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RESUME

l.es températures supportables par les gametes de truites arc-en-ciel ont été
définies par expérimentation in vitro. Aprés prélévement sur des géniteurs élevés
a la température de 10-120 C, les gamétes ont ete dilués et exposés a différentes
températures (1 & 20 °oC pour les ovules et 0 a 30 °C pour le sperme) pendant
20 ou 40 minutes avant insémination. Les effets de différents niveaux thermiques
appliqués au moment de ['insémination ont aussi été testés.

Lorsque les spermatozoides sont mis en mouvement aprés dilution dans le
dilueur d'insémination (D.!) ils conservent leur pouvoir fécondant plus longtemps
40et5oC qua 10 et 15 oC. Si les spermatozoides sont maintenus immobiles
apres dilution dans le Milieu Minéral de Liquide Séminal (MMLS) riche en K*
le pouvoir fécondant est significativement diminué a 20 oC et dans certains
cas a 15 oC (Figures 1 et 3). En ce qui concerne les ovules, aprés 40 minutes
d'exposition la fécondabilité n'est bien conservée qu'a 1 et 50 C.

Au moment de l'insémination les températures les plus favorables se situent
entre 5 et 15 oC. A 10 C, 20 oC et au-dela, le taux de fécondation est diminué
d'autant plus que la dilution est plus forte.

INTRODUCTION

Dans le but de définir les limites thermiques supportables par les gamétes
lors de la reproduction dans un environnement nature! et les conditions optimum
de température a respecter lors de l'insémination artificielle, les ovules et le
sperme de Truite arc-en-ciel ont été soumis a différents niveaux thermiques avant
et aprés l'insémination.
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MATERIEL ET METHODES

Les géniteurs agés en moyenne de 3 ans et stockés au laboratoire depuis 1 a2
mois a la température de 10 4 12 oC proviennent de la pisciculture KAUFMANN. Les
expériences se sont déroulées entre novembre et janvier. La procédure ex-
périmentale était la suivante :

1) Effets sur la survie des gametes

Aprés leur collecte les ovules et le sperme sont adaptés aux températures
expérimentales progressivement en 20 minutes, puis sont dilués dans les condi-
tions suivantes :

— le sperme est dilué dans le dilueur d'insémination (D.) (PETIT et al.,
1673) ou le Milieu Minéral de Liquide Séminal (MMLS) (BILLARD et JALABERT,
1974). Dans le D.l les spermatozoides deviennent immédiatement mobiles et les
effete de la température portent alors sur la survie des spermatozoides en
mouvement. Dans le MMLS, qui est riche en K*, les spermatozoides sont immo-
bilisés et les effets de la température portent dans ce cas sur la survie des
spermatozoides maintenus immobiles. Le taux de dilution du sperme varie entre
107! et 107° (soit 1 ml a 0,1 nl de sperme dans 10 m! de dilueur et pour environ
200 ovules). Les températures testées sont 0, 5, 10, 15 et 20 oC.

— les ovules sont dilués dans le D (environ 200 ovules dans 10 ml). Les
gamétes ainsi dilués sont exposés aux différentes températures (1, 5, 10, 15
et 20 oC) pendant des temps croissants (entre 1 et 20 ou 40 minutes). lls sont
ensuite ramenés a une température standard qui sera la température d’incubation
(10 °C) pendant 20 minutes ; l'insémination est alors pratiquée selon le plan
sperme ou ovules dilués et soumis aux températures expérimentales x sperme
ou ovules non dilués et maintenus & la température ambiante (10 <QC).

L'insémination est pratiquée directement dans le milieu d'exposition D.I|
ou MMLS. Lorsque la dilution est faite dans le MMLS, le systéme de double
ditution (BILLARD et JALABERT, 1974) est utilisé lors de I'insémination.

2) Effets de différents niveaux thermiques appliqués lors de I'insémination
sur le taux de fécondation.

Comme dans le cas précédent, les gameétes sont progressivement adaptés en
20 minutes aux températures expérimentales comprises entre 1 et 30 oC. L'insémi-
nation est alors pratiquée avec le D.I. préalablement amené aux mémes tempé-
ratures.

3) Les conditions d’incubation et appréciation de I'effet des traitements.

Pendant les 15 minutes qui suivent 'insémination, les ceufs sont laissés a
ia température ambiante de la salle d'incubation (10 °C), puis sont transférés
dans les incubateurs ou I'eau est thermorégulée a 10 oC. Aprés ces 15 minutes
de stabilisation, les ceufs des lots dont les températures sont les plus extrémes
(1 a4 20 °C) ne peuvent pas atteindre la température de 10 oC, de sorte qu’ils
subissent nécessairement un choc thermique lors du passage dans l'eau des
incubateurs. Afin d'apprécier d'éventuels effets dus & ce choc thermique, une
méme série expérimentale a été incubée 3 10 °C comme décrit ci-dessus, a 6 oC
(pour les traitements a 0, 5 et 10 ©C), et a 15 oC (pour les traitements a 10,
15 et 20 oC). Les traitements sont appréciés par le pourcentage d'ceufs em-
bryonnés observés au 10e jour d'incubation. Les oeufs, d'ailleurs peu nombreux,
qui présentaient, &4 10 jours, un début de développement, ont été comptés, ce qui
représente une approche du pourcentage de fécondation.



RESULTATS

Effets de la température sur les gameétes

— Le sperme : Lorsque le sperme est dilué au taux de 107* dans le D.
le pouvoir fécondant est conservé a son niveau initial pendant une minute a 0c C
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Figure 1 : Effet de !'exposition du sperme a différentes températures avant

insémination sur le pourcentage de fécondation (apprécié par le pourcentage
d'ceufs embryonnés a 10 jours). Le sperme est dilué dans te DI (spermatozoides
mobiles) ou dans le MMLS (spermatozoides immobiles).

Dilution du sperme : 107°

et 30 secondes a 5° C (figure 1). Aux températures de 10 et 15 oC le pouvoir
fécondant est significativement diminué¢ dés la 30¢ seconde de dilution. Aprés
4 minutes d'exposition le pouvoir fécondant n'est que iégérement diminué a 0 °oC
alors quil a fortement decru pour les autres températures testées. Avec des
taux de dilution croissants et pour des durées d'exposition plus longues (figure 2),
on note que le pouvoir fécondant peut étre maintenu au moins partiellement
pendant 40 minutes a la dilution 10! aux températures de 1, 5 et 10 oC. A 15 et
20 oC la fécondabilité a fortement diminué ; la méme évolution se manifeste a
la dilution de 1072 A 20 oC, & la dilution de 1073, aucune fécondation n'est
observée aprés une durée de dilution d'une minute.
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Figure 2 : Evolution du pouvoir fécondant du sperme soumis 3 différentes tempé-
ratures pendant des durées croissantes.
Dilution : Il 107'; @ 1072; A 107%; O 10

Aprés dilution a 107 dans le MMLS la survie du sperme se maintient & son
niveau initial pendant 40 minutes pour les températures de 0 a 15 oC, alors
qu'elle diminue significativement si I'exposition est faite a la température de
20 °C (figure 1). Dans certains cas, cependant, et pour la méme dilution, le
pouvoir fécondant s'abaisse au-dela de la 10e minute aux températures de 10
et 15 °C, et & 20 oC se trouve diminué¢ dés la premiére minute d’exposition
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Figure 3 : Evolution du pourcentage de fécondation aprés exposition du sperme
dilué dans le MMLS & des températures de 10, 15 et 20 oC.
Dilution du sperme : 107°



(figure 3). D'autres expériences ont montré que le taux de dilution pouvait in-
terférer avec les effets de la température : apres 20 minutes d’exposition a la
température de 20 °C on observe des fécondations & la dilution de 107!, alors
que le pouvoir fécondant est complétement perdu a 107% (figure 4). Dans I'ex-
périence rapportée dans la figure 5, aprés 40 minutes d’'exposition, le pouvoir
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Figure 4 : Evolution du pourcentage de fécondation (exprimé en p. 100 par
rapport aux témoins inséminés a 10 oC) en relation avec la durée et la température
d'exposition du sperme dilué dans le MMLS avant insémination.

Taux de dilution : 107! et 1072
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fécondant commence a diminuer au-dela de 15 °C a4 107° et de 20 oC a 1072; a
25 oC a 107! le pouvoir fécondant est maintenu a son niveau initial.

Figure 5 : Pouvoir fécondant du sperme dilué dans le MMLS aprés 40 min.
d’exposition avant insémination & des températures croissantes et pour des taux
de dilution de 107!, 102 et 1073

— Les ovules : La fécondabilité des ovules exposeés aux différentes tempé-
ratures expérimentales diminue rapidement & 15 et 20 oC. Aprés 40 minutes
le niveau de fertilité des ovules n'est bien conservé qu'aux températures de
1, 5 et 10 oC (figure 6).

Les expériences destinées a vérifier les effets du choc thermique lors des
transferts aux températures expérimentales et passage a la température d'in-
cubation ont montré que ces effets étaient négligeables.
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Figure 6 : Evolution de la fécondabilité des ovules dilués dans le DI et exposés
avant insémination a des températures comprises entre 1 et 200°C,

Effets de la température d'insémination sur le taux de fécondation.

Lorsque Il'insémination est pratiquée dans une gamme de températures
allant de 1 oC a 30 ©oC, il apparait que le taux de fécondation obtenu entre
5 et 15 oC est meilleur qu'a 1 °oC, 20 oC et au-dela (figure 7). A 1 et 20 <C,
les pourcentages de fécondation sont significativement diminuées (P < 0,05}
(figure 7). Les effets de la température apparaissent d'autant plus nettement que
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Figure 7 : Effet de la température d'insémination sur le taux de fécondation,
Taux de dilution : [l 107%2; @ 107°; A 107%; O 1075

la dilution est plus forte. En effet, I'effet du taux de dilution déja visible sur
la figure 7 apparait plus nettement dans le cas de I'expérience rapporté dans la
figure 8 ; aux fortes dilutions 107 et 107°, le pourcentage maximum de fécondation
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Figure 8 : Effets de la température d'insémination sur le taux de fécondation.
Dans cet essai, le sperme du male utilisé s'est révélé beaucoup plus sensible a la
dilution que dans le cas de la figure 7.

est obtenu a 5 ¢C. D'une fagon générale le taux de fécondation est fortement
diminué au-dela de 20 °C, mais ne devient nul qu'a la température de 30 °C.

DISCUSSION

La température a laquelle se déroule linsémination est susceptible d'af-
fecter le pourcentage de fécondation des ceufs de Truite arc-en-ciel. Les tem-
pératures optimum auxquelles doivent se trouver les gamétes et le dilueur
lors de l'insémination se trouvent comprises entre 5 et 15 oC. Dans le cas de
certains géniteurs, et dans des conditions limites, par exemple aux fortes dilu-
tions, il semble que les températures les plus basses soient les plus favorables.
L'effet défavorable des températures voisines de 0 °C rencontré dans la plupart
des expériences ne semble pas devoir étre attribué au choc thermique lors du
passage de 1 & 10 oC. Il se pourrait que les effets défavorables des basses
températures, notés chez les Salmonidés par PETRENKO (communication person-
nelle) et COMBS (1965) au début du développement embryonnaire, se mani-
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festent dés la pénétration du spermatozoide dans l'ovule. Au-dela de 1§ oC le
pourcentage de fécondation est diminué, mais ce n'est qu'a 30 °C que la fécon-
dabilité est totalement inhibée.

L'examen des effets de la température appliquée sur les gamétes avant la
fécondation montre que les ovules sont plus sensibles a la température que les
spermatozoides, lesquels peuvent supporter au moins aux faibles dilutions des
températures de 25 oC. Les résultats de la figure 1 semblent montrer qu'a la
température de 0 °C la durée de motilité des spermatozoides dilués a 10~% dans
D.I est prolongée. Aux dilutions plus faibles, 102 et 107}, la conservation du
pouvoir fécondant du sperme pendant 20 ou 40 minutes est vraisemblablement
due au fait que les spermatozoides ne sont pas tous mis en mouvement
par la dilution. On se trouve alors ramené a la conservation de la
survie des spermatozoides restés immobiles comme dans le cas de
la dilution avec le MMLS. Les différences observées entre les expériences pro-
viennent vraisemblablement de variations individuelles dans les qualités des ga-
métes ; il semble en effet que la résistance a la dilution varie d’'un animal a
l'autre et diminue au cours de la saison de reproduction (données non publi¢es).
il est difficile, a partir de ces résultats, d'attribuer les effets observés directe-
ment & la température elle-méme ou aux variations des teneurs en oxygéne qui
en découlent, mais en ce qui concerne la fécondation, il semble que les besoins
en oxygene soient faibles, car dans des milieux appauvris en oxXygéne par barbo-
tage d'azote, il est possible d'obtenir des fécondations (BILLARD, non publi€).

Plusieurs auteurs (HAMOR, 1966; TURDAKOQV, 1971) ont déja constaté
que la survie des spermatozoides décroit lorsque la température augmente, mais
le seuil thermique & partir duquel la motilit¢ présente une chute brutale est
relativement élevé par rapport & la température léthale de I'espéce (45 °C chez
la Truite arc-en-ciel, HAMOR, 1966; 44 ©oC chez la Carpe, TURDAKOV et
AMINOVA, 1973). Dans la présente expérience, il n'y a pas de fécondation a
30 oC, mais cela peut étre le fait des ovules dont nous avons vu qu’ils étaient
plus thermosensibles. Les températures élevées sont également défavorables a
la conservation du sperme (HIROI et al., 1973). Il ressort que la gamme des
températures que peuvent supporter les gamétes de Salmonidés est beaucoup
plus large que celle que peut tolérer le développement embryonnaire : 7 a 10 oC
pour la Truite arc-en-ciel (KWAIN, 1975), maximum de 10 °C pour le Saumon
de fontaine (HOKANSON et al., 1973).

Parmi les autres espéces sur lesquelles nous disposons d'informations,
soulignons les résultats de MAY (1975) qui note chez Bairdiella icistia des fé-
condations dans une large gamme de températures : 18 - 30 oC, alors que les
fécondations optimum pour le développement embryonnaire seraient plus étroites
(21 - 27 <C).
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SUMMARY

Temperatures susceptibility of rainbow trout gametes was defined following
in vitro experimentation. Brood stock reared at 10-12 oC were handstripped and
gametes were diluted and submitted to various temperatures (1 to 20 oC for ova
and 0 to 30 °C for sperm) for 20 or 40 min. before insemination. Effects of various
temperatures at the time of artificial insemination were also investigated.

When spermatozoa are diluted in the Diluent for Insemination (D1) (in which
they are motile) fertilizing ability is better maintained at 0 and 5°C than at 10 and
15 oC. If spermatozoa are kept immobile (after dilution in MMLS enriched in K%
fertilizing ability is significantly decreased at 20 oC (fig. 1) and sometimes at 15 oC
(fig. 3). Following 40 min. exposure to the experimental temperature fertilization
of ova was maximally maintained only at 1 and 50C.

At the time of insemination, the most favourable temperatures are located
between & and 150C. At 1°C, 20°C and higher the percentage of fertilization is
reduced especially when the rate of dilution is high.



