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DETECTION DES FEMELLES DE SALMONIDES
EN VITELLOGENESE
1) description de la méthode et mise en ceuvre pratique

LE BAIL P.Y., MAISSE G., BRETON B.

Laboratoire de Physiologie des Poissons,
I.LN.R.A. Campus de Beaulieu, 35042 RENNES CEDEX

RESUME

La détection des femelles de Salmonidés en vitellogénése par séro-diagnostic est
décrite. Le test utilisé repose sur la mise en évidence de la vitellogénine plasmatique ca-
ractéristique des femelles en gamétogénése active.

Son utilisation pratique est simple, rapide et sans risque pour les poissons. Cette
technique de terrain permet, entre autres, d'estimer le potentiel reproducteur des popu-
lations naturelles et de gérer en pisciculture les stocks de géniteurs.

SUMMARY

A serological method for determination of vitellogenic Salmonid females is described.
The test uses the detection of plasmatic vitellogenine which is characteristic of female in
active gametogenesis,

The use is easy, rapid and without damage for fishes. This field technic zllows the
determination of pdpulations reproductive potential and the management of brood-stocks
in fish farming.

INTRODUCTION

La préservation, voire f'augmentation de la production decs stocks de Salmonidés
présents dans nos riviéres, implique la mise en place d'une politique de gestion qui tienne
compte, pour l'unité que constitue un bassin versant, des différents facteurs susceptibles
d'influencer les niveaux de peuplement. L'impact de ces facteurs est révélé grace aux
etudes de dynamique de population. Les aspects abordés jusqu'a présent concernent es-
sentiellement la structure d'age. la croissance et I'abondancz des espéces en fonction du
milieu. Les résultats obtenus proviennent d'inventaires piscicoles par péche électrique au
cours desquels mensurations, marquage et prélévement d'écailles ont été pratiqués.

Par contre, la méconnaissance du sex ratio des géniteurs rend plus difficile |'estima-
tion du potentiel reproducteur (nombre d'ceufs susceptibles d'étre déposés dans le mi-
lieu). Les caractéres sexuels secondaires affectant la morphologie n'apparaissent que tar-
divement et ne sont pas toujours suffisamment marqués, en particulier chez les animaux
de premiére reproduction (LE BAIL, 1978). La détermination des sexes chez les Salmonidés
maintenus vivants n'est donc possible que lors de la période de reproduction (LIBOSVAR-
SKY, 1967 ; EUZENAT et FOURNEL, 1976). En dehors de cette période, le sexage néces-
site le sacrifice ou 'autopsie des animaux (McFADDEN et al, 1962 ; TAUBE, 1976 ; BAGLI-
NIERE et al., 1979 ; PROUZET et al., 1979).

il fallait donc mettre au point une technique de terrain qui permette de détecter
précocement les futures femelles reproductrices sans attenter au potentiel reproducteur de
la riviere. Le présent article décrit le principe de cette méthode (LE BAIL et BRETON, 1981)
et les conditions de son utilisation pratique.

BREF RAPPEL CONCERNANT LA VITELLOGENESE

Le jeune poisson peut rester impubére durant plusieurs années. Les femelles en
devenant pubéres (sous l'influence de meécanismes de régulation hormonale, l'appareil re-
producteur devient fonctionnel) entament leur vitellogénése L'étude du controle endocri-
nien de la vitellogénése (figure 1) a montré que les cestrogénes secrétés par 'ovaire sti-
mulent la synthése par le foie d'une protéine, (la vitellogénine), qui, transportée par le sang
jusqu'a l'ovaire, est a l'origine des constituants des ovocytes, réserves nutritives indis-
pensables au développement de I'embryon.

Le test de «sexage » que nous allons décrire consiste & mettre en évidence |'ab-
sence ou la présence de vitellogénine sérique, caractéristique d'une femelle en vitellogénése.
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Figure 1 SCHEMA DU CONTROLE ENDOCRINIEN DE LA VITELLOGENESE

PRINCIPE DU TEST DE SEXAGE

Le principe du test de sexage repose sur une réaction d'immunoagglutination sché-
matisée ci-dessous :

Anticorps + Antigéne —————> Complexe antigéne — anticorps
Spécifique  (vitellogénine) (Compiexe vitellogénine — anticorps)

L'anticorps dirigé specifiquement contre ia vitellogénine (I'anticorps reconnait de maniére
trés précise la vitellogénine contre laquelle il a été fabriqué), est fixé sur un support inerte,
d'une taille relative trés importante (ici des billes de latex) qui a pour but de visualiser le
complexe vitellogénine — anticorps (figure 2b).

Bien que la réaction ait toujours lieu quel que soit le rapport des concentrations de
la vitellogénine et de l'anticorps, sa visualisation n'est possible que pour une plage réduite
des rapports de concentration appelée «zone d'équivalence ». En effet, cette visualisation
correspond & une précipitation (ou agglutination) du complexa viteilogenine - anticorps (et
des billes de latex) elle-méme dépendante de la densite des ponts formés par les moleé-
cules de viteliogénine entre les anticorps (figure 2e).

Si I'un des deux réactifs est en ercés (figure 2c et d), il y a saturation des sites de
liaisons.

Ce phénoménc est trés important dun point de vue pratique. En effet les taux de
vitellogénine circulante vont augmenter considérablement entre le début de la vitellogé-
nése et la période de reproduction. Les différents types de réactions rencontrés au cours
de la saison sont résumés dans la figurc 3 et dans le tableau 1.

\,,‘P?Z,’Z::ffe d:ans Reponse du ‘es mf::‘;’f' ::d”'o" oe interprétation
le sang - sm positf Reponse du tes!
observatons | orecipitation reponse observatians | precipitation reponse
£n exces O NON - : oul O NON - % pubere
Optimale out . S pubere NON
indetectab e O l NON - P oui @ out + G oumpubere

Tableau 1 : Principaux types de réponses du test de sexage en fonction du taux
de vitellogénine sanguine et leur interprétation.
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FIGURE N° 3

SCHEMA DU TAUX DE VITELLOGENINE PLASMATIQUE AU COURS DU TEMPS CHEZ
LES SALMONIDES.
(SCHEMA THEORIQUE OBTENU APRES SYNTHESE DES DONNEES DE LA I,ITTERATURE.)

PREPARATION DES REACTIFS

® Obtention des billes sensibilisées

La démarche suivie pour obtenir des billes de latex sensibilisées avec ['anticorps
anti-vitellogénine est résumée dans la figure 4. Le détail de ces différentes étapes est dé-
veloppé par ailleurs (LE BAIL et BRETON, 1981).

Il est important de signaler que la pureté de la vitellogénine doit étre maximale afin
d'éliminer tout risque de contamination par d'autres éléments plasmatiques communs aux
deux sexes. En cas de contamination, les anticorps obtenus ne seraient pas spécifiques
et le test perdrait toute signification.

L'adjonction d'héparine (300 U/mi} & la solution de billes de latex sensibilisées per-
met de pratiquer le test & partir de sang complet immédiatement aprés la saignée.

UTILISATION PRATIQUE

La préparation des réactifs ne peut étre effectuée que dans un laboratoire spécia-
lisé. En revanche, l'utilisation du test de « sexage » reste de pratique trés simple.



® Conservation des réactifs :

On aura recours a la congélation (a -20°C) quand les temps de conservation se-
ront supérieurs a une quinzaine de jours. Une fois décongelées, les billes sensibilisées
(le réactif le plus fragile) peuvent étre gardées & 4°C durant une semainc. Lors de leur
utilisation sur le terrain il convient d'éviter toute élévation d= iempérature supérieure a 20°C.

® Speécificité du test

L'anticorps obtenu a partir de la vitellogénine de Truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri)
s'est réveélé étre actif contre la vitellogénine d’autres Salmonidés, ce qui permet de les sexer
(tableau 2). Son activité décroit contre la vitellogénine de Brochet (Esox lucius) qui est
un salmoniforme, et pour d'autres familles, il conviendra de melttre au point un test plus
speécifique a partir d'espéces correspondantes.

® Période d’utilisation

Les renseignements concernant la période durant laquelle les fcmelles sont en vitel-
logénése sont trés fragmentaires. Elle est susceptible de varier en fonction de plusieurs
facteurs :

— espéce : le tableau 2 en donne un exemple,

— souche,

— nombre de reproductions antérieures,

— facteurs externes variables d'une année a lautre {température, nutrition),

— etc...

H faut de plus noter que toutes les femelles pubéres d'une méme cohorte n'entrent
pas en vitellogénése au méme moment et qu'une certaine latence (1 a 2 mois) peut exister
durant laquelle le test de « sexage » ne détectc pas toutes les femelles qui se reproduiront
dans l'année.

® Prise de sang

La prise de sang est effectuée grace a des seringues & insuline préalablement rin-
cées a I'éparine 100 U/ml). La taille des aiguilles varie avec !a taille de !'animal,

exemple : taille des animaux aiguilte
longueur diameétre
10 a 30cm 25 mm 0,50 mm
>  30cm 38 mm 0,80 mm

Il existe différentes techniques de prise de sang. Nous recommandons ici celle ef-
fectuée au niveau du pédoncule caudal & cause de sa simplicité et de sa rapidité L'animal
est préalablement anesthésié (phénoxy-éthanol 3 ml/101) (RELL, 1967).
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Figure 5 : SCHEMA MONTRANT LA POSITION DE L'AIGUILLE

LLORS DE LA PRISE DE SANG

L'aiguille est introduite en arriére de la nageoire anale, dans le plan de symétrie de
I'animal et en faisant un angle d'environ 60° avec la ligne latérale au contact de la colonne
vertébrale (figure 5), et perfore ainsi les vaisseaux sanguins dorsaux. Aspirer une cinquan-
taine de microlitres, ce qui correspond au debut de i'appariuon du sang dans la seringue.
Les seringues sont réutilisables aprés plusieurs ringages a |'eau distillée.

Le volume sanguin d'un poisson représente en moyenne 3 a 49, du poids total.
Pour un poisson de 100g, les 50 y) du prélévement nécessaire au sexage représentent
environ 1 % du volume total du sang (4 ml).
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Tableau 3 : Poids et effectifs d’un lot de Truite fario 1" ayant subi un prélévement de 200
microlitres de sang.

T = 0 JOUR T = 30 JOURS
poids moyen nombre poids moyen nombre
en grammes en grammes

Lot témoin 100 1005 + 44 94
77 & 20
Lot préleve 100 986 + 33 9N
(200 )

Aucune différence significative avec le lot témoin n'a pu étre mise en évidence.

Le tableau n°3 monire que la prnise de sang d'environ 69, du volume sanguin total
n'affecte pas de maniére significative la survie et la croissance des animaux prélevés. Le vo-
lume sanguin nécessaire au test de « sexage » est au moins quatre fois inférieur et ne pré-
sente donc pas de danger pour 'animal

® Détermination du volume sanguin a tester :

La quantite de vitellogénine circulante est susceptible de varier en fonction de diffé-
rents facteurs. |l est donc important, avant de sexer une sériz de poissons (une méme co-
horte), de déeterminer les volumes de sang optimum a tester.

Pour cela, on préleve le sang de 5 ou 6 animaux (la probabilité de trouver une fe-
melle est trés grande). Pour chaque animal, on effectue une succession de tests avec des
quantités croissantes de sang (1. 2, 4, 6, 8, 10.. microlitres) On détermine ainsi le vo-
lume optimal a tester pour obtenir une réponse rapide et sans ambiguité (figure 6). Ce vo-
lume (X) sera ensuite utilisé pour tous les animaux du méme lot.

® Mesure des faibles volumes :

Les trés faibles volumes nécessaires au test (20 microlitres de billes sensibilisées,
X microlitres de sang. ou Y microlitres de sérum positif) sont mesurés a l'aide de micro-
pipettes réglables vendues dans le commerce. Pour éviter tous risques de contamination,
il est nécessaire de changer les cones des micropipettes entre chague animal. Ces cdnes
sont reéutilisables aprés lavage & l'eau distillee.

1.1 2 4 6 8 10 15 20

quantite
rajoutce

T 000000@@-
©00OOO@O--

Bans le vas prosent on choisira 6 ul comme volume optimal.
FIGURE 6 : PROTOCOLYE bt DLTERMINATION DU VOLUHE SAXCUIN. A TESTER.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

La détection des femelles de Salmonidés en vitellogénese, & l'aide d'un test de
séroagglutination mettant en évidence la présence caractéristique de vitellogénine, est d'un
emploi facile sur le terrain. Cette technique donne des réponses rapides et ne présente pas
de gros dangers de mortalités pour le poisson. Elle s'integre dans un ensemble de mani-
pulations (mesure, pesée, prélévement d'écailles. marquage..) qui. si elles ne sont pas
effectuées avec un maximum de précautions peuvent affaibiir dangereusement l'animal. La
mauvaise utilisation des anesthésiques est la plupart du temps responsable des mortalités.

Ce test ne permet pas de différencier les males pubéres des animaux impubéres.
Cette restriction est cependant minime a coté de la possibilité de connaitre le potentiel
reproducteur du stock par la caractérisation des femelles. Pour obtenir des résultats fia-
bles, il est indispensable d'éviter les contaminations d'un sang par un autre.

La rapidité d'exécution dépend de la capacité d'organisation des opérateurs. A titre
indicatif, une organisation voisine de celle proposée dans la figure 7 nous a permis a deux
personnes: de tester 40 Truites par heure (moyenne sur 20 H) en pisciculture en tenant
compte de la péche dans les bassins. Lors d’inventaires piscicoles par péche électrique,
nous conseillons d'affecter au moins deux opérateurs pour le « sexage » et le marquage.

Cette technique permet une meilleure connaissance des peuplements de géniteurs
de Salmonidés dans le milieu naturel. Elle peut étre pratiquée lors d'inventaires par péche
électrique, au niveau d'une station de controle des migrations (Saumon atlantique, Truite
de mer) et sur des animaux capturés par péche 3 la ligne sans ouvrir le poisson.

En pisciculture elle peut permettre une meilleure gestion du cheptel de géniteurs.

Le colt, actuellement difficile & estimer, est de l'ordre de celui d'un certain nombre
de marquages (Carlin, Floy-tag).

*
Py

Travaux effectués dans le cadre de la Convention de Recherches « Qualite de la Vie
n® 65/1327, et le C.N.EX.O. n° 77/1619 ».
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