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RESUME

Une expérimentation a été conduite dans le but de tester la durée de survie des
gameétes laissés dans le corps de géniteurs morts stockés a 4° C. Un témoin est constitué’
d‘une part par des gameétes fraichement prélevés etd’autre part par des gametes prélevés
avant sacrifice des géniteurs et conservés in vitro a 4° C.

Le pouvoir fécondant du sperme laissé dans le canal déférent de méales morts ne se
maintient que quelques heures et diminue dés la 6éme heure post mortem, et cela dans
fes deux espéces testées. Par contre, ie sperme provenant des mémes maéles et conservé
in vitro conserve son pouvoir fécondant pendant une durée de 60 & 120 h chez ia truite
Arc-en-ciel et 14 j. chez la truite Fario. Le sperme fraichement prélevé sur des-méles
vivants conserve un pouvoir fécondant élevé pendant toute la durée de I’'expérience.

La fécondabilité des ovules ne se maintient que 3 a 6 h chez la truite Arc-en-ciel et
12 h chez la truite Fario. Les ovules témoin in vitro ne se conservent que quelques heures
chez la truite Arc-en-ciel et au moins 72 h chez la truite Fario.

La conservation en condition post mortem est donc plus défavorable a la survie des
gameétes que la conservation J/n vitro.

SUMMARY

Rainbow trout and brown trout gamete storage in i/ vitro and post mortem
conditions.

The survival time of gametes left in the body of dead brood fish stocked at 4°C was
tested. The control was: (i) fresh gametes and (ii) gametes taken before the sacrifice of
brood fish and stored /in vitro at 4°C.

The sperm left in the vas deferens of dead males only retained its fertilizing ability
for several hours and decreased from hour 6 post mortern in both the species tested. On
the other hand, the sperm of the same males stored /n vitro kept its fertilizing ability for 60
to 120 hrs inrainbow trout and 14 days in brown trout. The fertilizing ability of fresh sperm
from live males remained high during the whole experiment.

The fertilizability of ova was only maintained from 3 to 6 hrs in rainbow trout and
12 hrs in brown trout. The control ova of rainbow trout survived only several hrs in vitro
and those of brown trout less than 72 hrs.

Storage post mortem is less favorable to gamete survival than /n vitro storage.

INTRODUCTION

La survie des gameétes de salmonidés laissés dans le tractus génital ou la cavité
générale aprés la mort des géniteurs n’a pas fait I'objet d’investigations poussées. SMITH
et QUISTORFF (1943), OKADA et al. (1956) ont abordé ce probléme et montré que le
pouvoir fécondant du sperme de saumon chinook diminuait en quelques heures aprés la
mort du méle. Chezla femelle des survies d’ovules en condition post mortem de 8 h ont été
rapportées par OKADA ét al. (1956) chez le saumon Oncorhynchus keta alors que
KAZAKOV {1979)trouve une décroissance de la fertilité dés la 2éme heure suivant la mort
de I'animal chez le saumon (Salmo salar). Cette question a été reprise dans la présente
expérience ou des gametes ont été conservés dans des animaux morts et /n vitro.chezla
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truite Arc-en-ciel et la truite Fario. Une partie de ces résultats a été présentée par ailleurs
(MATEI et a/., 1980; BILLARD et a/., 1980).

MATERIEL ET METHODES

Les géniteurs de truite Arc-en-ciel (Salmo gairdneri)(souche Lubin) et Fario (Sa/mo
trutta fario) (souche Vermenoux), tous dgés de 3 ans*et pesant entre 500 et 1500 g, sont
élevés dans la pisciculture de Gournay sur Aronde et transportés au laboratoire aprés
ovulation et entrée en spermiation. L'expérimentation débute le 4éme jour suivant
I'arrivée des géniteurs au laboratoire. Les femelles ont alors ovulé depuis moins de 8 j. et
les males sont entrés en spermiation depuis 2 3 3 semaines. Les expériences se sont
déroulées successivement en novembre 1979 pour la truite Arc-en-ciel et en novembre-
décembre pour la truite Fario.

Dans toutes les expériences, les géniteurs ont été groupés par lots de 6 3 10
individus ; un lot est conservé comme ““témoin /n vivo "', dans un autre lot une partie des
gametes est prélevée et stockée a +4°C au réfrigérateur, une autre est laissée dans les
animaux qui sont sacrifiés (assommés) et stockés a +4°C.

Les gametes conservés /n vitro sont maintenus a l’'obscurité, les ovules sont laissés
dans leur liquide ccelomique et conservés par lot de 200 environ dans des coupelies. Le
sperme est conservé en piluliers de 20 ml laissés ouverts et la hauteur de spermedansle
pilulier est de 0,5 cm; avant chaque prélévement le flacon est agité.

Les ovules et les spermatozoides conservés in vitro ou laissés dans les géniteurs
sacrifiés sont prélevés a des temps croissants aprés le début de I'expérience et sont
inséminés avec des gameétes fraichement prélevés sur les lots témoin /n vivo, male et
femelle. Les ovules conservés sont donc inséminés avec du sperme frais et inversement.
L'insémination pratiquée selon BILLARD (1977) porte sur 200 ovules, 10 ml de dilueur et
10 ul de sperme (dilution 1073); aprés un séjour de 15 min. dans le milieu d'insémination,
les ovules sont transférés en eau douce ot I'incubation est conduite pendant environ 20j.
3 10°C. Les ceufs sont alors fixés dansle liquide de Stockard et le dénombrement porte sur
les ceufs embryonnés normaux et anormaux et les ceufs non embryonnés.

Du fait de la forte variabilité des résuitats, i'évolution de la fertilité des gameétes
exprimée par le pourcentage d'ceufs embryonnés est présentée individuellement sur les
graphiques pour chaque individu. Ce pourcentage sera considéré comme 'expressiondu
pouvoir fécondant du sperme ou i'aptitude a la fécondation des ovules. Les résultats sont
comparés par test t aprés transformation angulaire des données.

RESULTATS

- Evolution du pouvoir fécondant du sperme

Chez la truite Arc-en-ciel le pouvoir fécondant des males témoin (sperme témoin /n
vivo) reste voisin de 90-95 % pendantla période expérimentale de 150 h, malgré quelques
fluctuations dues vraisemblablement a la qualité des ovules (Fig. 1). Dans le lot
expérimental, les spermes conservés in vitro conservent leur pouvoir fécondant initial
pendant des durées variant entre 54 et 126 h selon les méles (Fig. 2). Aprés 126 h les taux
moyens de fécondation sont significativement plus faibles (P<0,01) que ceux des
témoins in vive. En condition post mortem, ces mémes spermes ne survivent gue
quelques heures; & 6 h, le pouvoir fécondant a déja diminué et se trouve nul 3 12 h
(Fig. 3).

Chez la truite Fario, on retrouve les mémes résultats. Il n’y a pas de changement
dans le pouvoir fécondant du sperme fraichement récolté dans le lot ““témoin /in vivo’ -
pendant une période de 14 j. (Fig. 4). Le sperme conservé /n vitro conserve son pouvoir
fécondant pendant 14 j. alors que, s'il est laissé dans le tractus génital de males morts, le
pouvoir fécondant devient pratiquement nul en I'espace de 18 h (Fig. 4). Par rapport au
témoin in vivo ou aux ceufs conservés in vitro, la chute du taux d’embryonnement devient
significative dés la 12&me heure (P <0,05).

- Evolution de I'aptitude des ovules a la fécondation

Chez la truite Arc-en-ciel, la chute de fécondabilité des ovules conservés in vitro et
post mortem est rapide. Elle devient nulle aprés 12-18 h en condition post-mortem et
n‘est que d’environ 20% aprés 36 h de conservation in vitro. La qualité s’altére plus
rapidement post mortem qu'in vitro (P < 0,001 a la 12éme heure) (Fig. 5). La fécondabilité
des ovules témoin /n vivo périodiquement prélevés sur le lot de femelles vivantes est
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Figure 1: Evolution du pouvoir fécondant du sperme prélevé périodiquement
pendant une période de 150 h sur des males vivants; truite Arc-en-
ciel.
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Figure 2: Pouvoir fécondant de spermes conservés /n vitro pendant 150h;

truite Arc-en-ciel.
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restée relativement stable pendant la période expérimentale de 36 h (données non
présentées).

Chez la truite Fario, la fécondabilité des ovules post mortem diminue plus
rapidement que celle des ovules in vitro (P <0,001 2 24 h) (Fig. 6). Pour ces derniers, on
observe une légere chute de I'ordre de 10 % entre O et 18 h puis le niveau de fertilité se
stabilise jusqu‘a la fin de I'expérience a 72 h. La fécondabilité des ovules témoin /n vivo ne
varie pas au cours de l'expérience et reste voisine de 95 % (Fig. 6).

DISCUSSION

La survie des gameétes de truite apparait donc extrémement bréve (quelques
heures) lorsqu’ils séjournent dans le tractus génital ou |a cavité ccelomique de géniteurs
morts; les possibilités de récupérer des gamétes sur des animaux morts, dans le cas
d’accident par exemple, sont donc trés limitées. Par contre, la survie des gamétes
conservés in vitro est plus longue, en particulier pour le sperme. Ainsi si I'on désire
transférer des gameétes, il est préférable de les extraire des géniteurs plutdt que de
transporter ces derniers si les risques de mortalité sont grands.

La chute rapide de la fertilité des gameétes en situation post mortem semble pouvoir
étre rapprochée des conditions d’anoxie qui se sont révélées trés défavorables & la sur vie
des spermatozoides (TRUSCOTT et al., 1968 et STOSS et a/., 1978 ; BILLARD, 1980). De
méme, le stockage d’ovules de truite en sacs gonflés d'oxygene améliore leur durée de
conservation et le niveau de fertilité (BILLARD et LEGENDRE, 1982). ll est vraisemblable
que les différences dans les résultats de cette expérience et celles de SMITH et QUISTROFF
{1943) soient dues aux conditions d’oxygénation. En effet, ces auteurs trouvaient comme
NAKANO et NOZAWA (1925) que le pouvoir fécondant du sperme de saumon chinook
n‘était modifié qu'aprés un séjour de 5 h dans des males morts alors que ce méme
sperme, prélevé avant la mort des animaux, et transporté en flacons bouchés et
entiérement remplis présentait des chutes de pouvoir fécondant de 10 % aprés 2 h 30 et
46 % apres 5h. On sait que dans ces conditions, les spermatozoides se trouvent
rapidement en anoxie (STOSS et al.,, 1978; LEGENDRE et BILLARD, 1980). En effet, la
consommation d’0z2 par le sperme est élevée (21 mm3/h/ml a 10°C) (OKADA et al., 1956 ;
SCOTT et BAYNES, 1980 pour revue).
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Figure 3: Pouvoir fécondant des mémes spermas que sur la fig. 2, mais laissés
dans le canal déférent des méles aprés sacrifice et stockage a4°Ca
‘’gsec’’; truite Arc-en-ciel.
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Figure 4 : Pouvoir fécondant de spermes de truite Fario. Lot témoin /n vivo:
sperme fraichement prélevé pendant une période de 14 jours;
spermes conservés /n vitro a 4°C, et spermes laissés dans le canal
déférent de males aprés sacrifice (post mortem).
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Figure 5 : Evolution de I'aptitude a la fécondation d’ovules de truite Arc-en-ciel
conservés in vitro a 4°C ou laissés dans la cavité générale aprés
sacrifice des femelles (post mortem).
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Les possibilités de conservation /in vitro sont intéressantes d’un point de vue
pratique. La durée de conservation du sperme dans ces conditions est plus longue que
celle des ovules. On peut mettre a profit ces possibilités pour simplifier les opérations
d’insémination artificielle et, comme |'ont proposé LEGENDRE et BILLARD_{1980),
prélever le sperme d’'abord puis les ovules, ce qui évite la manipulation simultanée des
males et des femelles. Cependant, il fauttenir compte de la forte variabilité individuelle de
la conservation des pouvoirs fécondants (cf. Fig. 2) et du fait qu’il n’existe pas de critéres
d’appréciation fiables (CARPENTIER et BILLARD, 1978). D'autre part, les résultats ne
peuvent étre généralisés a I'ensemble des salmonidés et la présente expérience montre
qu’il existe des grandes différences entre Arc-en-ciel et Fario, la survie étant meilleure
chez la truite Fario que chez la truite Arc-en-ciel, a la fois pour les spermatozoides et les
ovules, alors que les conditions d'élevage des géniteurs et de recueil des gametes sontles
mémes dans les deux cas. Cependant CYKOWSKA et al. (1973) avancent que la duréede
survie des ovules conservés in vitro estde 12 h pour la truite Fario et 24 h pour la truite
Arc-en-ciel, mais on ignore si les ovulesdes espéces étaient comparables tantdu pointde
vue maintenance des géniteurs que temps écoulé entre ovulation etinsémination. Méme
a l'intérieur d'une méme espéce comme la truite Arc-en-ciel, les données bibliogra-
phigues nous montrent qu'il existe de trés fortes variabilités dans la qualité des gameétes.
Par exemple, dans cette expérience, le maintien /in vitro des ovules de truite Arc-en-ciel
sans perte de fertilité ne dépasse pas 3 h, ce qui semble étre une valeur faible par rapport
aux autres données de la littérature qui sont généralement de {'ordre de 24 h ou plus:
GINSBURG, 1968; WITHLER et MORLEY, 1968; TAKANO et al., 1973 ; CARPENTIER et
BILLARD, 1978.
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Figure 6 :Evolution de l'aptitude a la fécondation d’ovules de truite Fario
conservés /n vitro ou laissés dans la cavité générale aprés sacrifice des
femelles (post mortem).

Il faut aussi insister sur le fait que dans la présente expérience, les ovules des deux
especes réagissent trés différemment a [a conservation /n vitro et méme en situation post
mortem par rapport a la conservation /n vivo ol les niveaux de fertilité sontintégralement
conservés pendant la durée de I’'expérimentation. On saitd’autre part que la conservation
in vivo post ovulation peut se poursuivre pendant plusieurs semaines (ESCAFFRE et al.,
1977). ll y a donc lieu de rechercher plus avant les conditions de conservation /n vivo afin
de les reproduire et de se doter de techniques de conservation fiables fort utiles dans la
pratique piscicole et dans la gestion des populations.
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