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INTRODUCTION

La survie de l'espéce Saumon atlantique (Salmo salar L.) est sérieusement menacée
sur plusieurs bassins fluviaux frangais. Sur l'axe Loire-Allier notamment, l'accés aux
frayéres devient de plus en plus difficile, compromettant la reproduction naturelle (CUINAT,
1976). Parmi les mesures de sauvegarde mises en ceuvre, le Conseil Supérieur de la
Péche preléve, pour les faire pondre a la salmoniculture dAUGEROLLES (Puy-de-Déme)
(CUINAT, 1978), des Saumons adultes, soit au printemps soit & l'‘automne (mi-septembre
a mi-octobre) dans I'Allier a VICHY (CUINAT et al, 1980).

Les stress liés a la capture, au transport et au séjour en étang, peuvent augmenter
les mortalités de ces géniteurs avant méme qu'ils n'arrivent au stade d’ovulation et de
spermiation oU les gamétes pourront étre utilisés pour la reproduction artificielle (novembre
a début décembre)

Il est apparu utile, pour essayer de limiter les pertes de gameétes dlhes a ces
mortalités, de hater la ponte. Peu applicable chez les sujets capturés au printemps, une
telle intervention semble par contre intéressante pour ceux prélevés et transportés en

automne, dans la mesure notamment oU les traitements pourront étre effectués a I'occasion
de ce transport
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Des expériences antérieures avaient montré la possibilité davancer notablement la
date d'ovulation chez 'a truite arc-en-cie (Salmo gairdner.) {JALABERT et a/,1978 a) et
chez le Saumon coho (Oncorhynchus kisutch, WALBAUM) (JALABERT et al. 1978 b). Ces
resutats avaent eté obten.s per injection soit 42 gonadotropine de saumon partiellement
purifiee (G.S.P.P.), soit d'une hormone stéroide vo'sine de la progestérone, o 17 2% hydroxy-
20 3 dihydroprogestérone (17 %-20 3 P.) L'ovulation (Iibération des ovules mirs dans la cavite
«bdominale, chez les Salmonidés) est nécessairement précédée du phénoméne de matu-
ration ovocytaire, ensemble de phénoménes complexes qui marquent la fin de I'ovogenése
et de la vitellogenése en isoant le gameéte femelle de ! ovaire maternel et en le préparant
@ la fécondation et au développement embryonnaire; les phénoménes de maturation
ies plus visibles intéressent le vitellus (qui change de structure et devient trans'ucide) et
le noyau, ou veésicule germinative. qui disparait (reprise de la méiose jusqu'a la métaphase
de 2 division)

On sait maintenant que le déclenchement de la maturation ovocytaire est du
a l'action directe sur les ovocytes de la 17 2-20 5 P produite dans !'ovaire sous l'action
de la gonadotropine hypophysaire 3tH (JALABERT, 1976). La 17 2-20 3P peut étre syn-
thetisée au laboratoire a partir de la 17 2 hydroxy-progestérone (FOSTIER et al, 1973) et
il serait avantageux de l'utiliser pour déclencher artificiellement la maturation et I'ovulation
de préférence a la gonadotropine, protéine complexe d'un poids moléculaire voisin de
30 000 extraite des hypophyses de Salmonidés (BRETON et al., 1976)

En fait I'utilisation directe de la 17 2-20 3P & un stade trop précoce peut présenter
I'inconvénient d'induire la maturation en l'absence d'ovulation (JALABERT et al, 1978 a et b).

Les essais rapportés ici visaient a définir chez le Saumon atlantique le traitement
le plus efficace et le plus avantageux pour avancer la date d'ovulation, compte tenu des
observations antérieures chez la Truite arc-en-ciel et le Saumon coho.

MATERIEL ET METHODES

Etant donné la grande taille, le faible nombre et la valeur des Saumons adultes
sauvages disponibles, il aurait été trés difficile de procéder & une expérimentation com-
portant plusieurs lots, avec des effectifs suffisants dans chacun d'eux.

Les essais ont donc été menés sur des Saumons issus d'ceufs de reproducteurs
sauvages (souche Allier), mais élevés en pisciculture a AUGEROLLES et conservés en
captivité aprés le stade smolt. La plupart de ces animaux «enfermés en eau douce »
étaient &gés de trois ans et effectuaient leur premiére maturation sexuelle, alors que
quelques individus seulement, survivants d'une reproduction antérieure, étaient agés de
quatre ans; ils ont été répartis au hasard dans les différents lots expérimentaux. La
distribution de la population par classes de poids est représentée sur la fig 1.

A l'exception de 30 femelles conservées comme témoins pour connaitre la date
d'ovulation naturelle en I'absence de toute manipulation excessive, les femelles utilisées
pour l'expérience ont été marquées individuellement (marques plastiques souples floy-tag,
insérées sous la nageoire dorsale).

Lors de chague manipulation, les poissons ont été anesthésiés dans une solution
aqueuse de 2-phénoxy-éthanol (Merck) (0.5 9%). Les différentes doses d'hormones ont
été administrées dans un volume de solution physiologique (Na Cl 9 %o) ajusté au poids
corporel & raison de 1 mi'kg, en injection intrapérinotéale.

La gonadotropine partiellement purifiée (G.SP.P.) a été préparée a partir dhypo-
physes lyophylisées de femelles de Saumon chinook (Oncorhynchus tshawitcha) collectées
lors de la ponte a l'écloserie de SPRINGCREEK (WASHINGTON, US.A): les étapes
de purification de la G.S.P.P. sont identiques a celles décrites pour la purification de
la gonadotropine s-GtH (BRETON et al. 1978) mais ne comportent pas les deux phases
chromatographiques finales sur DEAE-cellulose et sur ACA 54. Sous forme lyophylisée,
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Figure 1 : Distribution de la population de Saumons «enfermés en eau douce » utilisés
pour l'expérience, en fonction du poids (intervalles de classes de 50 g).

100 mg de G.SPP presentent une activité biologique équivalente a 174 mg de s-GtH
{deéterminée par dosage biologique selon JALABERT et al. 1973).

La 17 2-20 3P & été préparée selon la méthode decrite par FOSTIER et al., (1973)
et présente une contamination (inférieure 4 209%) par de la 17 2 hydroxy-progestérone
non réduite. Avant injection, ce stéroide est préalablement dissous dans !'éthanol pur
(15 mgml) puis floculé par dilution au 15° dans la solution physiologique d'injection
(concentration finale de la suspension injectée : 3 mgml).

La température de l'eau, 9°C le 17/10, s'est abaissée progressivement jusqua 6 C
le 2010 et s'est maintenue sensiblement a 6” C jusquau 28/10 (tabt. 1).

Compte tenu de la durée des processus de maturation connue chez la Truite
arc-en-cie! (JALABERT, 1978 a) et chez le Saumon coho (JALABERT et al. 1978 b) ainsi que
de !a température de I'eau mentionnée ci-dessus, les @nimaux n'ont ete manipu'és a nouveau
que le 2510, le 2810, le 3110 et enfin le 712 pour déceler. par massage abdominal. les
femelles ovulées.

La production d'eeufs de chaque femelle a étée pesée, puis les pontes ont éte
regroupées par lots correspondant aux differents traitements, et inséminées artificiellement
selon la méthode de BILLARD et al. 1974 Lua proportion de males spermiant spontanément
2 cette épogue n'a pas nécessite de recourir a une stimulation hormonale

Les ceufs ont été incubés sur clayettes et les ceufs b'ancs ont ete dénombrés
et éliminés réguliérement
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Tableau 1 : CALENDRIER ET NATURE DES INJECTIONS PRATIQUEES DANS LES DIF-
FERENTS LOTS EXPERIMENTAUX.
P .17 hydroxy-20 dihydroprogestérone 3 mg/kg
f et F : Gonadotropine de Saumon partiellement purifice (GSPP)

f1 0.1 mg/kg F1 0.8 mgkg
f2 0.05 mglkg F2 0.4 mgkg
f3 0.025 mglkg F3 0.2 mglkg
, o L o
Nombre 1710 2010
Lot n” de aprés 1910 apreés
‘§ Femelles | midi matin midi
|
| 11 20 f1 — F1
12 20 f1 f1 Fioo DATE TEMPERATURE
| i
13 21 f1 f1 P 17110 9° C
| 18/10 8°5C
| 19/10 7°2C
21 20 F2 - F2 20110 6 C
22 20 f2 f2 F2 2610 6 C
! 28/10 6 C
23 20 f2 f2 P
! |
| 3.1 21 £3 — F3
.32 21 £3 f3 F3
) !
i 33 21 £3 £3 P ;

RESULTATS

Le pourcentagre des femelles ovulées a partir du 2610 dans les difféerents lots
est indiqué sur la figure 2.

L'analyse de variance (aprés transformation des proportions p grace a la trans-
formation X = arc sin Vp) met en évidence un effet nettement significatif (au seuil
p = 5%) de la dose de traitement d'une part, et du type de traitement d'autre part.
le 26'10. A partir du 2810 aucune différence significative entre lots ne peut plus étre
mise en évidence.

La signification de la différence entre les proportions de réponses le 2610 dans
les différents lots pris deux & deux est présentée dans le tableau 2. A cette date le
traitement le plus efficace est constitué par la double sensibilisation gonadotrope a forte
dose f1 - f1, suivie du traitement par la 172-20 3P le pourcentage de réponse est
voisin de 100, alors que 2 femelles témoins seulement sur 30 seront ovulées le 711,
ce qui permet d'évaluer I'avance obtenue & 2 semaines au minimum.

La quantité moyenne d'ceufs émis par les femelles des différents lots est indiquée
dans le tableau 3. Ces quantités varient de 12 & 159 du poids corporel selon les lots
et ne présentent généralement pas de différences significatives.

La proportion de survie des ceufs jusqu'a l'éclosion a été de l'ordre de 25% en
moyenne Compte tenu du mode d'incubation (pontes regroupées par lots) il n'a pas
été possible de mettre en évidence de différences significatives éventueilement liées
a la nature du traitement
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Figure 2 : Pourcentage de femelles ovulées dans les différents lots en fonction de la date

aprés la premiére injection.
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Tableau 2 : EFFET DU TRAITEMENT DE LA DOSE SUR LE POURCENTAGE D'ANIMAUX

OVULES LE 26 OCTOBRE

Différence entre lots non significative (NS), significative (S, seuil p
0.1) ou trés hautement significative

hautement significative (HS, seuil p

(THS, seuil p = 0.01).
EFFET DU TRAITEMENT :

DOSE 1 DOSE 2
f1-0-F1}NSg f2-()-F2}NS
f1-f1-F1 THS 2 -f2-F2
f1-f1-P}NS f2-f2-P}NS

EFFET DE LA DOSE :

Traitement f-0-F

dose 1
dose 2

dose 3

dose 1
} S

THS
} NS

dose 2

dose 3

NS

g s

Traitement f-f-F

; THS

0.5),

DOSE 3
f3 -0-F3 }NS
f3-f3-F3 g NS
(3. 15 p INS
Traitement f-f-P
dose 1 } NS
dose 2 § THS
dose 3 S
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Tableau 3 : Quantité moyenne (en 9% du poids corpore!) d'ceufs émis par les femelles
des différents lots les 26 et 28 octobre.

Nombre d'animaux ovulés Quantité moyenne d'ceufs
Lot n” les 26 et 28 octobre émis (% du poids corporel)
(~ écart-type)
11 19 1562 ~ 51
1.2 18 116 -~ 34
1.3 20 134 ° 42
21 17 122 - 35
2.2 19 121 © 50
23 19 126 - 31
3.1 21 140 - 32
3.2 20 146 * 26
33 17 145 ' 54
DISCUSSION

Les bons résultats obtenus, en partie grace a l'expérience antérieure acquise chez
la Truite arc-en-ciel (JALABERT et al.. 1978 a) et chez le Saumon coho (JALABERT et al..
1978 b), démontrent qu'il est possible d'induire le déclenchement précoce de la ponte
ovulaire chez le Saumon atlantique Salmo salar dans les conditions analogues, gréce
a l'administration soit d’hormone gonadotrope partiellement purifiée, soit d'une combi-
naison hormone gonadotrope -17 %-20 3 P.

La premiére publication sur I'induction prématurée de l'ovulation chez un Salmonidé
(HASLER et al, 1939) fait état de I'utilisaion d'hypophyses de Carpes. Plus récemment
des essais analogues ont été réalisés chez le Saumon du Danube (Hucho hucho L.)
(JUNGWIRTH, 1979) en utilisant des extraits de poudre acétonique d'hypophyses de Carpes.

L'utilisation de matériel gonadotrope provenant de la Carpe peut se justifier, dans
la mesure ou 'hormone gonadotrope purifiée de Carpe ne présente pas sur un Salmonidé
une activité biologique trés différente de Ihormone gonadotrope des Salmonidés (JALA-
BERT, 1974 et données non publiées)

Par contre I'injection de broyats hypophysaires bruts présente de nombreux incon-
vénients : hétérogénéité, qualité et teneur gonadotrope variable des hypophyses utilisées,
conditions d'extractions variables, et enfin injection d'un ensemble d'hormones hypophy-
saires dont certaines sont susceptibles de perturber inutilement la physiologie des
animaux traités, voire méme de contrebalancer partiellement l'effet de la gonadotropine.

A Tlinverse, la gonadotropine de Saumon partiellement purifiée utilisée ici, sans
présenter le degré de pureté maximum de la s-GtH (BRETON et al, 1978) constitue
cependant un produit de haute activité biologique dépourvu de la plupart des contaminants
hypophysaires. Sa préparation est suivie dun dosage biologique qui permet d'établir son
activité biologique par rapport & la gonadotropine hautement purifiée s-GtH (ici 100 mg
de G.S.P.P. équivalent a 17,4 mg de s-GtH). Par ailleurs la 17 2-20 3P dont I'utilisation
combinée abaisse notablement les doses de gonadotropine nécessaire est une hormone
stéroide naturelle, synthétisée en laboratoire, et de pureté connue L'ensemble des trai-
tements fondés sur I'utilisation de ces deux produits se préte donc parfaitement & une
normalisation.

En ce qui concerne les différentes modalités de traitement, les travaux antérieurs
menés chez la Truite arc-en-ciel et le Saumon coho avaient montré la nécessite de
réaliser un pré-traitement de «sensibilisation » avec une faible dose de gonadotropine



(fy avant un traitement plus massif par la gonadotropine (F) ou par la 172-203P (P).
Cette notion n'est pas nouvelle, elle est utilisée empiriquement dans les traitements
« d’hypophysation » chez les Cyprinidés, et JUNGWIRTH (1979) vient aussi de montrer
que l'administration fractionnée d'extraits hypophysaires de Carpes, chez le Saumon du
Danube, permet d'obtenir des ceufs de meilleure qualité qu'une seule injection .

Dans le cadre de l'expérience réalisée ici sur Salmo salar, la qualité des ceufs issus
des différents traitements n'a pu étre comparée, compte tenu des conditions d'incubation;
par ailieurs la qualité des ceufs obtenus sur ce type de populations « enfermées » en eau
douce est généralement considérée comme trés mauvaise (CUINAT, 1978) et aurait trés
bien pu masquer l'effet du traitement

Si la qualite des ceufs emis par chaque femelle ne semble pas varier en fonction
du tyge de traitement et de la dose de gonadotropine, au contraire des nuances importantes
apparaissent quant a la vitesse de répcnse : les fortes doses de gonadotropine pro-
voquent une réponse plus rapide: a dose équivalente, aprés double sensibilisation f-f,
le traitement par la 17 2-20 3P est le plus efficace, suivi du traitement gonadotropine
seul (f-f-F).

Tous les sujets traités sont morts peu aprés la ponte ; par ailleurs, seule une infime
proportion des Saumons sauvages de [|'Allier survit aprés la reproduction naturelle ou
artificielle ; il n'est donc pas surprenant que les multiples manipulations effectuées sur
les animaux expérimeniaux d'élevage aient encors accentué le phénoméne naturel. |l serait
néanmoins avantageux de chercher a diminuer la fréquence de ces manipulations, pour
abaisser peut-étre la mortalité aprés ponte, mais surtout pour simglifier, a l'avenir, la mise
en ceuvre pratique du traitement

CONCLUSION

Les essais réalisés ont démontré la possibilité d'avancer de 15 jours au moins
'a ponte ovulaire chez le Saumon atlantique grace a ['‘administration soit d’hormone
gonadotrope de Saumon partiellement purifiée (G.SP.P), soit dune combinaison
G.SPP. 17 « hydroxy-20 3 dihydroprogestérone (17 2-20 3 P).

Le traitement optima! (dose de gonadotropine minimale pour une réponse rapide)
parait réalisé par la combinaison f2-f2-P (tableau 1) qui n'utilise au total que 0.1 mgikg
de GSPP et 2 mgkg de 172-203P

Des essais ultérieurs devront définir les modalités pratiques d'un traitement combiné
simplifié exigeant au plus 2 injections

RESUME

Des essais realisés sur une population de Saumon Atlantigue de I'Allier, élevee
entiéerement en eau douce, ont démontré la possibilité d'induire artificiellement {'ovulation
avec une avance d'au moins 15 jours sur la date d'ovulation naturelle

Le traitement le plus avantageux (dose minimale de gonadotropine de Saumon
partiellement purifiée, GSP.P. de 0,1 mgkg) fournissant une réponse rapide est constitué
par deux injections successives de GSP.P. (005 mgkg) suivies dune injection de
17 2 hydroxy-20 3 dihydronrogestérone (2 mg/kg).

SUMMARY

Experiments parformed in artificially landlocked atlantic Salmon (Salmo salar from
Allier river) have shown that ovuiation can be induced at least 15 days in advance by
the use of hormonal simulation
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The cheaper treatment (lowest dose of partially purified salmon gonadotropin,
G.SPP, 01 mgkg) giving a rapid response is obtained by two successive injections
of G.S.P.P. (0.05 mg kg) followed by one injection of 17 2 hydroxy-20 3 dihydroprogestérone
(2 mg'kg).
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