INDUCTION DE LA MATURATION OVOCYTAIRE
ET DE L'OVULATION PAR TRAITEMENT
HORMONAL CHEZ LE BROCHET (ESOX LUCIUS)

C. BRY, R. BILLARD, G. de MONTALEMBERT

Laboratoire de Physiologie des Poissons, |.N.R.A.
78350 JOUY-EN-JOSAS, France

RESUME

Une expérimentation a été conduite en vue de mettre au point une
technique d'induction de la maturation ovocytaire et de l'ovulation par traitement
hormonal chez le Brochet Esox lucius. Les résultats obtenus montrent :

1) La possibilité d'induire la maturation ovocytaire et I'ovulation par une
seule injection intrapéritonéale d’hormone gonadotrope de saumon partiellement
purifiée (0,1 mg/kg) effectuée dans les 24 heures qui suivent la capture.

Le taux d'ovulation est élevé : 89 9% en moyenne, et les ovules obtenus
sont de bonne qualité (taux de fécondation estimé a 40 degrés-jours : 83 9% en
moyenne).

A 12 0oC, ['ovulation intervient 4 jours aprés l'injection hormonale. L’insé-
mination artificielle peut alors s'opérer sur les ovules des différentes femelles
que le traitement a synchronisées. Les ovules doivent étre inséminés dans les
24 heures, sous peine de vieillissement et de chute rapide de la fécondabilité.
Une bonne estimation du bilan final de !'incubation peut étre obtenue par simple
dénombrement des «ceufs blancs » & 40 degrés-jours.

2) La dégeénérescence rapide d'une grande proportion d'ovocytes consé-
cutive au transport des femelles at a leur maintien en captivité : le taux moyen
d’ovulation, de 96 %, si le traitement est appliqué immédiatement aprés la capture,
chute & 40 9, si I'animal est traité aprés 3 jours de captivité.
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INTRODUCTION

Une production réguliére et quantitative de brochetons ne peut s'envisager
qu'avec la possibilité d'obtenir, en nombre suffisant, des géniteurs femelles
matures. Or, I'ovulation ne se produit généralement pas de facon spontanée chez
des femelles Brochet capturées a I'époque de la reproduction et maintenues dans
des conditions de confinement. De plus, la plupart des femelles, alors en fin de
vitellogenése, présentent, aprés capture, des phénomeénes de dégénérescence au
niveau des ovaires, et des mortalités importantes surviennent au bout de quelques
semaines de captivité (PORTAL, 1947; CHIMITS, 1947 et 1956). Lorsque le
stockage des géniteurs s'effectue en petits étangs, les taux de survie sont
généralement satisfaisants et la séquence maturation ovocytaire - ovulation est
susceptible de se dérouler normalement. suivie de [I'oviposition et de la
fécondation (SCHAPERCLAUS, 1961 ; KAUSCH, 1976). Le rendement d’une telle
opération (nombre d'alevins nageants ou de brochetons récolités [ nombre potentiel
d'eeufs) a été rarement évalué et semble faible (inférieur a 19, - ROYER, 1971),
probablement du méme ordre cue celui observé sur les aires de fraie naturelles
(moins de 0,5%, - CARBINE, 1944).

En se basant sur I'observation du comportement de fraie ou en contrdlant
les femelles tous les deux jours, il est possible de prélever des femelles peu
aprés l'ovulation (HUET, 1972, 1976).

Cette technique de maturation des géniteurs femelles en petits étangs
s'avére cependant difficilement généralisable. En effet, les phases délicates de la
maturation ovocytaire et de !'ovulation restent soumises aux aléas climatiques,
en particulier & la possibilité de fluctuations importantes de la température
(HUET, 1972). D’autre part, les ovulations sont rarement synchronisées et peuvent
s'échelonner, d'ou !'obtention d'alevins d'dges différents qu’il faudra séparer
en autant de lots pour la période de grossissement. C'est pourquoi nous avons
envisagé au laboratoire une approche différente, en expérimentant un certain
nombre de traitements hormonaux susceptibles d'induire I'ovulation de femelles
aprés capture. La technique dite « d’hypophysation » qui consiste & administrer
a un poisson un homogénat ou un extrait plus ou moins purifié d'hypophyses a
déja été appliquée au Brochet (SORENSON et al, 1966), mais le stade de
maturité des femelles avant traitement. ainsi que le rendement de I'opération,
n'ont pas été précisés. Dans la présente expérimentation, nous avons tenté de
réduire la quantité de préparation hypophysaire injectée par adjonction d'un
progestagéne (172-hydroxy-203-dihydroprogestérone . 172-203 P). Ce progesta-
géne s’est en effet révélé capable d'induire la maturation d'ovocytes de brochet
in vitro (JALABERT et BRETON, 1973). D'autre part, cette association d'un extrait
hypophysaire et du méme progestagéne s’est avérée efficace chez la Carpe dans
certaines conditions de température (JALABERT et al, 1977).

Des résultats partiels concernant ce travail ont déja été rapportés (de
MONTALEMBERT et al., 1978 a et b).

MATERIEL ET METHODES

Les expérimentations se sont déroulées au laboratoire, a louy-en-Josas,
au printemps 1977. Des femelles de 2 & 3 ans, pesant entre 800 g et 2 kg,
provenaient d'étangs des Dombes, aprés avoir transité quelques heures dans
des viviers flottants établis sur le Rhéne (température de I'eau : de 9 a 100°C).
Le stockage des femelles au laboratoire était assuré a 'obscurité en eau recyclée
d'une température d'environ 12 oC (PETIT, 1973). Les animaux étaient anesthésiés
au Phénoxyéthanol (0.5 ml/l) avant chague intervention.



Matériel injecté

Les injections ont été pratiquées dans la cavité générale, I'aiguille (Becton
Dickinson, no 21 G1/2) étant implantée sous lune des nageoires pelviennes.
Chaque femelle regoit un volume total de 1 mi/kg. Les préparations hormonales
injectées sont les suivantes et ont été détaillées précédemment (de MONTA-
LEMBERT et al., 1978 a) :

— Gonadotropine de saumon partiellement purifiee (GSPP) ;

— 172-203 P : cette hormone stéroide est tout d'abord dissoute dans de I'alcoo!
(solution mére), puis mise en suspension dans du liquide physiologique (NaCl
8 %o) juste avant l'injection (taux d'alcool dans le produit injecté : 20 9%);

— HCG.

Détermination des stades ovocytaires

L'évolution de la maturation ovocytaire a été suvie, avant et aprés
traitement hormonal, grace a des prélévements d'ovocytes (légére pression
abdominale et expulsion de gquelques ovocytes par lorifice génital). Aprés
immersion dans la solution de Stockard, destinée a rendre visible la vésicule
germinale, les stades de maturation ovocytaire sont définis selon la classification
suivante (JALABERT et al., 1976) :

— i : vésicule germinale non périphérique ;
. vésicule germinale périphérique ;
: ovocyte en cours de maturation (vésicule germinale encore visible) ;

1
— 2
— 3 : ovocyte maturé (aprés rupture de la vésicule);
4 : ovocyte maturé et ovulé.

En début d’expérience, toutes les femelles étaient au stade i.

Détermination du taux d’ovulation

Les femelles ovulées ont été sacrifiées immediatement aprés prélevement
des ovules et les femelles non ovulées 8 jours aprés l'injection hormonale.

Les ovules recueillis ou restant dans le tractus génital femelle (la somme
des deux représentant la quantité d'ovocytes ovulés), ainsi que les reliquats
ovariens, ont été pesés dans tous les cas et le pourcentage d'ovulation (PO) est
établi comme suit :

PO = poids des ovocytes ovulés [ poids initial de ['ovaire
(poids initial de I'ovaire = poids des reliquats ovariens 4- poids des ovocytes
ovulés).

Détermination du taux de fécondation

Le taux de fécondation des ovules a été estimé d'aprés le pourcentage
d'ceufs embryonnés a 40 degrés-jours. Pour cela, environ 300 ovules par femelle
sont inséminés dans 10 m! de dilueur 532 (BILLARD, 1977) avec 10 ul de sperme
provenant d'un pool de 10 males et mis en incubation a 12 oC sur grillage fin.

Analyse statistique

La comparaison entre les divers traitements a été faite avec le test F, aprés
transformation angulaire des valeurs des pourcentages. L'intervalle de confiance
& 95Y%, est porté sur les graphiques et le tableay.



Expériences réalisées

— Efficacité de diverses préparations hormonales sur ovulation

Les préparations hormonales mentionnées ci-dessus ont été administrées
lors de la capture, seules ou en association séquentielle @ 24 heures d'intervalle,
a des lots de femelles (n variant de 7 & 15) :

GSPP : 0,1; 0,03 mg/kg de poids vif ;
HCG : 2000 Ul/kg;

172-203 P : 3 mg/kg ;

GSPP (0,03 mg/kg) + 172-203 P (3 mg/kg).

— Effet du transport des geéniteurs et de leur maintien en captivité sur
I'efficacité du traitement hormonal

Dans cette expérience, les injections hormonales (GSPP 0,1 mg/kg) ont
été faites a des temps croissants aprés la capture. Les injections ont été
pratiquées lors de la capture et 1 ou 3 jours aprés. Le taux d'ovulation et la
fécondabilité des ovules ont été mesurés.

— Effet de la rétention des ovules sur leur fécondabilité

La rétention des ovules dans le tractus génital femelle aprés ovulation et
ses effets sur leur aptitude a étre fécondés a été testée. Deux types d’'expériences
ont été pratiquées. Dans la premiére (A), 5 groupes de 2 femelles ont été utilisés.
Pour chaque femelle, I'ovulation a été induite par GSPP (0,1 mg/kg) et 1000
ovules ont été inséminés et mis en incubation selon la procédure décrite ci-dessus.
Ces opérations de prélévement d'ovules et d'insémination ont été pratiquées a
des temps croissants aprés ovulation : le jour méme de l'ovulation (Jo) pour le
groupe 1, un jour aprés ovulation pour le groupe 2 et ainsi de suite jusqu'a
4 jours. Les taux de fécondation ont été évalués a 40 degrés-jours. Dans une
seconde expérience (B), 7 femelles, maintenues & une température constante de
13oC, ont recu un traitement séquentiel de préparation gonadotrope et de
172-208 P (3 mg/kg) 24 heures pius tard; sur chaque femelle, 400 ovules ont
été prélevés, le jour de l'ovulation et au cours des 5 jours suivants, et inséminés
comme décrit ci-dessus en vue d'établir le pourcentage d’éclosion.

— Appréciation du taux d’ovules non fécondés et de I'évolution du taux
de mortalité embryonnaire par comptage des ceufs blancs

Ces observations complémentaires ont été conduites afin de déterminer si
I'évaluation du taux d'ceufs embryonnés a 40 degrés-jours constituait un critére
fidéle d'appréciation du rendement global de i'incubation (taux d'éclosion).

5 lots de 200 ovules ont eté prélevés sur 5 femelles, moins de 24 heures
aprés ovulation induite, inséminés et incubés sur clayettes & température constante
(13oC) selon le protocole déja décrit.

Les ceufs blancs ont été dénombrés chaque jour jusqu'a I'éclosion.
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Effet de la rétention des ovules sur leur fécondabilité (fig. 2)

Les effets de Ja rétention des ovules dans le tractus génital femelle
pendant des temps croissants ont été appréciés par I'évolution du pourcentage
de fécondation dans le cas de I'expérience A (fig. 2 A). Une diminution significative
(P < 0.001) de la fécondabilité des ovules a été observée entre le 2¢ et le 3e
jour de rétention. Dans i'expérience B ou l'incubation a été conduite & son terme
et les résultats représentés par le pourcentage d'éclosion, une altération signifi-
cative est observée dés le 2¢ jour (P < 0,05) et la diminution du taux d'éclosion
est encore plus marquée entre le 2¢ et le 3e jour de rétention.
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Fig. 2 : Evolution de la qualité des ovules aprés rétention dans le tractus génital

femelle pendant des temps croissants aprés ovulation.

A. La totalité des ovules a été prélevée sur 5 groupes de 2 femelles,
entre 0 et 4 jours aprés ovulation. Le pourcentage d'ceufs embryonnés
a été déterminé a 40 degrés-jours.

B. Des ovules ont été prélevés chaque jour sur 7 femelles pendant
une période de 5 jours aprés ovulation.

Le bilan de l'incubation a été fait a I'éclosion.



—_— 28 —

— Evolution du taux de mortalitt embryonnaire (fig. 3)

Les pourcentages cumulés d'ceufs blancs montrent que 80 a 90 Y, de la
totalité des ceufs blancs enregistrés au cours de lincubation sont identifiables
au cours des trois premiers jours et en particulier le 3 jour, c'est-a-dire, pour
une température constante de 130oC, avant 40 degrés-jours. On peut donc avoir
une bonne estimation du rendement globa! de l'incubation par simple dénombre-
ment des ceufs blancs & 40 degrés-jours.
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Fig. 3 : Evolution de V'apparition des ceufs blancs (ovules non fécondés et ceufs
abortifs), exprimée en pourcentages cumulés, au cours de I'incubation.
Température d'incubation : 13 °C.



DISCUSSION

Ces résultats montrent qu'une seule injection d'extrait d’hypophyses de
saumon, administrée en fin de vitellogenése et avant achévement de la migration
de la vésicule germinale, peut induire 'ovulation de Brochets femelles. Cet extrait
hypophysaire est d'activité biologique connue : l'activité gonadotrope mesurée
par le test de maturation in vitro d'ovocytes de truite (JALABERT et al., 1974) est
légérement supérieure a celle d'une autre préparation dhypophyses de saumon
SG-G100 (DONALDSON et al, 1972) et 57 fois moins active que !'hormone
gonadotrope de saumon hautement purifiee JALABERT et BRETON, non publié).
En outre, la préparation de GSPP est standardisée et basée sur la méthode
décrite par IDLER et al. (1975) et modifiée par BRETON et al. (1978). Les doses
administrées doivent étre connues avec précision. En effet, la dose de 0,03 mg/kg
provoque la maturation, mais pas l'ovulation alors qu'une dose trois plus élevée
provoque & la fois maturation et ovulation. De ce fait, 'emploi de broyats hypo-
physaires est a proscrire car l'activité gonadotrope d'une telle préparation n'est
pas connue et peut varier d'un facteur 3 et davantage en fonction de !'origine des
donneurs et de lI'époque du prélévement (BRETON et BILLARD, non publié). En
outre, un homogénat hypophysaire implique un apport élevé de protéines étran-
géres qui est susceptible de provoquer une perturbation supplémentaire. Les
conséquences du traitement avec GSPP a 0,1 mg/kg sur les cycles reproducteurs
ultérieurs n'ont pas été recherchées et restent a étudier. Les ovules obtenus par
ce traitement sont de bonne qualité comme le montrent les pourcentages de
fécondation estimés a 40 degrés-jours (83 % en moyenne).

Cependant, le méme traitement (0,1 mg GSPP/kg) appliqué en mars 1978
a cinq femelles dés leur capture dans fa région de la Somme a donné des taux
d'ovulation satisfaisants, mais des fécondabilités inférieures et plus hétérogénes
(45 % en moyenne, valeurs extrémes : 13 et 84 %). || semble, par ailleurs, que
les femelles qui ovulent spontanément dans la nature fournissent également des
ovules d'une qualité trés variable (WESTERS, communication personnelle). Une
possible rétention des ovules ne peut étre exclue dans ce dernier cas, mais les
conditions climatiques (en particulier le profil thermique au cours de fa vitello-
genése), l'alimentation et des facteurs propres a chaque femelle méritent d'étre
étudiés comme causes possibles de cette variabilité.

Dans la plupart des expériences, la survie embryonnaire au-dela de 40
degrés-jours n'a pas été étudiée. Cependant, d'aprés |'expérience rapportée dans
la figure 3, le pourcentage d'ceufs embryonnés a 40 degrés-jours (déterminé par
examen des embryons ou par dénombrement des « ceufs blancs ») donne une
bonne estimation du taux d'éclosion puisque la majorité des ceufs abortifs ou
non fécondés est identifiable dés le troisieme jour d’incubation (& 13 °C). Cette
conclusion reste cependant limitée aux conditions de la présente expérience :
ovules fraichement ovulés au départ et incubations sur clayette. En effet, 1'évo-
lution du taux de mortalité est difféerente et peut  intervenir au-delda de 40
degrés-jours dans le cas d'ovules « vieillis » dans le tractus génital femelle apres
ovulation (BRY, non publié).

L'emploi de 172-203 P, seule ou en association avec GSPP a faible dose,
ne donne que des ovulations partielles (taux d'ovulation inférieur & 50 9%,) et des
fécondabilités médiocres (20 a 40 %,), et ne peut étre retenu an vue d’application
pratique. Il est possible que, comme dans le cas de la Truite arc-en-gie! (JALABERT
et al, 1976, 1978), I'administration du traitement séquentiel GSPP 4 17x-203P
ou de 172-203 P seule a un stade plus avancé de la migration nucléaire (position
subpériphérique) donne de meilleurs taux d'ovulation et de fécondation.
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HCG qui se réveéle capable d'induire !'ovulation chez certains poissons
téléostéens (SHEHADEH, 1975) n'a eu aucun effet chez le Brochet dans les
conditions de la présente expérience.

La diminution de la réponse au traitement par GSPP chez les femelles
maintenues en captivité pendant quelques jours constitue un fait extrémement
important. Les phénomeénes de dégénérescence ovocytaire que nous avons
observés résultent trés vraisemblablement des conditions de manipulation et de
confinement. Il apparait donc que les conditions de stockage et de manipulation
des géniteurs femelies en fin de vitellogenése sont de nature a altérer leur
capacité de reproduction. Il reste a définir si, a des stades plus précoces du
développement des gonades, les animaux présentent la méme susceptibilité aux
manipulations (pendant la vitellogenése par exemple).

La chute de fécondabilité des ovules laissés dans le tractus génital de la
femelle apparait rapide chez te Brochet (2 a 3 jours) alors qu’'elle n’intervient
qu'aprés huit jours au moins chez la Truite arc-en-ciel (SAKAI et al, 1975;
ESCAFFRE et al, 1976 ; BRY, non publi¢). Cette baisse de fécondabilité s'est
produite au troisiéme jour dans I'expérience A et au deuxiéme dans |'expérience B.
il faut préciser que, dans ce dernier cas, la température d'élevage était légére-
ment plus élevée (13°C au lieu de 12°C dans ['expérience A) et que les
femelles avaient subi des manipulations répétées pendant six jours. En outre,
le traitement était différent et faisait intervenir la 172-208 P dans |'expérience B.
Ces différences peuvent expliquer la chute plus précoce de fertilité dans
I'expérience B.
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SUMMARY

The efficiency of various hormonal treatments (partially purified salmon
gonadotropin - PPSG and HCG administered alone or in association with 172-
hydroxy-208-dihydroprogesterone - 172-208 P) on oocyte maturation and ovu-
lation was investigated in submature northern pike (Esox lucius) females (at the
initial oocyte stage, the germinal vesicle was in peripheral position).

A dose of 0.1 mg PPSG/kg body weight gave satisfactory ovulation (89 %)
and fertilization (83 9%,) rates. Ovulation occured 4 days after treatment. A dose
of 0.03 mg/kg induced oocyte maturation but not ovulation. A dose of 0.03 mg
PPSG/kg followed 24 hours later by 3 mg 172-208 P/kg induced full maturation and
partial ovulation. A single dose of 3 mg 172-203 P caused oocyte maturation
in all animals and partial ovulation or no ovulation. In all treatments including
0.08 mg PPSG/kg or less, fertilization rates were low (20 to 40 9%,).

A three day captivity prior to treatment led to ovarian atresia and to a
significant decrease in ovulation rates. When eggs were left in the ovaries after
ovulation, a significant drop of fertility due to aging occured within 2 to 3 days.

A good estimate of the overall incubation success can be provided by a
simple count of dead eggs at 40 degree-days.
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