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La spermatogéneése s'accompagne de modifications mito-
chondriales plus ou moins importantes selon les groupes animaux. Dans
certains cas,les transformations sont si complexes-on parle alors de
"métamorphose mitochondriale" (André 1962) - qu'elles aboutissent &
la constitution,dans la piece intermédiaire du spermatozoide,d'une
structure nouvelle dont la nature mitochondriale ne peut-étre reconnue
que si 1'on suit son apparition et son évolution au cours de la sper-
matogéneése.

C'est d'un tel corps mitochondrial & structure et ultra-
structure aberrantes que nous avons entrepris 1'étude cytochimique.
Notre choix s'est porté sur celui de la Testacelle (Pl.I,fig.1) en
raisonide sa taille importante (500 & 600 microns de long et pres
d'un micron de diamétre) qui rend son observation possible au micros-
cope ordinaire,et de la bonne connaissaince que l'on a de son ult+=-
structure,a la suite des travaux d'André.

I1 est indispensable pour cxposer nos résultats de
commencer par retracer bridvement l'ultrastructure de la pidce inter-
médiaire du spermatozoide de la Testacelle telle qu'elle ressort de
ces travaux.

Cette piéce intermédiaire (P1.1II,fig.2) comporte,selon
son axe,les fibres axonématiques du flagellec entourées d'une membrane
simple;a sa périphéric,ecllec cest entourée d'unc membranc plasmatique
normale. C'est entre ces deux éléments qu'est situé le dérivé mito-
chondrial qui fait 1'objet de cctte étude.

La majcure partie du volume mitochondrial est faite

d'un matériel paracristallin de forme trés complexe.Il constituwe deux
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manchons:1'un interne,cylindrique,de position périflagellaire,l'autre
externe,sculpté de trois nervures hélicoidales,alternant avec trois
sillons hélicoidaux.Des trois nervures,l'unc,plus saillante,est dite

principale,tandis que les deux autres sont dites secondaires.L'espace

entre les deux manchons délimite trois canaux hélicoidaux logés dans
les nervures,qui sont nommés les hélices.Dans la nervure principale est

logée 1'hélice principale qui contient un matériel d'apparence réticu-

1ée avec les techuniques cmployées par André.Son angle externc est souvent
occupé par un enroulement de membranes.Dans les nervures sccondaires

sont logées les hélices sccondaires gqui conticnnent un matériel homogene

parcouru de petits canaux.

La forme générale hélicoidale avait déja été observée par
Gatexby (I9I8),mais cet auteur n'avait vu qu'une ou deux hélices.Pour
notre pari,nous les avons retrouvées toutes trois tres aisément au
microscope ordinaire.De plus,l'une d'elles,au moins dans les prépara-
tions favorables,est vue plus saillante que les decux autres;elle corres-
pond évidemment & 1'hélice principale.

Aucune éiude cytochimique systématique de cettc pieéce
intermédiaire n'a encorc été faite.Cependant,sc basant esscntiellemen

sur deos dennées morphologiques,André a cogpclu que ie matériel para-

3
cristallin est de naturc protéique.Il a fait remarquer que le contenu
des hélices secondaires présente des ressemblances avec certains grains

de linofuschine.Il n'a proposé aucune interprditation en termes cyto-
k &

chimigques pour 1l'hélice principalc.
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Tlous utilisons 1'espéece Testacella haliotidea (Drap.)

(Mollusca;GasteropodasPulmonata. ).

Faute dc cc matéricl rarc qu'est la Testacclle,nous
avons été amené & poursuivre certaines cxpériences sur 1'Escargot:

Helix pomatia (L.).La pidce intermédiairc au spermatozoide de 1'Escar-

got présente en cffet,de fortes ressemblances ultrastruéturales avec
cellc de la Testacelle (Grassé et coll, I95%,Talmisian 1964).

llous expérimentons sur des aﬁimaux fraichement récoltés
ou maintenus depuis peu au laboratoire en terrarium,réguliérement
approvisionnés én nourriture,afin d'éviter les modifications métaboli-
ques que peut entrafner le jeline.

La glande hermaphroditc est discéquée,fragmentéc,et
selon les cas,utiliséec & 1'état frais,fixée,misc cn frotiis (fixés

ou non Tixés) ou disséquée dans le milicu d'incubation.

I. TECHNIQUES POUR_LA_IMICROSCOPIE ORDINAINE:

e e T e it o v e it s i n wn aan  T e  e t me we e  at voe To ' m et  em To rs r rn m mie

Mous n'indiquerons pas dans cc paragraphe les détails
concernant les réactions cytochimiques,ccux~ci figurant dans les
tableaux I (glucides),II (protides),IIi (lipides),IV (activités enzy-

matiques).

A. Rechorche des glucides et des protides:

Les glandes ont été Tixées dang les liquides fixateurs



suivants: Douin,Helly,Flenming sans acide acétique,André (Anaré 1962),
Carnoy,formol salé I0%,puis incluses & la paraffine selon la méthode
habitueclle,et coupées & 3 microns.

Des examens sur frottis fixés au liquide ¢e Bouin pour‘
la recaercizc des glucides,et au liquide de Carnoy pour celle des pro-
tides ont égalemcat été pratiqués.

B.Recherche des lipides:

Ces recherches ont été faites sur des frottis et sur
des coupes a congélation de tissus frais ou fixés au formol-calcium
de Baker.Pour la recherche des lipides masqués (Ciaccio 1926),le dénas-
quage a été offcetué,soit lors de la Timotion cn utkilisant lc liquide de
Da Fano,soit apres fixation au formol-calcium en traitant les coupes
par des solutions d'acide oxalique & 20%,ou d'acide acétigue & 25%

selox la méthode d'Ackerman (I952).

C. Recherche de quelques activités cecuzymatiques:

Des frottis ou de tres petits fragments de glande herma-
phrodite non fixés sont placés dans les miliecux d' incubation suivaa{ss

- pour la recherche des activités succino—déshydrogémar
siques,le nélange succinate-nitro B T sclon ilachlas et coll, (1957),§u
succinate~-tétra-nitro B T,ou succinate- iodo-nitro B T,pendant 30 |
ninutes & la températurc ordinaire.Les contrbles sont cffectués dans
ces milieux dépourvus de succinate.

- pour la recherche de 1l'activité cytochrome-oxydasique,
le mélange "iHadi" (Moog 1943) pendant I5 minutes & 37°,ou le mélange

de Burstonc (I959),pendant I5 minutes, 30 minutes ou 45 minutcs & la



température du laboratoirc.

]

II.TECLIIQUES POUR_LA LIICROSCOPIE ELECTROLIGUS

A, Recherche des glucides ¢t des protides:

ticn:PMixation au tétroxy-

69}

a) sans dipe

de d'osmiun & 2% dans un tampon phosphate 0,1 M & pH 7,4 selon Millonig
(1961) peandant une heurc,inclusion & 1i'Epon selon Luft (I96I);double
coloration & 1l'acétate d'uranyle pendant 30 minutes et au piomb selon

Karnovsky (I96I) pendant I0 minutes.

b) avec digestions llous incubons les

cellules frafches,non fixées,dans les milicux et pour les temps suie
vants: salive & 37° pendant unc 45 minutes; o{-amylase I% cn cau
distillée & 37° peﬁdant une heureétrypsine (ilutritional Biochemical
Corporation) IAmg/ml dans un tampon: phosphate 0,05 M & pH 7,3 pendant
une heure;pan-protvéase (Worthongton) 1 mg/ml dans un tampon phosphate
0,05 M & pi 7,5 pendant une houre;papaine (sigma) 1 mg/ml dans un
tampon phosphate 0,05 M a »& 7,3 peadait une heure;pepsine (Mutritioanszl
Biochenical Corporatiox) 0,5 mg/ml,0,3 ng/ml ou 0,i mg/ml dans TICl 0,02
M a pH 2 pendant I5 & 30 minutes.Puis,les cellules sont fixées au

o

tétroxyde d'osmium,centrifugées dais le fixateur,puis incluses en
Ipon commc indiqué ci-dessus.

, Les digestions par la salive , 1' o -amylase ¢t la
trypsine,ont également été cffectuées,dans les mémes conditions de
concentration,de duréec ct de tpmpérature,survdes petits fragments Ce

. 3

tissus préalablcment fixés & la formaldéLyde (formol 5% dans un tam-
P



pon phospkhate 0,1 M & pi 7,4) pendant 30 minutcs & la températurc du
laboratoire.

La digestion pepsique a égalcment été pratiquée su
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La

ultrafine de ccllules incluses au glvcol-méthacrylatc selon la techni-

quc dc Leduc et Bernhard (I961):fixation

gjf

la formaldényde (formol I0%

o

ans un tampon véronal-acétatc a pl 7,3—7,@,digestion par une solution

de pepsine a 0,5% dans C1 0,1 11 & pid 14,2 perdant 30 minutes ou unc

heure a 37°.

y

B. Recherche dcs lipides:

‘ i
lfous avons traité unotre matériel par lc mélange délipi-

dant de Keilig (1944) (méthanol-chloroforme) selon le procédé proposé

par Idelman (I1964).

C. Reccherche de quelques activités ecnzymatiquess

Les fragments sont:-incubés comme ci-dcssus dans les
mélanges succinate-nitro B T,nitro B T sans succinate,le méiange

SO

“MTadi" (Moog I943),ou lc mélange de Burstone (Zelix pomatia)

- fixés au téitroxyde d'osmium et
inclus cn Epon comme indiqué ci-dessus.
—‘examimés au nicroscope électronique

sans coloration.
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I, RECZACIE DES_GLUCIDES:

A. MICROSCOPIE CRDIMNAIRE:

1)Présence d'un matdriel A.P.S —positif,

sa localisation:

Une coupe traitée par la technique de 1'A.P.S montre
gue la pitce intermédiairc reunferme un matéricl positif sous la forme
d'unc hélice uwanique (P1. III,fig. 3).

3i en plus de cette réaction A.P.S,on pratique une colo-
ration par le vert lumierc,on distingue cn plus de 1'kélice colorée
en rouge par 1'A.P.3,decux autres hélices colorées par le vert lumiére.
Un résultat analogue est obtenu avec 1'hématoxyline (BEiftmen I958) ou
le bleu de bromophénol mercurique (Pl. IV,fig.6).L'hélice A.P.S posi-
tive apparaft de taille supérieure aux deux autres.Sur de tellcs pré-
paratioxn s,1'examen attentif de coupcs trausversales de spermatozoides
nontre qu'clles sent teiniées par la coloration de fond utilisée
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unc h lorsque 1'on

ot

sous la forme d'un point cxcentrd qui daderi
fait varicr la mise au point,

Toutcs ces observations rapportécs aux données d'André
sur 1'ultrastructurc montrent quc lc matériel A.P.S positif corrcspond
au conteru de 1'hélice principale.

2) Hature de cc matéricl A,P.S-positif:

Les obscrvations faites au microscope ordinaire sont



indiquées dans lc tablcau I,
La réaction d'Totchkiss-lic.lanus colore intensément 1'hé-

R

lice priacipale & 1'exclusio:a de toute autre partie du corps mitoclhon- -

drial comme nous venons de le voir (PI,EII,fig.3;P1.IV,fig.6)OCette

-

hélice est égalomont Schiff-positive aprds unc oxydation par 1'acide
chromique (réaction de Bauer;Pl.V,fig.9),le permaunganate de potassium
(réaction dec Casella;Pl.V,fig.I0),lec bhismuthatc dc sodium (réaction
é¢e Lhotka),le tétraacétate dc plomb o milieu non anhydre (réaction de
Schimizu ¢t Kumamoto;Pl.V,fig.14),cllc cst Schiff-négative apres action
de cc méme réactif en milicu anhydrce (réaction de Criegec;Pl.V,fig.13).

L'A.P.S-positivité persiste aprds traitement par lc
dimédon selon Bulmer (I959) (P1.V,fig.12).Ellc ecst bloguéc par acétyla-
tion (réaction dec Me.Manus ct Cason ;P1.IV,fig.T ),cc blocage étan
réversible par saponification (réaction dec Lillie;P1.IV,fig.8).Elle
disparafﬁ aprés action dec la salive (P1.III,fig.4) ou de 1'o\ -amylasec,
mais persistc apreec action de la ﬁ —-amylase (Pl,EII,fig,S).

Ces résultats ous aménent a conclure que 1'hélice princi-

palc conticent un polysaccharide qui préscntec les caract€rces cytochimi-

qucs du glycogenc.

La colorabilité de 1'hélice principale per lc carmin de
Best (P1.V,fig.1i) est eun accord avec cette ‘comclusion.L'abscace do
colorabilité au bleu alcian,l'abscnce de réaction de capturc du fer
4

ct de métachromasic au blcu de tolvidianc indiguent qu'il nc s'agit

pas d'umn nmucopolysaccharide.

B.MICROSCOPIE TLECTROLIQUE:

Sur des coupcs de tissu non digéré,la coloration au

p oy



plomb sc fixe intensément sur un matéricl granulaire contenu dans

¢

1'hélice orizeivnalc (U1.7VI,fig.15).Les graius sensiblenent icgodianétri-
gqucs,nesurent de I50 a 300 A.Iis‘soni particuliercement ncmbreux ct
tassés dans la por£103 médiac et postéricurc de la pieéce intermédiaire
olt ils remplisscnt tout le volume de 1'hélicce principalc.Dans la por-
tion antéricurc,ils peuvent 8tre moins nombroux et ne pas rcemplir
toute 1'hélicec.La posivitéd & 1'A.P.S. suit la mdme répartition longitu-
airalc (P1.III,fig.3).

La salive ct 1' L ~amylase n'ont pas d'action notable
sur cc matéricl granulaire dans les conditions de concentration,durée,
température,que nous avons cmployées,si les cellules sont préalable-
nment fixées au formoljelles n'ont qu'une action incomplétc sur les

cellules non fixdes (P1.VIII,fig.19).Mais,si la digestion amylasigque

cst précédée d'ume digestion trypsiquc,lc natéricl granulairc éigpa-

raft totalement (P1.VIII,fig.20) alors qu'unc digesiion trypsique

scule ne fait que disloquer l'amas des grains,ccux-ci dovenant alors

O
encorc plus visibles (P1.VI,fig.i6).

Chez 1'Zscargot,le plomb colore dans 1'héiice prinecipale

decs settes de grains.Leur nature grauulaire apparalt plus notlement

aprés une 1égérc action de la pepsinc,cellc-ci mettant cn relief les
J
by < () ~ - = o
grarulcs de IB0 & 300 A lcs coznstituant (PL.VII,fig.i8).

A. MICROSCOPIE CitDIIAIRE:

Traitée par divers réactifs dcs protides (Tablcau Ii.),

la pieéce intermédiaire se colorc de fagon diffusc sans localisation



préférentielle.C'est aprés 1'action du bhleu de bromophénoi mercurique
gue nous obscrvons leos résultats les plus démonstiratifs.Ces prépara-
tionms (Pl.IX,fig.21) monireat 1'cnsemble de la pitce intermédiaire
coloréc,la coloration étant plus intense sclon trois nélices.Coune
nous 1'avous signalé dans lc chapitre précédent,lcs coupes transversa-
les de spermatozoides apres traitcment par 1'A.P.3 ¢t par le bleu de
bromophénol mercuriquce présentent un éidment A.P.S cxecentréd entouré de
matériel coloré par lec bleu de bromophénol mercurique.La réaction posi-
tive au blcu de bromophénol mercurique nous indique la présencc de
protides

lious avons observé dee résultats identiques & ceux-ci cen
traitant lcs préparations sclon la technique de Yasuma ct Ichikawa & la
ninhydrine-Schiff (P1l. IX,fig.22),0u de Lillie a la chloranize T-Schiff;
aucunre coloration n'apparaft si 1'on fait précéder cette action d'une
désenination par l'acide nitreux.La piéce intermédiaire cst positive
au rézctif do Chévremont ct Frédéricqg ot au DDD sclen Barrnett ct
Seligman (1952),qui y indiquoant le préscence de radicaux réducteurs,

mais ici,la coloration subsiste aprés que 1l'on ait blonué ceux~ci par

”

le bicklorure dec mercurc.traitdée par l'acroléine-Schiff sclon P.Van
Duijn (I964) (P1.IX,fig.23) cllec nous montrc des images tout & fait
scmblablies & celles obtenucs par les procéddés ciivés préedldemment, con-

fiymant ainsi 1a présence de fonctioms amines ¢t de radicaux sulfhydri-
1és.La coloration dispara®t apres acétiylatioxn (P1. IX,fig. 24).Le liqui-
¢ de Millon (Bensley et Gersh 1933),qui révelc les groupcments aroma-
tiques,réagit de¢ fagon diffusc ¢t peu intense avec 1l'ensemble de la

piece intermédiaire.
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sont incubdécs sans fixation,on observe les résultats suivants:

- la trypsinc (P1. XI,fig. 27;P1, VI,iig. I6),digdre la
plupart dcs menbrases ¢t dissocie 1égé}ement le cristal sans le¢ faire
digparaftre:on distinguc cncore tres ncttement lecs tubules en rangées
légercnment plus écartées les uncs des autres qu'auparavant;ils parais -
sent vidés dc leur contenu (les coupes bicn perpendiculaircs,montrent
@n centre clair). Les hélices secondairces sont trés éclairecics et ne
possé&dent pratiquement plus que leurs membrancs limitantes ct celles
des canaux internecs. Dans 1'hélice principale,commc nous l'avons déja
signalé,il y a unc désagrégation des granules de glycogénc,ceux—ci
dovenant cancore plus visibles,

- la chymotrypsine (P1, XI,fig. 28) a unc action identi-
que nais plus faible.

- la pan-protéasc (Pl. XI,fig. 29) a unc action plus
pousséc.On observe unc dilatation importantc de la piCcc intcrmdédiaire.
Le cristal devient moime bien ordoand;les tubulés subsistcent sous la
forme de fing filaments. Les hélices viddées de leur contenu sc scindent
parfois en de aombrcuses vésicules.

- la papainc (Pl. XI,fig. 30),fait disparaitrc complé-
tement le cristal., 11 ﬂé rcste plus de la pieécc intermédiaire que
l'axe flagecllaire entouré de feuillets membrancux concentriques.

Apres cctte action,il cost tres difficile dc recounnaitre les diffdérentes
régions.

- la pepsine a sur les cellules vivantes unc action tres
violente.Une solution & 0,5 mg/ml agissant pendant unc demi-heurc ne
laissc persister quec les fibres axonématiques du flagelle.Cclles-ci

sont cntourées dec nombreuscs vésicules nmembraneuses provenant de la
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réassociation en vésicules des membrancs qui sc sont fragmentées sous
l1'action de 1l'enzyme. Les cnroulements membrancux de 1'hélice princi-—
pale sont aussi conservés (Pl. XII,fig. 31). Ces expéricnces poursui-
vieg ciez 1l'Escargot,nous ont permis de confirmer cette forte sensibi-
1ité a la pepsine. Apreés incubation des fragments d'ovotestis dans une
solution a 0,5 mg/ml,O,B mg/ml pendant 15 minutes ou & 0,1 ng/ml pen-
dant 30 ninutes,on observe les mémes rdésultats Gue ceux que nous venon
de décrire chez la Testacelle. Mais si le traitement par la solution 2
0,1 mg/ml ne durec que 15 minutes,certains spermatozoides sont digérds
(P1. XIII,fig. 34 et 35),tandis que certains spermatozoidcs voisins nec
sont que peu attaqués (Pl. VII,fig. 18:;P1.X111T,fig, 34); Toute unec
ganme existe entre ces deux cxtrénmes,permcttant de suivre 1l'action de
cette cnzyne. On counstate aussi le résultat de 1l'action de la nepsinc
cn conparant deux coupes de spermatozoides inclus au glycol néthacry-
lategltunce,qui scert de témoin ntest pas traitée,tandis que 1'autre cst
nise a incuber & la surfacc de la solution de pepsine sclon la techni-
que de Ledue ¢t Bermhard (1961). On obscrve (Pl. XII,fig. 32 ot 33)
qu'apres action de la pepsine,la pidce interndédiaire cst considdérable-
ment dilatée,le cristal cst digéré,mais 1'aspect géndral de la piecc

. . Z . . . by .
intermediaire ¢st cncore trés reconnaissable.

ITI. RECEHERCHE DES_LIPIDES:

A. MICROSCOPIE ORDIIJAIRE:

Les résultats conceranent les lipides sont indiqudés daus
le tablcau III.

Sur du matériel fixé au formol-calcium,apreés action du



20ir soudan B ou du sulfate de bleu de Mil,méne apreés dénasquage,nous
n'avons pu observer de coloration,ou alors celle-ci est si faible ct

si diffuse qu'il est impossible de savoir s'il ac s'agit pas sinploment
d'un artéfact optique (Pl. XIV,fig. 36).

Les colorations a lt'hématoxylinc,lc test de Baker et le

v\

procédé de Smith—Dietrich,donf on a souligné lc manque de spdéeificité,
colorent la pieéce intermédiaire,mais ne sc localisent pas sur un &1ément
déterniné.

Sur frottis de matériel non fixé ct traité par lec noir
soudan,on constate que la coloration se¢ localise sur 1'hélice principa-
le (Pi. XIV,fig. 37) ,sous la forme a'ua chapelet de grains disconbi-

nus de répartition longitudinale trés irrdguliere,

B. MICROSCOPIE ELECTRONIQUL:

Aprés action du mélange de Keilig,selon le procédé pro

g
3
v

posé per Idelman (1964),on obscrve unc nauvaisc conservation morpholo-
gique. Lcs micrographics (Pl. XIV,fig.38) montrent que l'censenble

du matériel de la piecc interndédiaire cst respecid,notamment le cris-

tal.0n note cependant le vide de 1'hélice principale dout le natériel

granulaire glucidique a disparu,ct la désagrégation de la nembrane

externc,

A. MICROSCOPIE ORDINAIRE:

1) Nous avons refait lcs observations

d'André (1962) concernaunt la coloration au vert Janus ¢t la détection



de l'activité succino-déshydrogénasique.

Le tablcau IV nontre que la coloration au vert Janus
(Michaclis 1900),qui décdle les enzynes de la chaine rospiratoire
(Lazarow ct Cooperstecin 1953),scmble intdéresscer la totalité de la
piecc intermédiaire;il cst’trés difficile de distinguer si cllc se
localise sur lc cristal,sur les hélices,ou sur les deux a la fois.

Aprés incubation dans lc mélange succinate-nitro B T ou
succinate-tétra-nitro B T,une fine coloration de formazea:r sc déposc
selon decux hdélices (Pl. XV,fig. 39 et 40).Cette coloration résiste a

la déshydratation ct au montage dans lc baune du Canada. Aprés incu-

o]

bation dauns la mélange succinate-iodo-nitro B T,lec formazar se déposc
aussi sur deux hélices,mais de fagon treés discontinue (Pl. ZV,fig. 41).
Si apres cette incubation,on traite les préparations par la technique
de 1'A.P.5,0n observe que l'hélice principale,colorée en rouge par lc
réactif de Schiff,sc placc dans les intervalles laissés libres par les

deux bhéliceg colorées par lec formazan.Ces deux hélices sont donc les

[

yd - -
1¢lices sccondaires,

Une faible coloration de formazan s'observe sur lcs
hélices sccondalres aprés incubation dane un nilieu dépourvu de succi-

nate.

2) Aprés incubation dans le mélange
"Jadi" selon Moog (1943) nous n'avons pu obscrver de coloration de la
pitéce intermédiaire,ou alors celle-ci est si faible et si diffuse qu'il
est inpossible dc la distinguer d'un simplc artéfact optiquc.Chez

Helix ponatia apres incubation dans le nmiliecu de Burstonc ou dauns le

nélange "lladi" de Lioog,nous avong obwenu un rdésultoet aialogue.



» MICROSCOPIE ELECTROIIQUE:

o)

1) Succino-déshydrogénasc:

Les obscrvations faites e microscopice élcetronique sur
dcs coupes de tissus incubés dens le nélange succinate-nitro B T con-
firment cclles que nous avons faites en nicroscopie ordinaire.Les graiuns
de formazan, opaques aux électrons,sont plus ou noins aggrégés en
rosetvtes dec dinmensions variables,la moyenne sc situant cntre 300 ct
800 A. Ils sc localisent élcctivement sur les hélices sccondaircs
(P1. XVI,fig. 42 ct 43).

ous avons également obscervé cc ddépdt apres incubation
dans un nilieu dépourvu de succinate,nais de facon beaucoup noins

abondante.

2) Cytochrome-oxydasc:

Apres incubation dans le mélange dc Burstone,on observe
de nombrcuses granrulations opaques aux élcctrons,pour la plupart infé-
rieures & 200 A ot répartics un peu partout sur lecs coupes.L'examen
attentif de leur localisation réveéle quc les dépdts non spéeifiques se
rencoatrent surtout sur les membranes,janais sur les noyaux ct treés
rarcment libres au sein du cytoplasne ou dans les espacces intercellu-
laircs. Sur les coupes transversales de spermatozoides,les grains sont
en najorité situés sur lec cristal et sur les nmenbrancs limitant lcs
hélicess;il v en a aussi queclques uns sur les hélices sccondaircs,nais
on n'en voit que trés raremecnt sur 1'hélice principale. (Pl. XVII,fig.44)

Aprés traitcment par le mélange de Burstonc,la conserva-

tion morphologique est mauvaise., Zllc est bicen meillcurc apres incuba-
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tion dans lc mdlange "iladi" (Moog I943). Apres action de ce réactif,lc
nicroscope élccironique révele sur lecs coupes fines,des dépdts opaques

-

aux électrons,assendlés en petits granules,dout la taille moyeanc se

-

situc cntre 100 et 400 A, On observe peu de alépbts non spéeifiques,la
najorité des grains sont localisdés sur le cristal,il y ¢z a aussi quel-
ques uns sur lcs kélices sccondaires,sur les cnroulenents nmembrancux de
1'hélice principale,ct sur lcs nmembrancs de fagon générale (P1. ZVIII,

fig. 45).



Les résultats que aous venons de rapporter nous andncnt
a conpléter et discuter 1'iuterprdétation cytochimique qu'avait propo-

sée André (I962) de 1'ulirastructure de la pidce intermédiaire.

A, LE MATERIGL CRISTALLIN:

La positivitd du matériel cristallin aux réactifs des
protides, sa négativité vis a4 vis des colorants liposolublces,sa diges-
tibilité aux protéascs,sa résistance au traitement délipidant,nous
conduisent & coanclure & la nature protidique du paracristal.L'hypothlsc
énise par André,essentiellement fonddée sur des donndes morphclogiques
est ainsi vérifide.

Il cst souligner que ces protdéines sont pepsinc-sensi-

g

blcs et trypsine-résistantes,c'est ainsi que se comporient globalenent

les pnitochondries de ti

&1

sus sounis aux digestions protéolytiques en
coupcs ultrafines (Leduc ct Bernhard 1961). I1 y a donc sous le rapport
de la scnsibilité aux protéascs,unc parcité cntre les protdines,ou
tout au moins la majorité des protéincs des mitochondrics banalcs,ct
celles qui coastitucnt le cristal de la Westacelle,cn dépit d'un
arrangencnt structural tres différent.

Le tableau II nmontre que nous n'avons pas observé d'ac-
tion dc¢ la pepsine ou de la trypsince sur du matéricl fixé au Carnoy
ou au formol & la température ordinairc.Ce phénondne est peut-8tre

b

afi & unc fixation trop poussée (fixation & la température du labora-



toire). Sclon Leduc ct Bernhard (1961),la fixation au formol & la
température ordinaire ronforce la résistance des provéines & la pepsi-
ne et surtout a la trypsinc. Ces auteurs constatent que si la fixation
cst effectuée & 3°,les mitochondrics du pancréas de rat sont digérées
par la pepsinc apfés 20 minutesynais apres une fixation a4 20° pendant
50 ninutes,clles ne sont pas digérées aprés 23 hcurcs. Pour ia trypsi-
ne, 23 heures d'incubation des tissus fixés & 20° sont ndécessairces
pour obtenir lc méme cffet qu'aprés unc inoubatién dec 4 a 6 heurcs sur
des tiseus fixds & 3°,

I1 cst raisonnable de penser que ces protéines sont
douéecs de propriétds cnzymatiques. En effct,sclon André (1962),le para-
cristal "tirc son origine d'un remanicment des moldculcs engagdes daus
les crdtes et le feuillet interne de 1'enveloppe". Or 25% ou plus des
protéines des nmewbrancs nitochondriales correspondent aux enzymes de
la chaine respiratoire (Lehninger 1964). Aprés incubation dans le
nélange "lladi" (Pl, XVIII,fig. 45) ou dans lec mélange de Burstone
(P1, XVII,fig., 44),on obscrve que la najorité des dépéis sont sur le
cristal. Dans la ncsure out la localisation du produit final correspond
bien & celle de l'activité enrgzymatique,les observations de la réparti-
tion dee dépbts montrent que l'activité cytochrome-oxydasique cst in-
porvante sur le istal.Ces faits pecuvent affernir 1'hypothésc d'André
selon laquelle les protéines cristallisées seraicnt de naturc cuzyna-
tique,hypothése fondée csscnticllement sur la ressemblance morphologi-
quc sigunaldc par André entre les "particules éldémentaires" déerites
par gcrgandcz— Moran (1961 ¢t 1964),ct interprétides par lui comme étant

des protéines de la chaine des transporteurs d'électrons,ct lcs tubu-

2

les de 90 A de diandirc qui constituent le motif du cristal.

“
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B. L'IEELICE PRINCIPALE

oo

a) Ga sdéric des réactions d'oxydation-Schiff et 1'action
de 1'amylasc nous ont amené & conclure gue 1'hélice principale conticat
un polysaccharide qui réagit comme le glycogéne. A la nlme localisation,
le nmicroscope électronique nonire des grains colorables au plomb,dis-
paraissant por l'amylasc,morphologiguencnt identigues oux granules de
glycogene nonoparticulaire nonmés granules g par Drochmans {(1962) ot
que 1l'oxn retrouve dans lcs orgauncs ¢t lcs animaux les plus divers

(Biava 1963;voir dans Revel 1964 unc rcvue de ces traveux). Ces doux

sérics convergentes de constatations démontrent quc nous avons affaire

a du glycogene sous la forne E_o

Chez l'TEscargot,nous avons retrouvé ce glycogeune sous la
fornme de roscttes,c'est & dire sous la forme cA sclon la terminologie
de Drochmans (1962) .Unc 1dgdre action de la pepsine met en relicf ics

granuics B de glycogene monoparticulaire les constituant (Pl.VII,figo
1

Sewr”’

8).
Le faiﬁ u'unce digestion trypsique seule disscocic les

granules et lcs rend cncorce plus visibles suggérce que ces gratules de

glycogéne sont associds,d'unc maniére ou d'uune auntre,d une protéinc que

1'on pout ponscr 8tre soit unc protéine structurale soit,plutdt,unc
1

g

protéine fonctionnclle ayant pris part & leur foymation ou destinde

[0

sous la formc d'un réseau faiblement grisé (Andrd 1962;P1.VI,fig.17):

e

selon toute vraisemblance,les grains de glycogenc sont situés cdans les

mailles du réseau,mais ne sont pas mis en évidence par cette technique.



llous avons constaté que pour obtenir la disparition du
glycogeéne,il était nécessaire de faire une digestion trypsique avant
la digestion amylasique,lorsque nous opérons sur des cecllules entiéres
(microscopie électronique). Mais la digestion trypsique n'est pas né-
cessaire si nous opérons sur des coupes (microscopie ordinaire). Cette
différence tient sans doute & la pénétration de 1l'amylase. Cette enzyne
est en conrtact direct avec lc contenu de 1'héiice dans le cas des cou-
pes,alors que dans le cas des cellules cntiéres,elle doit traverser
diverses menbranes et le manchon paracristallin protéique. La molécule
1'amylase,assez grosse nmclécule,ne pénétre que tres lentement., Une
digestion trypsique préalable fait disparaitre les membranes et disloque
le cristal protéique (Pl. VI,fig. 17);1'accés de 1'amylase & son subs-

trat est ainsi facilité.

b) les enroulcments membrancux: André (1962) a signalé

la présence d'enroulements membrancux dans 1l'angle externc de 1'hélice
principale.Ils n'ont pas une répartition longitudinale continue tout le
long de 1'hélice principale;ils sont bien visibles dans lcs portions
antéricures et médianes,mais paraissent abscints des portions postéricu-
res.,

En micrescopie ordinaire, apres action du noir Soudan sur
un frottis de tissu non fixdé,nous obscrvons unc coloration de 1'hélice
principale,localisée & la région médianc et qui se préscntc sous la
forrne d'un chapelet de grains discontinus et de répartition longitudi-. -
nale irréguliere.

La concordance de localisation dans les deux cas montre

que c'est bien sur les enroulements membranecux de type myélinique de
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1'hélice principale que se fixe le noir Souden, Ces éléments ne se colo-
rent au noir Soudan que sur du matériel non fixé., Un tel phémoméne a
1é6ja été signalé par Blftman (1958). Cet autcur a comnstaté que certai-
nes ¢tudes sur les lipides s’aocémodent nnieux de la coloration a noif
Soudan effecctude sans fixation préalable. Il a mis cn évidence par cettc
technique,les figures myéliniques de la glande pituitaire antérieurc Qu

r~t, .

C. LS HFLICES SECOHDAIRES:

En nicroscopic ordinaire,on observe qu'ellcs ne se colo-

rent pas par le noir Soudan (P1. XIV,fig. 36 ct 37);et en microscopic

ot

+

électroniquc,apres action du mélange de Keilig,on ne note pratiquement
pas de modifications des hélices sccondaires., Ces résultats ne nous
pernettent pas de vérificr 1'hypothése d'André sur la présence de
lipofuschine dans lecur contenu.

Leur coloration par les réactifs des protides et les
résultats de l'action des protéases,nous conduisent & conclure a leur
nature protidique.

Ces protéincs sont vraiscnblablencnt doudes d'activité
enzynatique,puisque c'est 1& que se dépose le formazan dans un nmiliecu
pourvu de succinate (Pl. XV, et XVI). Cependant,l'on gait gue la loca-
lisation du formazan pcut-8tre trompcusc,cn raison d'une solubilité
des formazans dans les lipides et de leur tendance & sc déposer sur lcs
interfaces cau-lipides (ilovikoff 1961). Ces faits rendent problématique
1'inférence de la position des enzymes dans la cellule vivante & partir

dc la locclisction ces (QépSts du colorant, Unc chonce subsistc cepel-
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et qu'adrds iancubaiion Cans lo nélaige succinote-nitre BT,les dnlis

. f > ~ . . P / Yy el e .
Co foriczar sc fire.t sur los gites J'cetivitd succino-~-A&ésinydlr.;d.osique.
Dans le spermatozoide dec la Testaceclle,ccette enzyme serait donc locali-

sée dans les hélices secondaires.

II. INTERPRETATION FOHCTIOWMELLI:

La "métamorphose mitochondriale",en dehors de la formation
A'une structure nouvelle,se traduit par 1l'apparition d'un constituant
nouveau au sein des nitochondries,le glycogeénc,ct par unc ségrégation
du matériel enzymatique. Ces résultats nous conduisent a envisager 1'in—
terprétation fonctionnelle des transformations qui se produisent au |

cours de ce phénomtne et de 1'élément qui en rdsulte.

A, LA PRESENCE D& GLYCOGENE:

Le &épdt de glycogene commence peu aprés la métamorphosc
mitochondriale (André 1962),c'est & dire dans la spermatide d'lAgc moyen.
I1 augnente progressivement au fur ¢t & mesurec de la maturation du ga-
néte. Pendant ce tenmps,lec métabolisme général dc la cellule change pro-
fondément:lc noyau devient compact et entre en phase d'inertiejla majéu-
re partic du cytoplasme est coxpulsée. Cc qui reste du cytoplasme cst le
chondrione métamorphosé,dont il y a tout lieu de penser que 1'activité
respiratoirc cest faible. Aucune donnéde cxpérimentale n'existe a ce su-
jet,mais on sait que cecs spermies sont cncore immobiles au stade ol
nous les avons étudides et qu'elles sont sur le point d'Gtre cnmagasi-
nées dans le réceptacle séminal du conjoint,on clles entrent en diapau-
sc. Ainsi l'accunulation du glycogene mitochondrial sc fait & un nonent

ou la consommation d'éncrgie par ia cellule diminuc trés largeneat. Ces
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faits suggdrent que 1'accumulation du glycogéne est un stockage éner-
gétique. I1 est probable quc cette résecrve cst catabolisée ultérieure-
ment au moment de la fécondation.

Beaulaton (1964),Tandler ct Shipkey (1264),ont récemment
rapporté d'autres exemples d'accunulation intramitvochondriale de gly-
cogene,respectivencnt dans la glande prothoracique du ver & soie du
chéne et dans la tumecur de Warthin., Il est intéressant de remarquer
que dans les deux cas,lfaccumulation de glycogenc se fait dans des
nmitochondrics plus ou moins transformées,de cellules sc trouvanti,conme
chez la Testacelle,dans unc phase ol leur métabolisme cst profonddément
modifié. Dans la tumeur de Warthin notamment,il semble que les mito-
chondrics sont biochinmiquenent moins efficientes que dans les ccllules
normales. I1 apparaft Conc que certains chondriosomes spécialisés
puissent jouer un rdle dans lc métabolisme des polysaccharides. Ce
rdlce cst encore tout a fait inconnu,nais il cst sans doute plus facile
4 concevoir si l'on admet,avece certains auteurs (Chévremont 1963,llass
et llass 1963,5wift 1964 ,Luck 1664, Llis connunication personnclle), que
les mitochondries conticanent de 1'ADH,car il posc le problenc de
1"apparitiwnAh 1' intdricur Ce nitochondries,d'oungyries qui e sont

nornclenent cobscuates. .

B. LA STGREGATIOI] EITZYMATIQUZ @

iJous avons rappeclé précédenment qu'en ce qui concerine
la aétection des activités cnzymatiques,il cst toujours problématique
A'inférer la position des cnzymes sur le vivant de la localisation
du produit final. Ccpendant une telle inférence cst possible dans la

nesure ou il n'y a eu ni solubilité,ni migration du colorant.
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Chez la Testacclle,la comparaison des depots de formazan,
aprés incubation dans le mélange succinate—nitro B T,et de ceux obtenus
aprés incubation dans le mélange "lladi',uontre que leur localisation
est différente. Cec rdésultai peut indiquer une différence de localisation
des activités cytochronc-orydasique ot succino-déshydrogdénasique. La
succinodéshydrogé:asc serait uniquement localisée aux hélices sccondai-
res,tandis que les protéines du cristal reanfermeraicnt la najorité de
1'activité cytochromc-oxydasique. La séparation que 1'on constate cntre
ces cdeux activités enzymatiques qui font partic de la chaine respiratoi-
re,posc le problegnc du fonctionnement de ce Aérivé mitochondrial compa-
ré 3 celui des mitochondries zormales.

Par lecur production d'ATP,lcs nitochondries sont les sys-
ténes générateurs da'dénergic de la cellule. Il est géndralement considé-
ré que les enzynes du cyclc de Krebs sont localisées dans la matrice,
tandis que les enzymes de la chaine respiratoire feraient partic inté-
graate des cr8tes et du feouillet interne de 1l'enveloppe (Lehninger 1964),
dont clles représenteraicnt cnviron 25% du contenu protéinique. Pour

certains auteurs,lcs cnzynes de la chaine respirateoire se trouveraient

n

dans les particules niscs en évidence par diverscs techaiques sur les
crétes: "clementary particles (E.P) de Fernindez-bordn (1961 ct 1964),
"inner membranc subuaits" de Parsons (1963). Fernfndez-loran (1964) a
nontré que ccs particules éldémentaircs sc conposcat de trois parties:
unc téte globulcusc de 80 & 100 A de diametre ayant la méme taille que
les particules trouvées dans des préparations Cc cytochirome oxydase
purifidéejunc tigo,siégo du complexe 111( doonzymo Q2 cytochrone c re-

ductasc) ;unc piece basalc qui conticnt les complexes I (succinate coen~

zyre Q réductase) et II (DPIE coenzyme Q réductasc). Ccs deux derniers
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complexes pourraient 8trc en rclation avee le succinate ct l¢ DPHE
localisés dans 1l'ecspace intermembranaire. Pour d'autres auteurs,Chance
(1964) ,5tasny ot Cranc(1964),la chaine des transportcurs d'électrons

s¢ trouverait,dans lcs mitochondrics intactes,sur les mcembrancs elles-
ménes ¢t non sur les particules. Cctte opinion est aussi celle de
Lehninger (1964) pour lequel les "assemblées respiratoires" ne peuvent-
8tre séparécs des membrancs.

Chez la Testacelle,la morphologic est toute différente.
11 a'y a plus de crétes,il nc subsiste des membranes que 1l'externe,et
il y a apparition d'unec structure nouvelle cristallinc. Hous avons
quelque évidence quec ce cristal posseédc unc activité cytochrome-oxyda=
sique. Cette parenté cytochimique renforce la resscemblance norphologi-~
que signalée par André (1962) cntre les tubules qui le constituent et
les"particules élémeontaires™.

Ces résultats suggérent que lors de la "métamorphose
mitochondrialce",il y a unc dislocation des membranes et une libération
des molécules qui les constitucnt lors de la phasc floue (André 1962).
Par la suitc,au cours d'un véritable tri,clles se ségrégent,puis se
réassocient en une architecture nouvelle,lec cristal.,

L'apparition dc tubules dc morphologie voisine de celle
des "particules élémentaires" doit-&trc rapprociée de 1l'opinion de cer-
tains auteurs pour qui lecs "particules élémcntaires" apparaissent a la
suite de réassociations moléculaires provoquées par les traitements
appliqués aux mitochondrics (Sjostrand et coll.1964).Mais,lc phénoméne
s¢ produit ici spontanément,sans intervention de 1'expérimentateur.Il
tend donc & faire considérer les "particules élémentaires" comme une

réalité physiologiquc,mérne si les mitochondries banales ne les montrent



A'ordinaire pas apres les technigques banales.

B

Greenr et Lehninger cont insisté sur la ndécessité pour

- 2

wées dans un ordre strict et déter-

~

les enzymes des nenbranes &'8tre

F"‘)

niné par la séquence de la chalne des rdéactions. Or,chez la Testacelle
il senble y avoir unc séparation de deux activités do cette chatne
dans des régions Aifférentes ¢t un état de concentration d'une grande
partie des molécules incompatibles avec un tel arrangenent.

I1 ¢st probable quc cette situation inhabituelle trouve

)

son explication dauns le fait que les spermatozoides mfirs se trouvent

dars un état d'inertic qu'ils no quittent que lors de la période a'acti-
vation qui précdde la fécondation, Il est probable quec lors de 1la repfiP;:
sc d'activité des spcrmatozoiéés,les lOdlfngth 1s inverses se produi-
sent. Les molécules en zymathuvu reprenant vrailscenmblablement unce dispo-
sition propicc a lour fonectionnemecnt pourront cataboliscy 1l'inportant

stock {érncrgéiique que représeate 1'accunulation du glycogene,ct permet-

tre par unc sbondante synthese d'A.7.P,1'intense activité cellulaire qui

sc¢ produit & ce noment 12,



L'étude cytochinique du dérivé mitochondrial du sperna-
tozoiIde de la Testacelle

a été faite

corrélativencut avee le niecros-—
cope ordinaire ¢t avee lc microscope délectronique,
Elle net en ¢évidence:

- 1a 1

i

résence,dans 1'hdélice principale,d'u
“ . . v ALY w7
stock de glycogeine nmcnoparticulaire assococié & une protdéinc.

&7

- la naturc protdéinique du cristal ct du

con-
tenu des Lélices sccondaires.
- la localisation probablce de l'activité cyto-
chrone-oxydasique dans le cristal ot de 1'activité succino-déshydrogd-

nasique dans les hdélices secondaires,

Une interprétation fonctionnelle de ces résultats cst
proposée:le glycogéune représenterait un stockage dncrgétique probable-

ment utilisé lors de la fécondationj;les protdincs conzynatiques des
nitochondrics originelles se¢ seraient scgriégbes ct réassocides en unc
architecturc nouvelle,ou clles subsisteraicnt & 1'état latent,d 1! ina-

ge Ces aueldeprotdéines du aoyou.
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TABLEAU T ¢ Glucides
RIFACTION HETHCDE FIXATEUR COLORATION DE
L'HE ICELPRINCI-
PALE
A.?P.S (Eowchiiss 1948 - Mc.Manus 1946) PP 3,7, A, P~cal, +
Fi{ss.ac,),®
Acicde chron pmsonmﬁpwﬁ% (Bauer 1933, F,P H,8,F~-cal +
noditidé par Lison 1949)
Pernmangarate Ae potassiun-Schiff P B, +
(sol.ac. 0,5%; Casella 1942)
Bisnuthate de sodium~-Schiff (Lhotka 1952) P B +
TohoP=Schiff en niliou ntzwhﬁm _ P 5,H -
(Cricgeec 4€3v,1981,1932,4937:noditié
par Liscn 1650;52C minutes & la ten pé-
rature ¢m lahoratoire)
T.A.,P=50biff en milieu non anhydre r B3,H,F-cal +
(Scrimimu ov Xunanoto 1952320 ninutes
& 1a tenpérature du laborateoire)
AP 0=indCon (Bulmer 195¢) P 3,5, -cal +
L.P.S apreés acdétylation (Me.Mazus ot P 101 -
Caoson 1850;LisHm 1980
L.?.0 apres mvricine (3 heures) P a,:= +
lb.p.c apres acétylation puis saponification P = +
(Lillie 1954)
L.P.5 enreés digestion par 1'H{ amylase P & -
(sol.ay. 1%,i h. & 37°)
L.P.S apres digestion par la mwmm%wmmo P 51 +
(sol.=g. 37,1 h., & 37°)
b.w.m cpr2s digestion par la salive 45 P 3 -
inutes & £7° wwwwwwm 1854)
Bauer aprds Jigcstion par la salive 45 P E -
ninutes & 57° (Lison 1960)
Schiff gens oxydation prdéalable (Mc.Manus P B,E,A,F1(ss.ac.) -
10486)
Carmin de Fost (19C6) P B,I +
Métachromrasie au bleu de toluidine P B, -
(so0l.ag. & 2% dans le tampon acétate 14/5
pil 3,3 & 5,%;Lison »@@ov
Bleu alecian (s01.,0,1Y dans 1'ocide P B, -
acétique 3%,30 rinutcs;Steednan 1950)
Capture du for (Muller 1953) P B,H -
(rdacrion <o Zale(1946)nodifide

VETIODES: F:Frottis 3 P: coupes a la paraffine

Fecal:formol-calciun

B:BOUILI; ﬁoﬁ;%éo%m Feformol 1G4
H:Helly .

W Id - "
Plemming sans acide acctigues =




PABLEAU II ¢ Protides
HEACTION METHODE PIXATEUR DESULY 2T OBSERVATIONS
- Bleu de bromophéncl nercurigue B,? 4,F1, C,B + les trois hélices colo-
(Bonkag 1955) rées,les deux m@oosmewl
res plus intensénen
- Bleu e kromophdéncl nercurigue E,P C + La coloration subsiste
avres digestion trypsique
(0,2az/m1 dans wi baupon borate
0,75 ¥ & pH 8,9,1 heure)
- Bleu de rremnphénol mercurigue a,P c + La coloravicn subsiste
aprec nwmmndwod pepsique
(1 mg/ml c€ans HC1 6,02 11 & pH 2,
1 fogﬁo.\
- acrcléine-vcaiff P 7,C + Les trois hélices sont
(P.Vaz Duiia 1960) colorées,
— Acroléine-Scuifi szpres aclétyla- P =,0 - Lo pi¢ce interméliaire
ticen (P,7an Duijn 1960) n'est plus colorée.
- Chloranine 7-Schiff 6 heures a T,P o + Fa jwm coloration de
37° (Burstoue 1955) 1t mble de la pigce
. in mﬁﬂmawwuﬁo.
- ainhydrine~Schiif P H,F + Faible coloration de la
. v . . & N
Yasuua et Ichikawa 1953) pidce internédiaire,
— ninhydrine-Sc bw% aprés désani- P o,F - Lo pidce intermédiaire
nation par 1i'acide nitreux n'est plus colorée,
(Lillie p@ymv
~ ferricyanure ferrigque ?,C F,F~cal + Coloration gérérale
Chivrerort ot Fréddéric 1943) diffuse de la pitce in-
ternédiaire
-~ Ferricyamure ferrigue apres 7,C F,F=cal + La coloration. subsiste
traiterent par gll2
- DDD (Berrnett ot Seligna: 1852) P F + Coloration géudrale de
la piéce intermédiaire.
~ DDD apres action de ¥gClg P w + La ccloration subsiste
- réaction e Qmwwmwk n P H,F,C + Colcration gém m ale
Bensley el Gersh 1933) L@H%Qmo de la pisce
ﬁmidob#;pem,
- PFeet Green mwomwwb E,P 7 - la pi2ce internédiaire
( Alfert et Geschwind 1¢53) est & peine colorée
~ Fast Green alcaiin aprds =,P 7 + trés forte coloration
traitementy par w.wowﬂo trich wo%Dom de¢ la pidee internmé-
tioue 845,20 na & ¢C° liaire,
(alfert et Geschwind 1953)
gdjtoUJw, Fi:frottis § P: coupes a la paraffine ; C: coupes & congélation.
FIZATBURG: [f:hndrd (1962): B:Bouin C:Carncy; F:formoli0y% ; F-cel:forrmol-calciun
"i(ss.2c. : Flemning sans acide acétique : H:Helly,
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PLANCHE II

Figure 2: Schéma tridimensionnel,représentant
l'ultrastructure de la pieéce intermédiaire du spermatozoide de
la Testacelle. Dans la portion inférieure,les hélices sont

supposées vues par transparence au travers du paracristal.






PLANCIE III

REACTIONS A.P.S. MICROSCOPIE ORDINAIRE

Figure 3: réaction Hotchkiss-~hic.Manus (frottis).
Horizontalement portion antérieure d'un spermatozoide comprenant
a gauche le noyau Il et le début de la picce intermédiaire tres
longue et @e structure hélicoidale.On voit trés nettement une
hélice fartement colorée par 1é réaction Hotchkiss-Mc.Manus
(hélice principale). Cette réaction est d'autant plus intense

que l'on s'éloigne du noyau. x 2.000

Figure 4:Réaction Hotchkiss-lic.Manus précédée
d'une digestion salivaire (coupe). L'hélice principale n'est pas

plus apparente que les hélices secondaires . x 2,000

Figure 5:Réaction Hotchkiss-Mc.lManus précédée
d'une digestion par 1a,@ ~amylase, L'hélice principale reste
aussi fortement colorée par la réaction Iotchkiss-bic.Manus que
sur les préparations qui n'ont pas subi cette digestion (Figure 3)

x 2,000






PLANCEE TV

REACTIONS A.P.5 - MICROSCOPIE ORDINAIRE

Figure 6: Réaction lotchkiss-bc.Manus combinée
avec une coloration au bleu de bromophénocl mercurique (frottis).
On reconnait les trois hélicesjdeux d'cntre elles sont faible-
ment colorées au bleu de bromophénol (hélices secondaires);la
troisidtme est fortement colorée par la rdéaction Hotchkiss-Mc.Manus

(nélice principale.) x 2.000

I'igures 7 et 8: Acétylation réversible. Figure 7

Acétylation. La colorabilité de 1'hélice principale est inhibée.
Figure 8:Acétylation suivie de saponification.La colorabilité est

régénérée. x 2,000
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PLAIICIE V.

REACTIONS DU GLYCOGENE

Figure 9: Réaction de Bauwer (coupe).l'hélice
-0

principale est colorée (fldche). La coloration est moins intense

qu'aprés la réaction d'Hotchiiss-lic.kanus . x 2.000

Figurc 10: Réaction de Casella (coupe). L'hélice

principale c¢st colorée. x 2.000

Figure 11: Coloration au carmin de Best (frottis).
L'hélice principale est colorée.Le pas de 1'hélicc cst ici tres
long car on cst dans la portion terminale de la pidce intermé-

diaire. x 2.000

Figure 12: Réaction A.P.S5-Dimédon,selon Bulmer.
L'hélice principale garde unc forte positivité au réactif de

Schiff. x 2.000

Pigurcs 13 et 14: Réactions téiraacétate de

plomb-Schiff. Figure 13 réaction de Cricgee (enn milien anhydre).
L'hélice principale n'est pas colorée. x 2,000;figure i4: réac-
tion de Schimizu ¢t Kumamoto (en milicu non anhydre). L'hélice

principale e¢st fortement colorée. x 2,000
A






PLAIICILL VI

MICROSCOPIE ELECTROIIIQUE

Figurc 15: Ultrastructurcj;coloration de Karnovsky.
Coupe légerement oblique éc la portion terminale de la pitce
intermédiaire. On voit les deux manchons cristallins:le manchon
interne périflagellaire (flécie simple) et le manchon externe
(fleéche double). Entre-cux se trouvent les hélices:sdans la partie
supéricure gauche,les hélices secondaircs S soudées en un seul
enscmble car on est dans la portion terminale;l'hélice principale
P ici trés importante en volume (portion terminale) est
remplie de granules de 150 & 300 3 de diameétre,fortement colorés
par le plomb. Ces granules sont du glycogene sous la forme ﬁB,

x 45,000

Figure 16: Digestion trypsique. Coupe longitudi-
nalc de la piéce intermédiaire apres digestion trypsique. Les
granules de glycogeénc sont 1égerenent dissociés les uns des autres.
La nmcembrane externe de la cellule a disparu . Ez'hélice principale;

S: hélices secondaires, x 45,000

Figurc 17: Ultrastructurc;coloration a 1l'acétate

d'uranyle. Coupe lomgitudinale de la pitce intcrmédiaire apres
coloration & l'acétate d'uranyle. L'hélice principale P est remplic
d'un réscau grisé,probablement protéiniquc. Le glycogéne ,non
coloré,est vu sous forme de taches claires enserréecs par les

mailles du réscau. S: hélices secondaires. x 45.000






Helix pomatia - MICROSCOPIE ELECTROITIQUE

Figure 18: Digestion pepsique & son début (0,1
mg/ml pendant 15 minutes). Coloration de Karnovsky. Coupe trans-
versale de la région antérieurc d'un spermatozoide peu modifié
par ce traitement. On observe dans 1'hélice priﬁcipale P des élé-
ments fortement colorés au plomb,morphologiquement identiques
aux rosettes o(de glycogeéne., La 1égére action de la pepsine met
en relief les granulesﬁ ,dont les roseties sont congtituées.

x 150.000






PLAIICHE VIII

=]

MIBROSCOPIE ELLCTRONIQUE

Figure 19: Digestion salivairc. Coupe longitu-
dinalc de la région antérieurc de la piece intermédiaire,apres
digestion salivaire. L'hélice principale P ne conticnt presque
plus dc grains de glycogéne (fléches);ellc contient encore un
matéricl grisé,probablement protéinique. S:hélices sccondaires.,

x 45.000

Figure 20: Double digestion trypsinc-amylasc.
Coupe oblique de la région antérieurc de la piéce intcrmédiai-
re,apres digestion trypsique puis amylasique. On observe unc
disparition totale du glycogéne ct du matériel grisé de 1'héli-

ce prinecipale. x 45.000






PLAJCIE _IX

REACTIONS DES PROTIDES - MICROSCOPIE LLECTROIIQUE

Figure 21: Coloration au wleu de bromopiiénol mer-

curique (frottis). La pitce iuntermédiaire se colore fortement,

L

Les trois hélices sont colorées., x 2.000

Figure 2. Réaction & la ninhydvrine-Schif

constate que l'eunsemble de la pidce intermédiaire réagit fal

ment. x 2.000

Figures 23 et 24: Réaction acroléine-Schiff,

Figure 23:Réaction acroléine-Schiff. On observe une forte colora-
tion de 1'ensemble de la pidce intermédiaire., Figure 24 :éaction
acroléine-Schiff aprés acétylation. La colorabilité de la piece

intermédiaire est inhibée. x 1.200







REACTIONS DES PROTZIIES BASIQUES: coloration par le Fast-Green

Figure 25: Coloration au Fast- Green alcalin f
sans aucun prétraitement. On observe que la piéce intermédiaire
est tres faiblement colorée. Dans les noyaux des spermatozoides,

certains éléments sont fortement colorés. x 1.200

Figure 26: Coloration par le Fast-Green alcalin
aprés action de 1'acide trichloracétique. On note une treés forte

coloration de 1l'ensemble de la piece intermédiaire. x 1.200
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PLAIICIHE XTI

MICROSCOPIZ ZLECTRONIQUE : Action des protéases

Figure 27:Digestion trypsique. Coupe transversa-
le dans la région postérieure de la piece intermédiaire apres
digestion par la trypsine (0,2 mg/ml dans un tampon borate 0,05 M
a4 pif 8,9 pendant 1 heure). La membrane externe a disparu.Les gra-
nules de glycogeéne sont légérement dissociés.Le contvenu des
hélices secondaires a disparu. Le paracristal est pecu dissocié;
les rangées de tubules sont légeérement écartées les unes des
autres ( fléches). x 45.000

Figure 28: Digestion par la chymotrypsine. Coupe
transversale de la région postérieure de la pidce intermédiaire
apres action de la chymotrypsine (1 mg/ml dans un tampon phospha-—
te 0,05 M a pi 7,3 pendant 1 heure). La membrane externe a dispa-
ru. On note une tres 1légére dislocation du paracristal (fldches).
x 45,000

Figure 29: Digestion par 1la pan-protéase. Coupe
transversale de la région postérieure de la pidce intermédiaire
apreés action de la paun-protéacec (img/ml dans un tauapon phosphate
0,051 & pi 7,9). On observe que le contenu des trois hélices a
disparu,il nc subsisie que quelques granules dc glycogene dans
1'hélice principale. Le cristal est fortement attaqué,pariielle-
ment disparu. Les tubules subsistent sous la foyne dc fins fiia-
nents.Cette dislocation entrainc une importante dilatvetion de la

pitece intermédiaire., x 45,000

Figure 30: Digestion par la papaine.Coupe trais-
versale de la région postéricure dec la pidce intermédiaire apres
action de la papaine (1 mg/ml dans un tampon phosphate 0,05l a
pHE 7,3 pendant 1 heure.). Le cristal aprés cette action a complé-
tement disparu,il ne reste plus de la pitce intermédiaire que des

(1o
. - b 5 e
feuillets membraneux entourant l'axoneme:A. x 45.000
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Figure 31: Digestion par la pepsine. Coupe trans-
versale de la région postérieurc de la pitce intermédiaire apres
action de la pepsine (0,5 mg/ml dans ICl 0,02 1T & »E 2 pendant
une demi-heure). On observe unc disparition totale du cristal et
de profondes modifications de la picce intermédiaire. Seules sub-
sistent des membranes fragmentées par 1'enzyme,puis réascociées
en vésicules. Les enroulements membraneux de 1'hélice pricuipale

sont aussi counservés (fléche). x 45.000

Figures 32 et 33: Action de la pepsine sur des

coupcs de pit¢ces intermédiaires de spermatozoides inclus au
glycol-méthacrylate. Figure 32:témoin. Coupe de la pidce inter-
médiaire non traitée par la solution d'enzyme. Figurce 33:Coupe
digérée (pensine 0,5% pendant 30 minutes). On observe unc dispa-
rition presque complétc du cristal et une dilatation de la piece

intermédiaire. x 45.000






PLAUCHE XITIX 4

MICROSCOPIZ ELECTRONIQUE - ACTION DE LA PEPSINE (Helix pomatia)
(pepsine 0,1 mg/ml dans TIC1 0,02 N pendant 15 minutes)

Figure 34: Coupes légercment obliques de spermato-
zoides.On observe que certaincs pidces intermédiaires sont digé-
réecs (fleche simple),tandis que d'autrecs voisines ne sont encore

gque peu attaquées (fldche double). x 60,000

Figure 35: Coupc oblique de la pidce intermédiai-
re d'un spermatozoide digéré. Le paracristal a disparu. On recon-
nait 1'axondme A,la mcmbranc oxterne (fléche). A 1'intéricur,les

nembranes fragmentées forment de nombreuscs vésicules. x 60.000






PLAIICIE XIV

RECIEHRCLE DES LIPIDES

Figures 36 et 37: microscopic ordinraire. Figurec

36:coloration au noir soudan sur des coupcs a congélation de
matéricl fixé au formol-calcium, On n'obscrve pas de coloration
dc la pitce intermédiairc. L'ovocyte O est abondamment coloré.

x 1,200 . Figure 37: coloration au noir soudan sur un frottis
non fixé. On obscrve une coloration de répartition longitudinaie
discontinue sur 1'hélice principalc. Sur lc fond,on note la pré-
sence de nombreuscs gouttelecttes colorées;ce sont les goutte-
lottes lipidiques des ccllules nourriciercs ct des ovocytcs

1ibérées lors de la misc cen frottis. x 2.000

Figure 38: microscopiec électironique. Coupe obli-
que de la portion postéricure de la pitce intermédiaire de sper-

&

matozoides traités par lec méiange délipidant de Keilig. Le para-
cristal cst tomjours présent (fldche simplc). On rccomnaft 1!
axonémec A , la membrane exterune cst dissociée (fléche double).

On observe unc disparition de 1'hélice principale. x 45.000






PLAICEE XV

LOCALISATION DE L'ACTIVITE SUCCINO-DESHYDROGEHNASIQUE

(Microscopie ordinaire)

Figurcs 39,40,41: Incubation dans lc mélange

sel de tétrazolium-succinatc. Les dépdts de formazan sont loca-
lisés sur les hélices secondaires. x 2,000 . Figurc 39:incubation
dans le mélange nitro B T-succinate . Figure 40: incubation dans
le mélange tétra nitro B T-succinate. Figure 41: incubation dans
le mélange iodo nitro B T-succinate. On nctc qiee la coloration

dans cc dernier cas c¢st discontinue ct plus grossiére.






LOCALISATION DE L'ACTIVITE SUCCINO~DESHYDROGEIASIQUZX

( Microscopic élcctroniquce)

Figurcs 42 ct 43: Coupcs de pitces intermédiaires

de spermatozoides incubés dans lc mélange nitro B T-succinate. On
observe une 1écalisation des dépbdts de formazan (fléche double)

aux hélices secondaires. x 45,000 . Figurc 42: coupc oblique de la
région antérieurc. Figure 43§ coupe Oblique de la région postéricu-

re ou les deux hélices secondaires sont fusionnées.






PLAIICEE  XVII

LOCALISATION DE LA CYTCCIROME-OXYDASE

(1icroscopic électronique) (Helix pomatia)

Figurc 44: Coupes transversales de la piece
intermédiaire de specrmatozoides d'Escargot incubés dans le
milicu de Burstone. Les dépéts sont fins,esscinticllcnent loca-
lisés au paracristal ct aux mecmbranes le séparaxnt des autres
régions de la piece intermdédiaire. La conscrvation générale est
médiocre. Les dépdts non spéecifiques sont assez abondants ct
sc reacontrent surtout sur les membranes,jamais sur les noyaux
ct treés ravement libres au scin du cytoplasme ou dans les cspaces

interceilulaires. x 62.000






ELalCHE _XVI1Z

LOCALIGATION DiZ LA CYTOCHLOMI~OXYDASE

(Microscopic élecctironique)

Figurc 45: Coupes transversales de régions
antéricures de pi&ces intcrmédiaires de spermatozoides incubés
dans le mélange "ladi" sclon Moog (I943).Lcs dépﬁté sont cn
majorité localisés sur le paracristal. On en obscrve aussi
quclques-unsg répartis dec fagon non spécifique sur le fond, sur
les hélices sccondaires,sur les cnroulements membrazeux de
1'hélice principale (fleéche) et do facon générale sur les

menbranes. x 45.000
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