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RESUME

Une méthode a été développée pour marquer les ceufs de truites par de la tétracycline au
moment de leur fécondation. La tétracycline mélangée a I'eau qui s’infiltre par osmose dans les ceufs
au moment de la fécondation (“swelling water”) y persiste jusqu’au début de la calcification des
otolithes. La substance fluorescente estincorporée dans I'otolithe en formation ety laisse ainsi une
marque reconnaissable. Cette méthode est comparée a celle par balnéation des ceufs embryonnés
dans une solution de tétracycline.

NEW METHOD FOR THE MARKING OF TROUT (SALMO TRUTTA FARIO
AND ONCORHYNCHUS MYKISS) EGGS BY OSMOTIC INCORPORATION
OF TETRACYCLINE AT FERTILIZATION

SUMMARY

A method for marking trout eggs at the time of fertilization was found. Thetetracyclineadded
to the swelling water was absorbed and remained in the eggs until the otoliths started to calcify. It
was then deposited in the growing otoliths and left a recognizable mark. This method is compared to
the one applied to eyed eggs immersed in a tetracycline solution.

1. INTRODUCTION

Les expériences de marquage sont limitées & des poissons dont la taille permet 'application
de marques sans leur porter préjudice et sans influencer leur comportement. En général, la
grandeur des marques externes a disposition ne permet pas de marquer detréspetitsindividus. Les
informations obtenues par des expériences de marquage faites avec des estivaux ou des adultes ne
peuvent pas toujours étre extrapolées aux sujets de plus petite taille. I peut doncs’avérer nécessaire
de pouvoir marquer de trés petits poissons ou méme des larves. De telles opérations s'imposent
pour des études de dynamique de population et surtout pour évaluer les conséquences sur lestock
des immersions de larves, d'alevins et d'estivaux. Par exemple, dans 'aménagement des lacs
d'Europe centrale, des informations sur les effets des immersions de corégones faites en général
avec des larves (10-15 mm) pourraient étre d’'une grande importance économique. La taille des
poissons pouvant étre marqués a sensiblement pu étre réduite lors de la mise sur le marché de
marques magnétiques a implanter dans le cartilage du nez (coded-wire). Cependant, cette méthode
ne peut pas étre appliquée & des poissons de moins de3 cm. Pour le marquage de larves et d’alevins,
il faut recourir aux marqueurs chimiques externes: spray (HENNICK et TYLER, 1970) ou internes:
marqueurs vitaux JMEUNIER, 1972 et 1974) et métaux lourds (FRY et al., 1960).

Différents auteurs ont démontré les possibilités de marquage de poissons par les fluoro-
chromes qui laissent des marques facilement reconnaissables sur les organes en cours de calcifica-
tion. Les uns ont appliqué les fluoromarqueurs a dose précise relativement concentrée par injection
(KOBAYASHI et al., 1964 ; JONES 1969 ; MEUNIER et BOIVIN, 1972, 1974 et 1978; MEUNIER,
1982) ; ce qui empéche l'application de cette méthode sur des poissons petits et trés fragiles. Les
autres (WEBER et RIDGWAY, 1962 ; JONES, 1969 ; TROJNAR, 1973 ; ODENSE et LOGAN, 1974;
NAGIEC et NAGIEC, 1983 ; NAGIEC et al., 1983 ont introduit des fluoromarqueurs par ingestion en

Article available at http://www.kmae-journal.org or http://dx.doi.org/10.1051/kmae:1989002



http://www.kmae-journal.org
http://dx.doi.org/10.1051/kmae:1989002

Bull. Fr. Péche Piscic. (1989) 315 : 181-188 — 182 —

faible quantité mais a plusieurs reprises pour atteindre la dose optimale. Ce.m.p‘eut se taire sur des
poissons de toutes tailles, mais le contréle du dosage du marqueur est difficile et le marquage
irrégulier car l'incorporation du fluorochrome & la nourriture ainsi que la prise de nourriture sont
variables.

En cherchant un autre moyen pour infiltrer une substance de marquage dans le corps du
poisson, nous avons émis 'hypothése que I'eau (“swelling water”) s'infiltrant par csmose dans les
ceufs de Salmonidés, au moment de la fécondation, pourrait servir de voie de transport. Cette
infiltration exigerait un stockage et un maintien des propriétés chimiques du marqueur jusqu’a Ig
formation des premiers tissus osseux et des concrétions calcaires (otolithes). Le marqueur serait
alors stocké dans le liquide périvitellin ou dans le vitellus pendant le développement embryonnaire
pour étre ensuite incorporé aux concretions calcaires deés le début de leur minéralisation.

Nos expériences, basées sur cette hypothése, ont commencé en 1979. Ayant mis en doute
I'hypothése que le marqueur serait stocké jusqu'au début de la minéralisation et n’qyant pas encore
mis au point ia méthode de détection dela marque, nous avons suspendu ces expériences jusqu'ala
parution dés 1984, de publications concernantle marquage alatétracycline par balnéation delarves
et d'ceufs embryonnés (HETTLER, 1984 ; SCHMITT, 1984 ; TSUKAMOTO, 1985 ; DABROWSKI et
TSUKAMOTO, 1986 ; LORSON et MUDRAK, 1987 ; NAGIEC et al., 1988). Ces nouvelles données
nous ont incités a reprendre nos recherches.

2. MATERIEL ET METHODES

L'idée de transférer de latétracycline comme substance marquante avec I'eau permettant aux
ceufs de se gonfler a été appliquée sur des ceufs de truite fario (Salmo trutta fario) et de truites
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss).

Les ceufs et la laitance ont été prélevéssur des poissons anesthésiés dans une solution de MS
222 Sandoz (1 : 15.000). Avant ce prélévement, les individus ainsi tranquillisés ont été soigneuse-
ment essuyés. Aprés melange des ceufs et de la laitance, les ceufs ont été séparés en plusieurs lots
(1.000 ceufs de truites fario et 2.500 ceufs detruites arc-en-ciel par concentration) dont chacun a été
traité dans une solution de tétracycline (hydrochloride de tétracycline C22H24N206HC| purum Fluka
98 % (CI) a différentes concentrations (tableaul). Aprés une heure, les ceufs ont été rincés et placés
sur des grilles d'incubation. Les alevins ont été élevés dans des bassins circulaires. Durant la période
d'incubation et d’'élevage, les pertes ont été enregistrées quotidiennement et des échantillons ont
été préleves 188, 199 et 226 jours aprés le marquage pour les truites fario et 118, 128 et 155 jours
aprés le marquage pour les truites arc-en-ciel.

A titre de comparaison, la méthode décrite par TSUKAMOTO (1985) ainsi que par
DABROWSKI et TSUKAMOTO (1986) a été appliquée sur des ceufs embryonnés de truite arc-en-
ciel. Deux lots de 1.000 ceufs chacuns ont été exposés a une solution de tétracycline de 600 mg/l a
5°C, I'un pendant 14 heures et l'autre pendant 24 heures. Un troisiéme lot servait de contréle. Des
échantillons ont éte pris 55, 124, 143, 159 et 202 jours aprés la balnéation.

Les otolithes ont été prélevés sur les divers échantillons. lls ont été nettoyés, séchés, puis
montés sur une lame dans une goutte de Powabond 101 ou 102 (colle au cyanoacrylate, Double H
International Ltd, Staines, Middlesex TW 18 4XQ). Les préparations sont durcies pendant 15 4 30
minutes a 60°C. Les otolithes sont observés au microscope pour une premiére observation. Si le
centre de I'otolithe est visible, 'observation peut se poursuivre en fluorescence. Si I'otolithe est trop
épais pour voir le centre, il est aminci, par pongage au papier abrasif P600 mouillg, jusqu'a ce que le
centre soit atteint. La préparation une fois séchée est ensuite montée a ’Entellan (Merck) et couverte
d'une lamelle. L'observation de lamarque fluorescente se fait sous un microscope a fluorescence en
lumiere réfléchie, équipé d'un filtre a exitation bleue (standard Zeiss, filtre BP 450-490, FT510,
barriére LP520, objectif 10x et 20x). Sur une moyenne de 10 poissons, le prélévement et 'examen
des otolithes dure environ 20 minutes par spécimen.

3. RESULTATS

Les taux de mortalité enregistrés au cours de I'incubation et de I'élevage des lots de truites
fario et arc-en-ciel traités au moment de tafécondation avec des solutions de différentes concentra-
tions de tétracycline sont résumés dans les figures 1 et 2 ainsi que dans le tableau | ; ce dernier
renferme également les taux de mortalité des ceufs embryonnés traités par balnéation pendant 14 ou
24 heures.

Pour les truites fario traitées au moment de la fécondation les taux de mortalité sont de 3.6 &
11.6 % au moment de I'éclosion pour les solutions de tétracycline de 0.01 g/l a1 g/l et de 9,1 % pour
les poissons non traités. A la fin des expériences (173 jours aprés lafécondaticn) ces taux sont, pour
les mémes concentrations, de 18.4% et 43.7 %. Les truites fario non traitées (contrdles) ontau méme
moment, un taux de mortalité de 25.9%.

Pour les truites arc-en-ciel traitées de laméme fagon mais avec des solutions de tétracycline
de 0.125 g/l 4 2 g/l les taux de mortalité observés jusqu’au moment de I'éclosion sont de 46.4 % et
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49.3%. La solution de 10 g/l a cause une mortalité subite et totale. La mortalité aI'éclosion des truites
non traitées est de 25.4%. A la fin de I'expérience (125 jours aprés |la fécondation), ces taux sont de
55.6 % et 50.8 % pour ces mémes concentrations. Les poissons non traités (contrdles) ont un taux de
mortalité de 30.9%.

Tableau | : Concentration des solutions de tétracycline appliquées dans les deux méthodes
comparées, taux de mortalité jusqu’au moment de I'éclosion et pourcentage de
poissons marqués.

Table | : Concentrations of tetracycline solutions used in the two methods being compared,
mortality rates until hatching time and percentage of fish marked.

Me¢éthode Concentration Taux de Nombre de Pourcentage de
d'application et de la solution mortalité jours entre poissons marqués
espece marquage et

(g/M (%) prélévement (%)

application au
moment de la

fécondation
1979/1980
truites fario 0 (controle) 9.1 188 0
1 11.6 188 60
1 11.6 199 82
1 11.6 226 30
0.2 8.1 188 0
0.001 3.6 Y]
truites 0 (contrdle) 25.4 N
arc-en-ciel 10 100 @
2 47.2 118 50
2 47,2 128 100
2 47.2 155 70
1 46.4 118 50
0.5 47.8 (N
0.25 48.9 ¢y)
0.167 48.6 (N
0.125 49.3 O
application a
des ceufs
embryonnés
1987
truites 0 (controle) 32 55 0
arc-en-ciel 0.6/ 14h 15 124 0
0.6/ 14h 15 143 0
0.6 / 24h 15 159 28
0.6 / 24h 15 202 45

(1) pas de vérification
(2) tous morts au début de 'expérience
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truites fario marquées a la fécondation
pertes pendant l'incubation et I'élevage

pertes en %
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figure 1 : Mortalité pendant l'incubation et I'élevage de truites fario marquées ala tétracycline
au moment de la fécondation a différentes concentrations.
figure 1 : Mortality during incubation and hatching of brown trouts marked at fertilisation

with tetracycline at different concentrations.

truites arc-en-ciel marquées a la fécondation
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figure 2 : Mortalité pendant l'incubation et I'élevage de truites arc-en-ciel marquées a la
tétracycline au moment de la fécondation a différentes concentrations.
figure 2 : Mortality during incubation and hatching of rainbow trouts marked at fertilization

with tetracycline at different concentrations.
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Les ceufs embryonnés de truite arc-en-ciel traités par balnéation dans une solution de
tétracycline a 0.6 g/l pendant 14 et 24 heures ont un taux de mortalité au moment de I'éclosion de
15% tandis que le taux de mortalité est de 32% pour les ceufs non traités.

Le tableau | contient également les pourcentages de poissons marqués de fagon visible. Les
figures 3 et 4 montrent des otolithes de truites arc-en-ciel marqués au moment de la fécondation,
ayant un ou deux nuclei marqués. Lafigure 5 montrelamarque déposée sous forme d’anneau surun
otolithe de truite arc-en-ciel marqué par balnéation de I'ceuf embryonné.

4. DISCUSSION

Les résultats des analyses faites sur les otolithes des ceufs traités au moment de la féconda-
tion indiquent que la tétracycline absorbée produit des marques bien visibles sisa concentration est
assez élevée. Au microscope a fluorescence, la marque apparait sous la forme d’'une tache ronde
orangée (fig. 3) qui correspond exactement au centre de I'otolithe.

D'aprés les travaux en cours faits sur les corégones (RUHLE et GRIEDER, en prép), lincorpo-
ration du fluorochrome doit se faire dés le début de la calcification des otolithes c'est-a-dire dés le
moment oU un tissu marquable est a disposition. Cela correspond aux résultats obtenus par
MEUNIER et BOIVIN (1974) qui trouvent des marques de tétracycline trois heures aprés 'injection
dans des poissons dont les tissus sont déja en cours de minéralisation.

figure 3 : Microphotographie en fluorescence d’un otolithe (sagitta) de truite arc-en ciel
marquée par 2 g/I de tétracycline pendant 1 h au moment de la fécon-
dation, montrant 1 nucleus marqué. Truite sacrifiée 155 jours aprés le marquage,
92 jours aprés I'éclosion.
Echelle = 100 um.

figure 3 : Fluorescence microphotograph of an otolith (sagitta) with one marked nucleus
from rainbow trout marked by tetracycline absorption at fertilization. The egg was
exposed to 2 g/l tetracycline for one hour. Otolith was removed 155 days after
marking, 92 days after hatching.
Length of bar — 100 um.

Selon GEFFEN (1983), pour les Salmonidés, les nuclei des otolithes apparaissent a 170
degrés-jours aprés la fécondation. C’est donc 4 ce moment que la tétracycline commence a étre
incorporée dans l'otolithe. La formation d'otolithes & partir de plusieurs nuclei telle que GEFFEN I'a
observée se manifeste par un marquage de ces différents nuclei (fig. 4).



Bull. Fr. Péche Piscic. (1989) 315 : 181-188 — 186 —

figure 4 : Microphotographie en fluorescence d'un otolithe (sagitta) de truite arc-en-ciel
marquée par 2 g/l de tétracycline pendant 1 h au moment de la técondation, mon-
trant 2 nuclei marqués. Truite sacrifiée 128 jours aprés le marquage, 65 jours aprés
I'éclosion. Echelle = 100 um.

figure 4 : Fluorescence microphotograph of an otolith (sagitta) with two marked nuclei from
rainbow trout marked by tetracycline absorption at fertilization. The egg was
exposed to 2 g/l tetracycline for one hour. Otolith was removed 128 days after
marking, 65 days after hatching.
Length of bar — 100 um.

Le processus de marquage se poursuit jusqu’a épuisement de la réserve de tétracycline
stockée dans le liquide périvitellin. D'aprés MEUNIER (1982), ce processus a duré de 7 a 10 jours
chez lacarpe avantque latétracycline administrée ait été absorbée. Celaindique guel'incorporation
du marqueur est continue et lente (SIMMONS et al., 1970).

La visualisation des marques dépend évidemment de ta grandeur des poissons observés.
Chez de trés petits alevins (jusqu'a 25 mm), lamarque fluorescente sevoit directement, les otolithes
étant rendus transparents pat I'Entellan. Chez les plus grands, lamarque n’est visible sur les sagittae
qu’'apreés les avoir amincies et polies, tandis que sur les asterisci, les marques sont encore visibles
sans traitement. En observant en premier lieu les asterisci, un amincissement inutile des sagittae
peut étre évité. L’amincissement est un travail délicat; il arrive que I'abrasion soit poussée trop {oin et
méne par conséquent a une interprétation erronée. A partir d'une grandeur de poisson de 40 mm il
est nécessaire d'amincirtous les otolithes. Puisquel'amincissement peut étre une source d’erreur et
que l'intensité de la marque différe d'un otolithe a autre, I'extraction des deux sagittae et des deux
asterisci s’imposait. Dans la mesure du possible, lors d'analyses de stock ou de dynamique de
population, il serait préférable d'analyser les otolithes des poissons marquésde moins de 25 mm afin
d’éviter 'abrasion qui demande beaucoup de temps et qui est source d’éventuelles erreurs d'inter-
prétation. Les résuitats concernant les pourcentages de poissons marqués de fagon visible, résu-
més dans le tableau | doivent étre analysés en considérant ces problemes de préparation d’'otolithes.

Le taux de mortalité des ceufs et alevins traitésalatétracycline dépend delaconcentration de
la solution infiltrée dans I'ceuf par osmose avant la fermeture du micropyle. La concentration dela
solution doit donc étre adaptée a la tolérance des ceufs et du sperme.

Des concentrations d'environ 2 g/l produisent des marques bien visibles pour les deux
especes sans causer de pertes excessives par rapport a la mortalité naturelle. 11y a, néanmoins, une
différence sensible entre le taux de mortalité des truites fario et arc-en-ciel (fig. 1 et 2). Elle est
attribuée a une plus grande sensibilité des truites arc-en-ciel envers la tétracycline. La mortalité
naturelle, considérée comme élevée, des ceufs de truites arc-en-ciel de cette série (contrble) doit
partiellement étre liée au fait que les poissons géniteurs se reproduisaient pour la premiére fois.
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Contrairement a un dépdt de substance marquante formant une tache ronde, le marquage fait
par immersion des ceufs embryonnés est visible sous forme d'anneau entourant le ou les nuclei et
correspondant a la surface de I'otolithe au moment de 'immersion (fig. 5). Cet anneau déposé lors
d'une immersion des ceufs pendant 14 ou 24 heures reflete la croissance des otolithes pendant ce
méme laps de temps. La fixation de la tétracycline est par conséquent plus faible, ce qui réduit
sensiblement 'intensité de la marque par rapport a la premiére méthode et rend obligatoire I'amin-
cissement des organes observés. Avec cette deuxieme méthode, il faut comme avec la méthode
précédente extraire tous les otolithes atteignables, car 'amincissement peut mener a une élimina-
tion des marques trés minces et a cause de cela exiger I'observation des autres otolithes.

Dans cette expérience, le taux de mortalité était plus faible de 50 % pour les ceufs exposés a
une solution de tétracycline de concentration relativement faible (600 mg/1} par rapport aux ceufs
non traités, ce qui confirmerait 'effet désinfectant de cette substance marquante.

figure 5 : Microphotographie en fluorescence d'un otolithe (sagitta) de truite arc-en-ciel
marquée par immersion de I'ceuf embryonné dans 600 mg/| de tétracycline, pendant
24 h. Truite sacrifiée 148 jours aprés le marquage, 134 jours aprés I'éclosion.
Echelle = 100 um.

figure 5 : Fluorescence microphotograph of an otolith (sagitta) from a rainbow trout marked
as an eyed egg by exposure to 600 mg/| tetracycline for 24 h. Otolith was removed
148 days after marking, 134 days after hatching.
Length of bar = 100 um.

5. CONCLUSION

Le marquage de petits poissons, de larves ou d’ceufs embryonnés par immersion dans une
solution de tétracycline a pourinconvénient de produire des marques fines difficilement décelables,
tout au moins pour les truites utilisées dans cette expérience. Cet inconvénient pourrait étre éliminé
par une exposition plus longue & concentration plus élevée, ce qui renforcerait le marquage. Ce
prolongement du temps d’'exposition demande un remplacement fréquent de la solution en raison
de son instabilité. Dans le cas d'une expérience a grande échelle, par exemple en bac circutaire, ce
remplacement ne pourrait étre envisagé pour des raisons financiéres. Le traitement par la tétracy-
cline au moment de lafécondation marque de fagon visible les otolithes et permet de marquer en peu
de temps un grand nombre d’'ceufs a moindre frais. Pour la vérification de 'effet des immersions de
petits poissons sur le stock, cette deuxiéme méthode, congue il y a dix ans, devrait étre prise en
considération. Son applicabilité pour des corégones est étudiée (RUHLE et GRIEDER, en prep.) et
une expérience comprenant toutes les immersions de Blaufelchen (Coregonus lavaretus (L.}) du lac
de Constance est prévue pour 1991.
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