que Fecrer (13g) a trouvé que 'oxydation du glu-
tathion favorisait 'hémolyse spontande et Harnris (242) a constalé que la cul-
ture d'£. coli en milieu <\nl1|eln|ue el en sac de collodion exige un potentiel
doxydo-réduction bas (présence d'acide Lhioglycolique'. Pour adapter le
milieu ouvert & un milien « permanent » dans le cas des spermaltozoides
d'Oursins notamment il faut connaitre la vitesse de transit des substrats el
celle des produits (e la réaction. On congoit que la vitesse de renouvellement
sera d'autant plus élevée que la surface de séparation enzyme-milieu circu-
lant sera plus grande pour un volume petit de la solution enzymatique, le
rendement sera corrélativement le meilleur. L’action de surface dans la cata-
lyse hétérogine (voir (552)) prend ainsi un caraclére nouveau et l'exislence
de systeme membranaire d.ns les cellules (mitochondries; consulter aussi
Youna (693)) semble représenter ainsi une « invention » efficace dans I'éco-
nomie cellulaire. L'existence d'un platean dans la représentation graphique
des réactions enzymatiques en milieu clos doit étre en principe annulée ou
tout au moins différée, en systeme enzymalique permanent (milieu renou-
velé) Tonctionuant avee substrats et Ibl'unlllil.\‘ de réaction 1“.‘[‘)‘5’1['!1(‘5.

X. — Terminologie.

1) Liandrogamone dont la nature est le micux caractérisée est Fant -lerti-
lisine (A 11). Quant & 'existence d'une lysine (desmolase) fonctionnelle dans
le spermatozoide elle parait haulement vraisemblable mais on ne posséde
aucune certitude ; il sagivait soit de A Tsoit d'un complexe A 1-A 111,

Nous conviendrons de désigner par le terme de fertilisine entité biologi-
(que qui se trouve dans Peau de mer ayant contenu des ovules (mlrs?) non
lysés; c'est le complexe gyvnogamone | + gynogamone Il (ceci en considérant
que la gvnogamone ('activation I].:gcllznlv exisle réellement en tant quindi-
vidualité: chimique). Si le terme de fertilisine a perdu de son sens primitif
donné par Linie — qui y voyait une substance aniversellement répandue el
totipotente pour la fécondation —. il w'en reste pas moins que son importance
est grande chaque fois qu'elle est présente normalement dans on miliea de
fécondation et on doit en conséquence prendre formellement son action en
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considération. Lobservation de Vasseur (648) sur Pexistence de fertilisine
Jdans des ovaires de femelles séniles ne permet pas de retenir le lerme
doouline (voir 6g3). Toujours est-il que si Pobservation de Vassevr se conlir-
mail, la fertilisine, ce principe doué de bivalence biologique, si ce n'est de
trivalence (chimiotactisme positif i basses concentrations), la fertilisine serait
ane veritable Aormone sexuelle, caractéristique dn tractus egénital lemelle
de certains Animaux i féecondation aqualique.

D aillenrs la notion méme de substances de Fécondation. notamment dans
le cas des femelles. doit étre soumise & une révision. Fn effet peavent étre
considérées comme substances de fécondation :

— les hormones sexuelles ou non sexuelles agissant sur le systéme neuro-
musculairve génital des Mammiféres,

— des substances comme avachnolysine (340), ou cucore celle substance
(chitinase du tractus génital femelle?) qui libére le s]wrmuhnzo'idelll- sagangue
chitineuse chez les Polyxénes (57:3), voire les corps qui peuvent intervenir
chez cerlains Insectes on les slwrmul:»Lu'ﬂ,lvs sont injectés dans I'hémocaele

des femelles (71) (72). el les |mu|uils des cellules amiboides (organes de Ber-
lese) de Porgane de Ribaga chez certains Hémiptéres (Cimex)qui activent les
slwrmulozo'l'ules (110).

Toules ces substances seraient autant de fertilisines.

5) La transeription que l'on peut donner de certains termes de diététique cel-
lulaive tres utilisés en langue anglaise découle des relations suivantes :

Anabolisme dominant Conslance Calabolisme dominant
— — /‘—w
Growth Resting Staling Starving
/ 3 diapause vieillissement jenue,
// N diacinése inanition, lyse
- g~ T - N
eroissance multiplication  repos survie
non (métabo-
prolifé- lisme
rant basal) (')

Pour cel étal dinanition teés particulier que. brutalement (apres 3o heures
dans les conditions normales de température), montrent les spermatozoides
en milien ouvert, et caractérisé par la libération d'anti- fertilisine (lyse dépen-
dant d'une exhaustion métabolique el physico-chimique des substrats), pour
cel état découlant de la présence d'an septum hémiperméable entre les cellules
el le milien extérieur, je propose le terme dethmolyse (ihads @ liltve; omm:
qui libeére).

3) Le gaméte élant une demi-cellule, le terme d'énergide (Sacns, CuarroN)
parail préférable a celui de cellule, pour désigner les éléments sexuels @ ovule
vierge (ovotide quand il est mur) el spermatozoide (I'auf, ou zygote, élant
Povule fécondé). L'énergide est en effel le terme qui définit tout complexe
evtoplasme-noyau el qui ne préjuge pas en constquence des |mh~uliu]ih'~5 de
cotte unilé vivanle.

(') Le cas de survie en vie active (métabolisme entretenu), le cas du milien
reuouvelé pour des étres normalement non proliférants, n’a jamais été considéré.




CONCLUSIONS

Au terme de cetle étude qui porte sur I'ensemble des caracléristiques des
spermatozoides d’Oursins, je rassemblerai les conceplions essentielles qui
sen dégagent. Tout dabord on ne saurait trop insister sur ce que la biologie
des spermatozoides d’Oursins en eau de mer ordinaire n'en est pas la physio-
logie, elle n’en est qu’un émoin au sens expérimental. La pll_\'siulug'ie, (qui se
délinit dans le cadre de la fonetion (ici le pouvoir fécondant), exige en effel
que les spermatozoides soient examinés dans les conditions ou ils accomplis-
senl cette lonction, ¢'esl-i-dire nolamment cn présence des substances du
tractus génital femelle ou des ovules (ici, la fertilisine et aussi lo CO, respira-
ire ovulaire dont la quantité dépend e la concentration en ovules et du
temps de contact ovules-cau de mer). Envisagdées de lasorte, un certain nombre
de contradictions portant sur les phénoménes de la lécondation chez les Our-
sins non incubateurs et dont on trouve la trace dans la litkérature, ont pu étre
dissipées & la suite de mon analyse expérimentale. (Cesl ainsi que ce travail
constitue la premicre Cltude sur les relations métaboliques inlur—g‘:un(&tiques
dans les hybridations ; par ailleurs les relations entre agelutination spécifique
et métabolisme ont pu dtre explicitées : en eau de mer, en effel, la fertilisine
peul, par exemple, amener soit Fagglutination spontanément réversible des
spermatozoides homologues, soit lenr agglutination irréversible, soil aucune
agglutination. De méme les spermatozoides peuvent étre immobiles au sein
de lenr suspension et élre réactivables en présence 'cau de mer ovulaire.
Toutes choses étant égales par ailleurs, tout dépend de la coneentration en fer-
tilisine. ou de la coneentration en spermalozoides el surtout de I'age de ces
gametes (d'une facon gwénérale @ de leur ¢tal). Partant alors de considérations
fonddes sur la distinetion de biologies différentes des spermatozoides — cor-
respondant aux différentes ctapes de leur Gvolution, du testicule 4 Mamphi-
mixie — j'ai proposé 12 critéres nécessaires ol sultisants permettant de définir
une suspension quelconque de spermatozoides ’Oursins réguliers, el permet-
lant en conséquence d’en conjecturer le faciés fonctionnel ¢est-i-dire le pou-
voir fécondant, ohjet principal de mes préoccupations dans ce travail.

Dautre part l'examen du devenir spermatique dans les conditions de leur
utilisation au laboratoire m'a amené & introduire les notions de milien ouyvert
¢t de milieu renouveldé en spermiologie d’Oursins. Cetle conception est fondée
sur la considération que les produits du métabolisme, toxiques, doivent étre
éliminés en méme temps (que des substrats doivent étre amenés dans le milieu
cellulaive pour permettre une survie active des spermalozoides dans les meil-
leures conditions. J'ai examiné expérimentalement en détail la premiére pos-
sibilité — le milicu ouvert —, et, pour des durées de survie de 30 heures
celui-ci s'est avéré tres sensiblement supérieur aux autres formes de conser-
vation (en milieu plus ou moins clos).

Jai désigné (cl. 695) par le nom de régle de Koiiisen la relation (ui lie

B. Rybak. 10
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divectement la durée de survie a la concentration spermatique el indirecte-
ment la concentration spermatique a Uintensité du métabolisme. Cette régle
s'explique en considérant principalement que la quantité de substrats utilisa-
bles d'une suspension donnée de spermatozoides est une quantité finie et que
le pouvoir de syntheése des spermatozoides est faible ou nul. Cette délicience
trophique des gamétes implique leur vie parasitaire : le spermatozoide est un
parasile & deax hotes, le testicule et 'ovule.

Des considérations éncrgétiques président done & la vie des spermatozoides,
mais des considérations morphologiques ne doivent pas étre négligées dans les
conditions expérimentales. En effet, chaque suspension spermalique est cons-
lituée par une population plus ou moins hétérogéne (en fonction de la période
de maturité) de spermatozoides fécondants voisinant avee des spermatozoides
stériles (cetle stérilité dépend soit d'une dystrophie soit de I'immaturité). Les
mesures du métabolisme des spermatozoides sont ainsi plus ou moins enla-
chées de U'erreur provenant du fait que les spermatozoides stériles onl aussi
un métabolisme uoiqu’il ne compte pas dans le pouvoir fécondant. La dis-
crimination peut étre faite cependant en examinant Palluve de différents cri-
Léres sériés au cours du vieillissement d'une suspension spermatique donnée.
On sélectionne ainsi les spermatozoides fonctionnellement dominants qui pro-
fitent en plus, semble-1-il, du produit de la lyse des autres gametes miles de
la suspension. C'est ainsi que J'ai pu obtenir la survie pendant 162 heures de
spermatozoides d"Arbacia lirula, durée qui représente le maximum de survie
que l'on ait pu atleindre jusqu'a présent avee des spermatozoides d'Oursins
suspendus en eau de mer a température du laboratoire.

Du point de vue méthodologique 'utilisation de critéres sérids pour la loca-
lisation d'un phénomene procéde de la méme attitude qui commande la systé-
malique morphologique, elle permel de construire une laxonomic biologique
(qu’on peut nommer biologie descriptive.




RESUME

L’objet essentiel de ce teavail est de contribuer & délinir le pouvoir fécon-
dant. Je montre que les relations fertilisine-sperme sont fondamentales &
considérer. Dans le cours de mes recherches expérimentales qui ont porté sur
Paracenirotus lividus Lamarck et Arbacia lizula Linndé, Jai notamment
'Hl S

1) isoler la fertilisine (par voie trichloracétique) a partir des ovules ou des
caux ovulaives de P. lividus et &'\, lizula (premicre extraction, démontrant
le caractére non albuminique de la fraction macromoléculaire) ;

») découvriv et isoler la catalase de Panse directe du tractus digestif
d'AL lirula,

3) confirmer la mobilité du « Nebenkern »;

4) mettre en évidence de nouveaux types d’agglutinations spermatiques,
par la fertilisine : 1) en fuseaux bouclés, 2) irréversibles en eau distillée,
3) irvéversibles aprés centrifugation du sperme et en cau de mer, h) irréversi-
bles sous action du froid et en eau de mer, 5 irréversibles apres vieillisse-
ment des spermatozoides et en eau de mer;

5) montrer que le poidssec ne peul rendre compte de la concentration d'une
suspension de spermatozoides en cau de mer, ce qui mel en cause la rigueur
Jde nombreuses expériences d'auteurs divers ;

6) examiner différentes Céventualités pour expliquer la désagglutination
spontanée des spermatozoides soumis & I"action de la fertilisine el eau de mer :
cventualité physico-chimique (spécialement Paction d'agents tensio-actifs),
éventualité morphologicue (4 laquelle je me suis arrété : la désagglutination
est le fait d'une modification des spermatozoides) ;

7) apporter des ¢léments pour la définition d'une unité objective de concen-
tration en fertilisine. Fondements : 1 néphélométrie de composés hétéropo-
laires fertilisine-protéines basiques, 2° durée des agglutinats ;

8) examiner sous cerlains aspects les quatre conditions physico-chimicues
de lactivité flagellaire : force ionique, température, pH, rH2, en considéra-
tion d’une hypothése que jai formulée selon laquelle on peat assimiler le
flagelle & un systéme musculaire ;

g) tenter la premiére démonstration de la théorie de l'allélostasie (Gray)
par ultra-filtration, ce qui a permis finalement de mettre au point une tech-
nique de concentration de spermatozoides en vie active, la seule (qui exisle
jusqu’a présent ;

10) examiner la valeur des différentes techniques proposées pour estimer la
vitesse des spermatozoides d’Oursins el mettre en wuvre un nouveiu mon-
tage facile i uliliser, pour 'observation des spermatozoides en couche
liquide « laminaire » permettant des chronométrages, les valeurs obtenues
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sont de l'ordre de celles que donnent des techniques plus compliquées ou plus
onéreuses ;

t1) montrer que I'échinochrome des ovotides '.1. lizrula ne parait doué
("aucune activité ni dypamogéne ni respiratoire sur les spermatozoides ; celle
démonstration a pu élre faite grace & mes préparations de fertilisine d’extrac-
tion trichloracétique tacilement décolorables selon une technique de dialyses
suceessives (ue | ai élaborée ;

12) proposer un lesl rapide de vitalité, nouveau pour les spermatozoides
d’Oursins : celui de la réductase ; j'ai pu montrer qu’il suivail le test respiro-
métrique et sa facilité. d’exécution permet de conduire de nombreuses ana-
Ivses sur des spermatozoides placés en diverses conditions : eau distillée,
liquide périviscéral.aprés concentration par centrifugation ou ultra-filtration,
en cours de vieillissement, elc. ;

13) suivre le vieillissement des spermatozoides & l'aide de cing critéres
biologiques sériés : respiromélrie, activité réductasique, motilité, sensibilité &
la fertilisine (agglutinatiou, activation ou réanimation), pouvoir fécondant ;
ce qui a permis de démontrer I'extréme labilité des spermatozoides, labilité
exigeanl un controle chronométrique constant dans loute étude rigoureuse de
leur biologie; le temps s’avére ainsi comme le facteur primordial & consi-
dérer, faute de quoi les résultals énoncés sonl indélerminds el finalement
inutilisables. On peut estimer ainsi la difficulté de ces études ou les exigences
du « temps maltériel » forcent i des manipulations trés rapides el par ailleurs
trés nombrenses et 'on concoil que ce genre d'éludes — si meéme leur néces-
silé avait él1¢ reconnue — ail pu jusqu'a présent rebuter les cliercheurs, au
détriment cependant de I'avancement rigonreux de la question ; je considére
'ailleurs que ma présente contribution n’est (qu'unc premicre élape vers une
spermiologie hautement quantitative et que, si elle dissipe un certain nombre
de confusions, elle pose plus de problémes qu’elle n’en résout ;

14) montrer 'importance du récipient dans la conservation des gamdtles
(effet flacon) et proposer la notion de miliew ouvert et celle de milica renou-
velé avec ou sans phuse gazeuse, utilisant noiamment pour cela un nouvean
dialyseur sous pression contrdlée ;

15) insister sur I'importance de travailler en milieu aseptique (utilisation
de pénicilline) : le milieu ouvert (sans fourniture de substrats aux spermato-
zoides) est le plus favorable pendant 3o heures & la survie des spermalo-
zoides ; au dessus de 30 heures ¢’est le récipient & large surface (aéralion sans
agitation) qui s"avére le meilleur (en milieu ouvert les spermatozoides se lysent
apres 3o heuves libération d’anti-fertilisine) ; cette considération d’asepsie mel
en cause les résultals de GobLewskr sur 'antagonisme des spermes 'espéces
¢lrangéres ;

16) obtenir la plus longue duovée de survie de spermaltozoides d'Oursins
qu'on ait pu obtenir jusqu'd présent : 162 heures & O # 200 C; J'ai ainsi pu
montrer la valeur du test de la réductase qui a permis de déceler ce (qui reve-
nail aux spermatozoides ¢l ce qui revenail aux ovules dans les fluctuations
des taux de fécondations ;

17) montrer par conservation parabiotique (dialyse co-axiale sperme-ovules)
que 'oxygénation parail bien élre un des facteurs essentiels de la survie;

18) proposer de nouveaux procédés de microscopie utilisant en guise de
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lame el de lamelle soil des [ilms de collodion soil de la cellophane adhésive,
celle-ci permettant une conservation relativement prolongée de spermato-
zoides ’Oursins provenant de suspensions en eau de mer el non fixés. Ces
procédés ont Pavantlage de livrer des préparations incassables, légéres el peu
encombrantes ;

19) obtenir des blastules hybrides ' /. lividus X Q . lirula et mon-
(rer que les croisements ne paraissent possibles que dans la mesure on la
fertilisine active les spermatozoides ou leur est indifférente (regle physiolo-
gique d'hybridation). Cette étude constitue la premiére contribution portant
sur les relations métaboliques conditionnant I'hybridation chez les Oursins.

Ces résultats sont disculés en détail el ont permis de tirer des conclusions
portant particulierement surla notion de force physiologique des gamétes, sur
la possibilité de conjecturer du pouvoir fécondant & partiv de critéres sérics,
sur la déficience trophique des gameétes des lignées non parthénogénétiques
impliquant le parasitisme (pour les spermalozoides ; testicules et ovules avee
une vie libre courte), sur la nature de I'action de la fertilisine.
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