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INTRODUCTION

Les possibilités de conserver le sperme de poisson aprés prélévement
offrent de nombreux avantages tant du point de vue de |'‘expérimentation que
de la pratique piscicole. Entre autres : transport du sperme, croisement et
hybridation, simplification du travail lors des opérations d'insémination, etc. On
peut envisager des conservations & long terme gréce & la congélation du sperme
a basse température (— 1960 C) dans !'azote liquide. Cette méthode a été
tentée avec succés chez les poissons marins (BLAXTER, 1953 ; MOUNIB et al.,
1968 ; PULLIN, 1972 ; BILLARD et DUPONT, 1975), mais chez les salmonidés
(OTT et HORTON 1971 ; GRAYBILL et HORTON, 1969 ; STEIN, 1975; BILLARD
et al., non publié), du fait de I'hétérogénéité des résultats et des taux de fécon-
dation sensiblement diminués par rapport au sperme frais, cette approche n’est
pas encore utilisable en pisciculture. Une autre méthode consiste a pratiquer
une conservation de durée plus limitée (quelques semaines) a des températures
voisines de 0°C en utilisant des produits colloidaux (BRATANOV et DIKOV,
1961) ou des cryoprotecteurs (TRUSCOTT et al., 1968). Le présent travail rapporte
I'emploi de cette méthode sur la truite arc-en-ciel.
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel animal

Les géniteurs en provenance de piscicultures privées sont stockés au
laboratoire en eau douce recyclée et thermorégulée (10-120C). La spermiation
des males a débuté vers la fin novembre et I'expérimentation a débuté au début
janvier. Les gamétes sont prélevés sur animaux non anesthésiés de la fagon
suivante : aprés séchage de la région génitale, le sperme est recueilli dans les
tubes & essais par légére pression manuelle sur la région abdominale, puis
stocké en bain marie & + 50C. Les échantillons contaminés par de ['eau,
du sang ou des matiéres fécales sont éliminés.

Les ovules sont prélevés sur des femelles ayant ovulé dans les deux
semaines précédentes. Le liquide ccelomique est éliminé par filtration ; les ceufs
de plusieurs femelles sont soigneusement mélangés et répartis par lots de 200
environ.

2. Méthode de dilution

On emploie soit un mélange de sperme de plusieurs males, soit le
sperme de méles pris individuellement.

3. Méthodes utilisées

a) Détermination de la température de début de congélation
(température de congélation commengante = ToC.C.) (FAUCON, 1969)

Pour déterminer la ToC.C. du sperme de truite, nous utilisons la technique
de microanalyse différentielle (micro ATD) qui consiste & étudier les variations
de la température (AT) du sperme dilué au cours de son refroidissement quand
il est plongé dans un bain d'alcool & — 40°C. Pour chaque échantillon la
température est enregistrée toutes les 30 secondes jusqu’au moment ou elle se
stabilise, L'établissement de la courbe AT en fonction du temps permet de

To'Tt

déterminer la vitesse moyenne de congélation : Vm =
t
T, : O°cC

T; : température finale constante
t : temps pour passer de T, a T; en minutes.

b) Préparation du sperme pour la conservation & températures voisines
de O°C (au-dessus de a T°C.C)

Le sperme prélevé est transporté en chambre froide (4 2°C). Aprés
équilibration de la température on effectue les dilutions avec les différents
milieux tamponnés & PH 9.0 figurant dans le tableau 1, et auxquels on ajoute
5 9% de cryoprotecteur, soit : 2,6 ml de sperme + 0,25 ml de cryoprotecteur
(DMSO - Prolabo R.P. ou Ethyléne-Glycol (EG) TOUZART ET MATIGNON)
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TABLEAU 1
COMPARAISON DES DILUEURS UTILISES

Milieu minéral Cortland difie Dilueur d'insémina-
de liquide séminal |COrtland moditie |;on onrichi en K*

Dilueurs (dapres BILLARD | (daprés TEUS | (dapres BILLARD,

et al. 1974) COTT et al. 1968) 1975)
NaCl 5,775 g/l 1,88 g/l 5,55
CaCl, . H,O 0,237 0,23 0,06
KCI 1,886 7,20 2,236
NaH,PO, . H,0 0,41
NaHCOQO, 1,00 (1)
MgSO, . 7H,0 0,243 0,23 0,06
Glucose 1,00
Tampon (nature glycocolle 0,02M {Glycolle 0,02 M Hepés-NaOH
et volume) Tris 002 M [Tris 0,02 M 0,04 M

10 9% 10 9% 5 %

Pression
osmotique finale 255 261 250
pH 9.0 9.0 9.0

(1) NaHCOs est dissous & part et ajouté aprés.

TABLEAU 2
ECHELLE ARBITRAIRE POUR APPRECIER LA MOTILITE DES SPERMATOZOIDES

Valeur ' Observations

5 Tous les spermatozoides se déplacent vigoureusement ; impossibilité
de fixer la’ vue sur aucun d’entre eux

4 La majorité des spermatozoides se déplace encore rapidement ; seuls
quelques-uns sont visibles du fait de leur déplacement plus lent

3 Les spermatozoides présentent trois comportements (en nombre
sensiblement égaux) :

— soit ils se déplacent vigoureusement

— soit ils se déplacent lentement

— soit ils sont immobiles

2 Peu de spermatozoides se déplacent rapidement; quelques-uns se
déplacent lentement. La majorité des spermatozoides est immobile

1 Seuls quelques spermatozoides ont une légére agitation

0 Tous les spermatozoides sont immobiles
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Lourbe mod&le de détermination de la température de

12
Figure 4 :
début de cong&lation (T°C.C.)
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TABLEAU 3

Température de début de congélation (T°C.C.)
des trois dilueurs additionnés de DMSO et d'E.G.
Vitesse de congélation des trois .dilueurs et des deux cryoprotecteurs

Vitesse de
Dilueur Cryoprotecteur ToC.C. congélation
Cortland D.M.S.0. —19 3o/mn
modifié
M.M.L.S. D.M.S.0. —21 3,1°/mn
K* D.M.8.0. —20 2,60/mn
-
Cortland E.G. —20 3,59/mn
modifié
M.M.L.S. E.G. —22 3,39/mn.
K+ E.G. —20 3,19/mn

(selon MERYMAN, 1971). Du sperme non dilué ou ne recevant que le cryopro-
tecteur est conservé en parallele (cf. fig. 2).

Le mélange est laissé une heure a + 2°C puis il est réparti soit en
flacons ouverts (1 volume de solution/16 volumes d'air), soit en paillettes de
200 ul de couleurs différentes. Le pouvoir fécondant est contrdlé
aprés 9 jours et la motilité du sperme est testée aprés des temps de conservation
croissants (cf. fig. 3). A chaque fois, un témoin a tester la qualité des ceufs est
constitué par un lot de 200 ovules inséminés avec du sperme frais. Le pouvoir
fécondant est représenté par le pourcentage d'eceufs embryonnés établi a
100 degrés-jour de développement embryonnaire.

La motilité du sperme est estimée selon |'échelle du tableau 2.

RESULTATS

1) Détermination de la T°C.C. et de la vitesse de congélation en fonction
du milieu de conservation utilisé

Un exemple de courbe de refroidissement obtenue suivant la technique
de microanalyse thermique différentielle est porté sur la figure 1. Sur le tableau 3
sont rassemblés les résultats associés a deux cryoprotecteurs différents (DMSO
et E.G)). Les résultats sont les suivants :

— Quel que soit le dilueur utilisé, la vitesse de refroidissement est plus
lente avec le DMSO qu'avec le E.G.

-— Les dilueurs de Cortland et le milieu enrichi en K* (tableau 1) ont une
ToC.C. plus élevée de 1,5°C que le MMLS.

2) Conservation des gameétes méales a des températures voisines de 0°C

Le sperme maintenu en paillettes n'a pas maintenu son pouvoir fécondant
et seuls les résultats correspondant aux conservations en flacons sont rapportés
ci-dessous.
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A 4+ 2°0C et & —6°C nous avons observé une perte quasi totale du
pouvoir fécondant au-deld du deuxiéme jour. Seul le sperme dilué et conservé
4 — 40C conserve motilité et pouvoir fécondant pendant plus de 2 jours. Aprés
9 jours (figure 2) quel que soit le dilueur, les spermatozoides conservés en
présence de DMSO ont gardé leur pouvoir fécondant. Dans les dilueurs de
Cortland et K*, les meilleurs pourcentages de fécondation sont obtenus avec
le DMSO. Par contre lorsqu’on utilise le MMLS, c'est en présence d’E.G. que
les résultats obtenus sont les meilleurs. On constate d'autre part que le sperme
non dilué a perdu tout pouvoir fécondant quel que soit le cryoprotecteur utilisé.
L'évolution de la motilité des spermatozoides (figure 3) montre que dans le
milieu de Cortland additionné de DMSO ou E.G. une activité des spermato-
zoides subsiste aprés 35 jours de conservation & —4oC. Le pourcentage de
fécondation mesuré parallélement pendant les 7 premiers jours est plus élevé
avec DMSO qu'avec E.G.

DISCUSSION

La motilité et le pouvoir fécondant du sperme de truite arc-en-ciel peuvent
étre prolongés notablement pendant plusieurs jours par un stockage & — 4°C
aprés dilution dans un liquide physiologique additionné d'un cryoprotecteur
(DMSO ou E.G). Des résultats ont été obtenus chez le Saumon atlantique
{TRUSCOTT et al., 1968). L'addition du cryoprotecteur seul n’est pas suffisante
pour maintenir la survie des spermatozoides et une dilution du sperme par un
apport de dilueur est nécessaire. TRUSCOTT et al. (1968) avaient déja noté la
nature toxique du cryoprotecteur sur le sperme complet.

La conservation du sperme & des températures voisines de 0°C ou légére-
ment supérieures a été fréquemment tentée chez les salmonidés avec des durées
de survie variables, mais généeralement bréves, avec diminution sensible du pou-
voir fécondant aprés quelques jours de conservation (BARRETT, 1951; WITHLER et
HUMPHREYS, 1967 ; WITHLER et MORLEY, 1968 ; POON et JOHNSON, 1970;
PLOSILA et al., 1972 ; PLOSILA et KELLER, 1974 ; STEIN et LAMINA, 1976). Mais
des durées de conservation de l'ordre de la semaine ont aussi été rapportées
(HIRO! et al, 1975; HOLTZ et al., 1976). Ces derniers auteurs montrent que
le sperme de truite arc-en-ciel maintenu & 40C dans !'obscurité et en atmosphére
saturée d’humidité conserve son pouvoir fécondant initial pendant 9 jours. En
outre, BRATANOV et DIKOV (1961) ont prétendu avoir conservé le pouvoir
fécondant du sperme de truite pendant 6 mois & 0°C, mais ces données n'ont
pas été confirmées.

La conservation du sperme d'autres espéces & des températures voisines
de 00C semble possible pour des durées de plusieurs semaines : 14 jours a
3°C pour Roccus chrysops (CLEMENS et HILL, 1969) et 2 mois a 4°C pour le
poisson chat Ictalurus punctatus (GUEST et al., 1976).

En conclusion, il apparait que la durée de conservation du sperme de
poisson aux températures voisines de 0°C ne puisse avec sécurité dépasser
quelques jours. Les grandes variations rapportées dans la littérature peuvent
étre dues 4 de nombreux paramétres qui n'ont pas toujours été définis par les
expérimentateurs, comme 'dge du sperme dont on sait qu'il peut affecter la durée
de motilité et I'aptitude a la congélation (BILLARD et de MONTALEMBERT, 1977;
BILLARD et al., 1977), la charge en protéines (BILLARD, BRETON, 1977;
SANCHEZ-RODRIGUEZ, non publié), l'équipement enzymatique (BILLARD et
BRETON, 1976). La technique de conservation reste donc & améliorer pour des
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durées supérieures a quelques jours et, dans tous les cas, il est préférable de
contréler sous microscope la motilité du sperme conservé avant de procéder
a l'insémination.
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RESUME

Le sperme de truite arc-en-ciel prélevé sur des maéales plus d'un mois
aprés le début de la spermiation a été dilué par moitié dans le milieu de
Cortland modifié¢ ou dans un milieu physiologique enrichi en KCI (2g/l) addi-
tionné de 10 9% de DMSO ou d'éthyléne-glycol (E.G.). Le sperme ainsi dilué
{1 volume sperme + 1 volume dilueur) a été placé a l'obscurité @ —4°C & I'état
non congelé. Il conserve une motilité voisine de la motilité initiale pendant 10.
jours dans le milieu de Cortland. Aprés 35 jours de conservation dans les mémes
conditions, la motilité n'est que légérement diminuée. Le pouvoir fécondant testé
aprés 9 jours de conservation dans le milieu de Cortland se maintient & son
niveau initial avec le DMSQO, mais diminue notablement (environ 50 %) avec E.G.

SUMMARY

Rainbow trout sperm taken from males. in spermiation for more than
one month was diluted in modified Cortland or in a saline plus KCI (2g/l). Cryo-
protectors were added : DMSO and Ethylene-Glycol (E.G.) at a rate of 10 %.
After dilution (sperm 1 vol 4+ diluant 1 vol) the mixture was taken in the dark
at — 4°C in a non frozen state. In the Cortland medium motility was maintained
for ten days at its initial value using either DMSO and E.G. (fig. 3). After
35 days storage motility decreased slightly. Fertilizing ability tested after 9 days
storage was maintained at its initial value only with Cortland medium + DMSO.
In the other combination Cortland + E.G. fertilizing ability dropped by nearly 50 9%
after 9 days storage.
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