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INTRODUCTION 
Le tri des spermatozoides bovins permettant potentiellement la 
naissance de veaux de sexe m2le ou femelle est d'une grande 
importance tconomique en tlevage laitier et allaitant. Quelque 
soit la technique de tri utiliske, il importe de vCrifier I'effica- 
citC du procCdC tant pour sa mise au point que pour son utili- 
sation ultkrieure en routine. L'objectif de ce travail Ctait de 
dkterminer les proportions de spermatozo~des bovins porteurs 
des chromosomes X et Y prksents dans le sperme en dktectant 
ces chromosomes par la technique d'hybridation in siru fluo- 
rescente (FISH). 

1. MATERIEL ET METHODES 

1.1. SONDES SP~CIFIQUFS DES CHROMOSOMES X ET Y 
1.1.1 Chromosome Y 
BRY4a est une dquence de 470 paires de bases rCpdtke sur les 
314 du chromosome Y bovin. Ce fragment a CtC obtenu par 
PCR puis clont. Le marquage a kt15 effectud par PCR par 
incorporation de nuclCotides biotinylCs. 
1.1.2. Chromosome X 
Une drie  de clones de 250 kilobases ont Ct6 isolCs par criblage 
d'une banque de fragments d'ADN caprin clonCs dans des 
chromosomes artificiels de bactkries (BACs) B I'aide de 
microsatellites bovins spkcifiques du chromosome X. Le clone 
contenant le microsatellite DVEPC76 a CtC sClectionnC car il 
donnait les signaux les plus forts aprks hybridation sur mCta- 
phase. 
Le marquage a CtC effectuC par Nick Translation avec incor- 
poration de nucltotides biotinylb. 

1.2. D~CONIIENSATION DU NOYAU DU SPISRMATOZO~E BOVLN 

Apr&s lavage dans une solution de dCtergent (CHAPS 4mM), 
les spermatozoIdes provenant d'un Cjaculat ont CtC dCcon- 
densCs dans 40pl de PBS contenant 1 mglml d'hkparine et 
10 mm ou 50 mm de DTT (dithiothrCito1) (1). L'incubation a 
durC 30 minutes puis les spermatozoi'des ont CtC dCposCs sur 
lame. 

1.3. HYBRIDATION ET D ~ I S C T I O N  I)U SIGNAI. 
Le protocole utilisC a CtC dCcrit par Bahri-Darwish et al. (2). 
Aucune Ctape ne s'Cloigne d'un protocole de FISH ordinaire 
utilisC par de nombreux laboratoires. 

2. FU~SULTATS 
Deux manipulations ont Ctk rCalisks avec la sonde BRY4a et 
5 avec DVEPC76. Pour chaque sonde, prks de 45 % de sper- 
matozoIdes ont CtC marquCs (Tableau 1) et la rCpktabilitC des 
rksultats a CtC satisfaisante. Cependant, les rbsultats d'hybrida- 
tion sont infkrieurs aux sex-ratio attendu (50150) 

3. DISCUSSION 
En moyenne, 5 % des spermatozo~des ne montrent pas de 
signal alors qu'ils portent en thCorie le chromosome cible. 
Cette absence de signal peut signifier effectivement une 
absence de chromosome cible ou rCsulter d'un Cchec de l'hy- 
bridation de la sonde. I'utilisation simultanCe des deux sondes 
sur la m&me lame devrait permettre de rCpondre h cette ques- 
tion. 

4. CONCLUSION 
Cette mCthode peut Ctre utilisk pour vCrifier de fa~on fiable et 
rkpktable les proportions de spermatozo~des porteurs du chro- 
mosome X ou Y dans une population donnk. Dans le cas du 
sexage des spermatozo~des, la puretC du tri peut donc Ctre Cva- 
luCe dans des aliquots de fractions initialement trikes par cyto- 
mCtrie en flux (ou tout autre technique). 
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Tableau 1 : Rkapitulatif des rkultats obtenus 
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