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ABSTRACT

Three mouse strains combining a partial t-haplotype and a complete one were obtai-
ned from the tailless strain T / 112 (from Columbia University). The derived partial haplotypes
namely #48% L€% and 11612 (Lg for Li2ge) combined with the #12 complete haplotype were tes-
ted for male fertility i.e. males bearing ! -haplotypes were mated with contrel Q females (from
Edinburgh University). The trivial causes of infertility i.e dyspermatogenesis, sperm abnorma-
lities, sperm number, etc, could be first ruled out so that it can be ascertained that the infertility
originates from the t complex (chromosome 17).

In the progenies , there was an important proportion of completely sterile males, the re-
maining males showing a very reduced fertility, the so-called quasi-sterility. The proportion of
compietely sterile males was shown to be greater for the haplotypes f'6'2. The fertility was
checked in the quasi- sterile group and was found fo be of the same order for the three strains
{mean number of young per litter: 2.69 against 6.86 in the control} . The distribution of the kit-
ters differred greatly for the haplotypes and the control, being bell-shaped only in this latter
case. Dominant lethal mutations were investigated after mating t-haplotypes with the control
Q fernales. Pre-implantation losses were considerably enhanced over the control , so that a part
of the sterility can be ascribed to this origin. The significance of the data for the sterility of
males bearing I-haplotypes is discussed.
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INTRODUCTION

Une propriété trés importante des haplotypes ¢ (chromosome 17) de la souris réside
dans le fait que les males qui combinent deux de ces haplotypes montrent une fertilité générale-
ment diminuée. Découverte tout d'abord chez les males porteurs de haplotypes t complets, cet-
te propriété a pu étre étendue a des males combinant un haplotype ¢ complet et un haplotype ¢
partiel (Lyon et Philips, 1959; Lyon,1960). Les males qui portent différentes combinaisons de ha-
plotypes t montrent en effet des fécondités variables atlant de la stérilité complete jusqu'a une
fertilité presque normale quoique cette dernidre éventualité soit exceptionnelle,

En dépit de nombreuses recherches, les causes morphologiques et physiologiques n'ont
pas encore été élucidées. Cependant, un certain nombre de possibilités ont été écartées (revue
dans Silver, 1985},

Récemment, Lyon (1986) a pu apporter des arguments en faveur d'une théorie selon la-
quelle la stérilité male de ces souris est due 2 l'interaction d'au moins trois facteurs qui présen-
teraient une relation avec les génes dits de distorsion de ségrégation respectivement Tcdl, Ted2
et Ted3. Au cours d'études précédentes, nous avons montré qu'il était possible de restaurer par-
tiellement la fertilité des males fertiles (Moutschen, 1985, 1986 et Moutschen ef al., 1988). Au
cours de ces recherches, seule une fraction de males compldtement stériles s'est montrée récep-
tive 2 'exclusion des males quasi-stériles. En vue de comprendre les relations entre les régions
du complexe t impliquées dans la stérilité, il nous est apparu d'un intérét certain d'analyser les
données obtenues concernant les males quasi-stériles de différentes souches et de comparer nos
données avec celles de la littérature,

MATERIEL ET METHODE

Au cours de cette recherche, trois haplotypes partiels, respectivement {187, {187 gt tLg12
ont €té analysés. L'origine a été décrite en détail (Moutschen, 1985; Moutschen et al,, 1988). En ré-
sumé, Jorsque une femelle normale £12/118% apparait dans la souche anoure T/#12, elle sert de
femelle fondatrice pour la nouvelle souche. A cet effet, etle est recroisée avec un male T/H2
dont on s'est préalablement assuré la fertilité. Les males issus de ce croisement combinent donc
le nouveau haplotype f'8 et le haplotype 12,

- Afin de tester leur fertilité, ils sont croisés avec un certain nombre (généralement 3) de
femelles de la souche Q (Edimbourg) dont on s'est, au préalable, assuré de la fécondité. Nous
avons antérieurement montré qu'une durée de croisement de trois mois est nécessaire en vue
de s'assurer de la stérilité de ces males (Moutschen ef al., 1988),

Pendant cette période, on évalue la puissance des méles en recensant chaque jour, les
bouchons vaginaux. En fin de croisement, les males sont utilisés en vue de vérifier leur fécondi-
t€ en comptant le nombre de spermatozoides & la cellule de Thoma. Pour I'étude des mutations
létales dominantes, des males quasi-stériles de 3 & 4 mois sont croisés avec des femelles té-
moins Q.

Pour les femelles chez lesquelles on a détecté un bouchon vaginal, on note, 14 jours
plus tard, la fréquence des jeunes en vie, des jeunes morts tardivement, des déciduomes ( qui
permettent d'évaluer la mortalité aprés implantation intra-utérine) et, sur les ovaires, la fré-
quence des corpora lutea de gestation {qui permet de déduire la mortalité avant implantation
intra-utérine),
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RESULTATS

On a tout d'abord recensé la proportion de méles fertiles et quasi-siériles pendant une
période de trois mois. Aprés cette période, les méles totalement stériles ont été utilisés dans
d'autres expériences. Chez les méles quasi-stériles, les croisements sont continus pendant une
période de neuf mois. Les résultats sont résumés dans le tableau 1 ot I'on a rassemblé les don-
nées de 15 expériences indépendantes réalisées pendant environ une dizaine d'années.

Souches { Totalement stériles | Quasi-stériles Total
thetli2 3s 36 71
tle% 12 122 105 227
(181212 135 51 186
Total 292 192 484

Tableau 1 - Proportion respective des males complétement et quasi-stériles pour 3 sou-
ches contenant des combinaisons différentes de haplotypes ¢.

On remarque que pour les souches '€ et £'8%, il n'y a pas de différence significative
entre les proportions de males complétement et quasi-stériles: (¢ = correction de Yates pour la
continuité)

25 187 / 118 = 0,27 1 di P~ 0,60

Par conire, les différences entre la souche #1812 et chacune des autre souches sont hau-
tement significatives.

2% 1187 /iLgt2 = 11,43 1d1 P < 0,001
e 1180 /1812 = 14,61 1d1 P < 0,001
1 REO/187/1812 = 27,82 21 P < 0,0001

On note donc une proportion plus importante de méles compldtement stériles dans la
souche fL812 qui s'avere par conséquent, plus efficace en vue des expériences de restauration
de fertilité au moyen d'extraits.
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L'étape suivante de cette recherche était d'évaluer la fertilité relative des males du grou-
pe quasi-stérile par la dimension des portées,

N.méles [N.fem fé-{ N. fem. sans [N. pottées] N. portées [N, jeunes | Moy, jeunes | Intervalle dg
Souches | analysés | condée | jeunes ffem fécond] total | ¥/ portée | confiance
t G050

tlg?/p 12 23 42 27 62 1,48 178 287 0,46

rhedt2 50 95 S5 183 1,93 507 2,77 0,24

rlei2yl2 1 93 41 25 72 1,76 168 | 233 0,36

Total 95 178 107 317 1,78 853 2,69 0,18
Témoin Q 30 120 25 115 1,46 1200 | 6,86 045

Tableau 2 - Fertilité des méles quasi-stériles dans chaque souche étudige,

Les résultats rapportés dans le tableau 2 montrent que dans chacune des souches, il
n'existe aucune différence significative entre la proportion de femelles sans portée par rapport
4 l'ensemble des femelles croisées,

2% 187 /(8 =0,11 1dl P=0,70
X 812/1H87 = 0,002 1dIP~085

o5 1189/1812 =003 1diP~0,85

¥’ total =0,16 3d1P~098

f2% ]

La différence avec les souches porteuses de haplotypes f et le témoin Q est hautement
significative.
%% total =149 3dtP <0,01

Sur la base de la dimension des portées comme critére de fécondité des méles quasi-sté-
riles, on ne note pas non plus de différence significative entre la fécondité des 3 souches.
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L'analyse de la variance donne: 3%F = 2,23, non significatif au seuil P = 0,05. La distri-
bution des portées a été &tudiée pour les trois souches et comparée 2 la souche témoain (fig. 1).
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Fig, 1 : Distribution de fréquences des porlées dans les trois souches porteuses de haplotypes ¢
et dans la souche Q.

On n'a pas tenu compte des femelles qui n'ont donné aucune portée. On voit que la

distribution des portées est assez symétrique chez le témoin. Elle est, par contre, nettement
asymétrique pour les méles porteurs de haplotypes t.
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On s'est posé la question de savoir si les bouchons vaginaux étaient différents pour les
groupes de méles quasi-stériles et entizrement stériles (Tableau 3).

quasi-stériles complétement stériles
Souches fréquences des fréquences des fréquences des fréquences des
bouchors spermatozoides x 107 bouchons spermatozoides x 10°
g7/ 12 0,049 8843 0,052 6874
tled 12 0,046 4456 0,073 5791
tle12 12 0,042 6043 0,069 5178

Tableau 3 - Fréquence des bouchons vaginaux (méale/ femelle/ jour recencés pendant
une période de 3 mois environ) respectivement chez les stériles et les quasi-stériles, et corréla-
ton avec les nombres de spermatozoides / déférent x 10 ® chez les mémes males dgés de 1 an
environ.

Il n'existe aucune différence significative entre les deux groupes:
males quasi-stériles: 5F= 0,83,
males stériles: 2JF = 0,38
Pour les deux groupes: 34F= 0,125

Aucune de ces valeurs n'est significative au seuil P = 0,05

En outre, dans le tableau 3, on compare pour chaque souche, la fréquence des bouchons
vaginaux et Ja fréquence des spermatozoides. On observe une hétérogénéité dans le groupe
quasi-stérite ol I'analyse de la variance donne 2F=7,08, valeur significative au niveau P = 0,01,
Dans le groupe stérite, par conire, aucune différence significative n'apparait:

13F= 0,63 non significatif pour P = 0,05.

Si on ne Hent pas compte de la souche {L8% une certaine hétérogénéité se maintent ce-
pendant: 28F= 3,86, significatif au seuil P = 0,05

La fréquence des spermatozoides estimée pour la race témoin Q pendant la méme pé-
riode était de 5953 + 1236 x 103, visiblement du méme ordre de grandeur que chez les animaux
stériles et quasi-stériles,

368



Le tableau 4 résume les résultats obtenus concernant les fréquences de mutations 1étales
pour les trois souches et le témoin.

N. males { N, fem. | Corpora [Jeunes en Pertesavant | Pertes

Souches aoisés | fertlles | lutea vie Déciduomes implantation| totales
tLgTih 12 4 8 42 16 1 25 26
tLe9 gy 12 10 25 99 30 2 67 69
tleizgpizf ¢ 14 65 30 0 35 35
Total 20 47 206 76 3 127 130
Témoin Q| 64 i91 1829 | 1614 70 145 215

Tableau 4 - Relevé des mutations létales dominantes dans la progéniture de méles qua-
si-stériles et de femelles Q.

On voit que:

1, Il n'y aucune différence significative entre les proportions de déciduomes (jeunes
morts aprés l'implantation) chez le témoin et les souris porteuses de haplotypes k

%2 = 0,002 1d1P > 0,99
2. Par conire, il existe une différence hautement significative entre les proportions de
jeunes morts avant I'implantation:
i® total = 629 3dl P=0,001
foLg:' = 132 1dl P < 0,001
XE flgy = 343 1dl P <0,001
xﬁ flgiz = 154 1dl P <0,001 _
3, La proportion des corpora lutea par femelle fécondée est significativement plus éle-
vée chez le témoin.

1l existe done detx composantes 4 la quasi-stérilité & savoir, une diminution des taux
d'ovules fécondés et une augmentation de la mortalité embryonnaire avant Pimplantation, éva-
luée par la différence entre les taux de corpora lutea et le nombre de jeunes implantés. La part
qui revient & chacune de ces composantes n'a pas encore été évaluée,
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DISCUSSION ET CONCLUSION

L'idée qu'il existe plusieurs gines de stérilité éventuellement séparables par crossing-
over a depuis longtemps été défendue (Johnston ,1968; Lyon et Mason, 1977, Hammerberg,
1981,1982). Au départ, l'existence de 3 facteurs de stérilité: un proximal, un médian et un distal
(par rapport au centromere) a été suggérée (loc. cit.). De plus, Lyon et Mason (1977) ont postulé
une analogie {ou un linkage trds étroit) entre les genes de stérilité et de létalité (ces derniers
étant révélés A I'état homozygote). Plus récemment, Hammerberg 1982; Lyon,1984 ,1986,1989,1990 et
Lyon et Zenthon, 1987) ont suggéré qu'il existait une identité (ou un linkage tr2s étroit) entre les
genes de stérilité tesl, tes2 et tes3 (ou S1, 52, S3) et les genes de distorsion de ségrégation ted1,
ted2 et ted3 (ou D1, D2, D3) dispersés en différents lieux du complexe .

Concernant la correspondance phénoménclogique entre ces entités, deux théories voisi-
nes ont été élaborées. Pour Lyon (loc, cit.), i existe au moins 3 loci de distorsion de ségrégation
qui, par intermédiaire de facteurs inconnus, exercent un effet délétere sur l'alitle sauvage d'un
locus appeié répondeur {responder) ou Ter. Selon ce schéma, l'allele de Ter, Tert, présent dans
les spermatozoides des méles porteurs de haplotypes f serait plus résistant & l'action des fac-
teurs de distorsion . i en résulterait que chez tes méles hétérozygotes pour le complexe ¢, la ma-
jorité des spermatozoides capables de féconder seraient porteurs de Ter*. Cependant , lorsque
les génes de distorsion sont homozygotes , les deux alldles du répondeur seraient également
sensibles ce qui conduirait & la stérilité méle. Néanmoins , de nombreuses différences pourraient
exister, soit dans le nombre de génes de distorsion, soit dans leur combinaison en position cis
ou trans (Lyon et Zenthon, 1977). Concernant la stérilité, les expériences suggdrent que la pré-
sence du géne 51 méme A l'état homozygote, n'est pas suffisante pour entrafner la stérilité. La
présence de 52 a I'état hétérozygote au moins est requise. Il semble bien que S3 interagisse avec
les deux autres génes mais la nature de cette interaction »’ a pas encore été précisée.

Des résultats récents (Lyon ,1990) suggerent que des différences intrins2ques puissent
exister au niveau des répondeurs probablement dans la séquence de bases de PADN, La concep-
tion de Hammerberg(1981,1982) differe principalement en ce qu'il ne fait pas intervenir de systa-
me répondeur. Jusqu'a présent, les bases moléculaires de ces théories génétiques n'ont pas été
élucidées. La situation est peut-étre plus compliquée.

En effet, Silver et Remis(1987) ont montré que sur 9 régions identifiées sur le complexe #,
5 avaient un rapport avec les génes de distorsion bien qu'‘aucune retation avec le géne de stérili-
t n'ait &té mise en évidence pour plus de 3 génes. Comment nos résultats s'insérent-ils dans ces
schémas?

La présente recherche confirme que, dans les souches ubilisées au cours des croisements,
la stérilité ne peut étre imputée a des anomalies méiotiques, conduisant notamment 2 l'oligos-
permie, 'asthénospermie ou Ia tératospermie. Parmi les méles, il existe deux groupes qui n'ont
pas été distingués dans la littérature : ceux qui sont completement stérites et ceux-gui jouissent
d'une fertilité réduite. La présente recherche a montré que dans notre souche $812, 1a propor-
tion de males completement stériles était significativement plus élevée. Les différences de pro-
priétés suggdrent que les trois haplotypes dérivés de £12 sont bien différents. Quelle est la na-
ture de ces différences 7 On admet généralement que I'origine des haplotypes ¢ partiels réside
dans la formation d'un crossing-over exceptionnel dans une région ol celui-ci est normalement
inhibé. Dans le cas présent, les haplotypes partiels 18 doivent provenir du hag)iotype complet
12 3 1a suite d'un crossing-over se produisant chez un des parents anoures T/P2, Ces crossing-
gvers peuvent se produtire, non seulement dans la souche anoure dorigine mais encore chez les
descendants femelles combinant les deux haplotypes 112 et I'8 recroisés avec les males anoures
T/ 112, Ces crossing-overs produiraient donc des combinaisons différentes des génes de stérilité,
a partir du haplotype complet #Z qui, par définition , les contient tous. Suivant les théorles
énoncées et, soit que l'on fasse intervenir un géne répondeur ou non, les diverses combinaisons
de génes de stérilité et leur état homozygote devraient expliquer les différents gradients de fer-
tilité. Quelle relation cette autre forme de stérilité présente-t-elle avec le complexet?

370



I{ est évident que cette cause de stérilité due aux mutations létales précoces, peut étre
dépendante de n'importe quelle région du génome . Cependant, des expériences précédentes
ont moniré qu' elle existait aussi dans les croisements de males anoures T/#2 et de femelles Q
normales {J. Moutschen,1980).

Or, l'existence d'une forte distorsion de ségrégation en faveur du haplotype complet #12
laisse fortement présumer que le ou les facteur(s) responsable(s) de cette stérilité est ( sont) loca-
lisé(s) dans le chromosome 17, sinon dans le complexe { lui-méme.

Peut-étre , y a-t-if méme une analogie avec un des génes de stérilité connus. Clest 13,
une nouvelle hypothdse de travail pour les recherches futures.

D'aprés l'analyse de la distribution des portées observées pour les trois haplotypes, il
n'est pas actuellement possible de discriminer les différentes classes de stérilité,

Dans 'hypothese d'une analogie entre les génes de stérilité et ceux de distorsion de sé-
grégation , il serait opportun de tester les haplotypes {18 du point de vue de cette dernidre pro-
pri¢té,

Dans le contexte de la stérilité, H faut insister sur le fait que nos expériences montrent
nettement qu'une partie de celle-ci provient dans nos trols souches, d'une mortalité zygotique
avant implantation intra-utérine. On peut penser qu'une certaine proportion de males
catalogués comme étant compltement stériles a pu éventuellement engendrer 100% de mortali-
té zygotique avant implantation intra-utérine.5i I'on admet que chaque haplotype f posstde
deux inversions, l'une proximale, I'autre distale, qui sont les causes d'inhibition du crossing-
over , il devient évident que, dans les combinaisons de haplotypes ¢, dans lesquelles ces inver-
sions apparaissent 2 I'état homozygote, te crossing-over est rétabli {Artzt et al.1982). Cette resti-
tution devrait donc s'effectuer chez les femelles qui combinent le haplotype f complet et un ha-
plotype t partiel. Elle expliquerait les proportions de méales complétement stériles et quasi-stéri-
les obtenues {tableaud) sur la base de 'effet anisodyname des génes de stérilité tel qu'il a été
postulé dans les théories énoncées (loc.cit.).
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