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Données expérimentales sur la gestion
et I'insémination artificielle des gamétes
de brochet (Esox lucius)

Jacqueline MARCEL *, G. DE MONTALEMBERT et R. BILLARD
I.N.R.A., Laboratoire de Physiologie des Poissons, F 78350 Jouy-en-Josas

Résumé

Dans le but doptimiser les opérations d’insémination artificielle du brochet, nous
avons d’'une part étudié la durée de vie des gamétes (sperme et ovules) sous différentes
conditions de conservation, et d’autre part recherché un dilueur d’insémination qui conduise
a des pourcentages de fécondation satisfaisants.

- Le sperme de brochet peut &tre conservé pendant 22 h au réfrigérateur 3 4°C et
méme 27 h lorsqu’il est dilué dans un milieu de conservation enrichi en potassium.
Par contre le sperme prélevé sur des animaux sacrifiés ne présente plus de pouvoir fécon-
dant 8 h aprés la mort des maéles. Les ovules laissés dans le tractus génital conservent
leur fécondabilité pendant 48 h aprés lovulation induite par traitement hormonal. Des
supplémentations hormonales gonadotropes ne modifient pas la durée de fécondabilité.
Lorsque les ovules sont conservés in vitro au réfrigérateur pendant 30 h (4°C), la fécon-
dabilit¢ se maintient lorsqu’ils sont placés dans un dilueur d’insémination (DIA) (1 vol/
1 vol) alors qu'elle diminue significativement (P << 0,01) en cas de conservation & sec,
En condition post-mortem (ovules prélevés sur des animaux sacrifiés) les ovules ne
sont plus fécondables 6 h aprés la mort des femelles.

Un dilueur d’insémination a été défini pour le brochet ; il présente un pH de 9 et
une pression osmotique de 250-300 milliosmoles. Les spermatozoides présentent un pou-
voir fécondant satisfaisant pendant 6 minutes lorsqu’ils sont placés dans ce dilueur, alors
quil est nul aprés 2 minutes d’cxposition dans l'eau douce. Les ovules restent fécondables
aprés 32 minutes de séjour dans le dilueur, alors qu’il y a perte de la fécondabilité apres
2 a4 4 minutes dans l'eau douce. Le volume de dilueur 3 mettre en ccuvie au cours de
'insémination artificielle est de 0,5 ou 1 litre pour 1 litre d’ceufs et le taux de dilution
du sperme de 10-3. Le temps pendant lequel les gamdtes peuvent rester en présence du
dilueur avant d’étre transférés en eau douce ne doit pas excéder 8 a4 10 minutes. Les
ceufs fécondés de brochet peuvent &tre manipulés et transportés aussitot apreés le dur
cissement sans perte du pourcentage de fécondation. '

Summary. Experimental daia on the management and artificial insemination
of pike gametes

To optimize the artificial insemination operations of pike, we studied the life-span
qf the gametes (spermatozoa and ova) under different storage conditions and tried to
find an insemination diluent that would give satisfactory fertilization rates,

Pike spermatozoa could be stored for 22 h in a refrigerator at 4°C and even for 27 h
when diluted in a holding medium rich in potassium. On the contrary, spermatozoa taken

* Elf‘fve:sta.giaire de I'EPHE, laboratoire d’étude du développement post-embryonnaire des
vertébrés inférieurs, 25, rue du Plat, 69288 Lyon Cedex 1.
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from sacrificed animals had no fertilizability after 8 post-mortem hours. The ova remaining
in the genital tract werc fertilizable for 48 h after hormonally induced ovulation. Gona-
dotropic hormone supplements did not change the duration of fertilizability. When the
ova were held in vitro in a refrigerator at 4°C for 30 h, fertilizability was maintained
when they were put into an insemination diluent (DIA) (v/v), while it decreased signi-
ficantly (P << 0.01) when they were dry-stored. Post-mortem ova (those taken from sacri-
ficed fish) were not fertilizable 6 h after the females were Kkilled.

We developed an insemination diluent for pike having a pH of 9 and an osmotic
pressure of 250-300 mOsmol. Sperm fertilizing ability was satisfactory for 6 min when the
spermatozoa were put into this diluent, while it was zero aftcr 2 min in fresh water.
The ova were fertilized after 32 min in the diluent, while fertilizability decreased after 2
{0 4 min in fresh water. The volume of the diluent to use during artificial insemination
is 05 1 for 1 1 of eggs, and sperm dilution rate is 10-3. The gametes should not stay in the
diluent for more than 8 to 10 min before they are transferred to fresh water. The fertilized
eggs of pike can be handled and transported, without causing any decline in fertilization
rate, as soon as they have hardened.

L’induction de la phase finale du cycle reproducteur (maturation ovocytaire-
ovulation, spermiation) est possible pour certaines espeéces de poissons dont le
brochet, et permet d’obtenir des gamétes de qualité satisfaisante (cf. Pouvreau
et al., 1983 ce volume). Cependant, la maitrise de cette phase ne suffit pas dans
un élevage rationnel et il est nécessaire de savoir gérer au mieux les gametes
obtenus, de fagon & valoriser la forte prolificité des poissons (20 000 a 25 000
ceufs par kg de femelle brochet). La connaissance, au moins sommaire, de la
physiologie des gameétes et de leur durée de vie autorise une meilleure organi-
sation des opérations d’insémination artificielle (prélévement préalable du gamete
qui présente la meilleure survie, connaissance du temps imparti pour le déroule-
ment des opérations, etc.), ou la possibilité de conserver le sperme ou les ovules
pendant des périodes courtes (jusqu’a 24 heures) lorsque le gaméte partenaire
n’est pas immédiatement disponible. D’autre part, une bonne gestion des gamétes
implique aussi une amélioration des conditions d’insémination artificielle avec
Putilisation du milieu de dilution le plus approprié. Les problémes qui se posent
dans la pratique actuelle de I'insémination artificielle du brochet (méthode séche)
sont de deux ordres : utilisation d’'une quantité importante de sperme, alors que
chez cette espéce, la spermiation en captivité est peu importante (Billard et al.,
1983 ce volume), et agglutination des ceufs aprés fécondation et hydratation. Des
essais d’insémination artificielle réalisés dans le dilueur mis au point pour la
truite se sont révélés satisfaisants et ont conduit a4 une augmentation des pour-
centages de fécondation tout en abaissant la quantité de sperme ndcessaire, et a
une disparition de 1’aspect collant des ceufs (Billard et al., 1976). Mais aucune
étude n’a cherché a vérifier si ce dilueur était le mieux approprié pour le brochet.

Le travail rapporté ici comporte deux parties :

1) étude de la durée de vie du sperme et des ovules de brochet conserves
en conditions in vitro et post-mortem. Essais de prolongation de la survie par
utilisation de milicux de conservation ;

2) définition d’un dilueur d’insémination artificielle spécifiquement adapté
aux gameétes de brochet en faisant varier des paramétres comme le pH et Ia
pression osmotique. Elaboration d’une technique d’insémination artificielle qui
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Henne compte d’une série de facteurs tels que : durée de vie des gamétes dans
le dilueur, rapport volume de dilueur/volume d’ovules 2 mettre en ceuvre, et
taux optimal de dilution du sperme.

Matériel et methodes

1. Matériel animal

Les géniteurs brochets utilisés sont originaires de la Dombes (01). Ils
effectuent leur premier cycle reproducteur et pesent environ 250 g. Les condi-
tions de capture, transport et stockage sont décrites par ailleurs (Billard et al., 1983
cc volume). I.'obtention des gametes est réalisée, chez les deux sexes, par traitement
d’hypophysation. Les femelles recoivent une injection de gonadotropine de sau-
mon partiellement purifiée (GSPP) & la dose de 0,05 mg/kg de poids corporel
sur les lieux méme de la capture, tandis que le traitement est administré aux
males & leur arrivée au laboratoire (0,05 mg de GSPP/kg de poids corporel ;
équivalent s-GTH 0,40 mg/mg de GSPP). L’ovulation intervient 45 a 50 jours
aprés le traitement et la stimulation de la spermiation est observée 3 a 4 jours
aprés linjection. |

2. Mode de collecte et critéres d’appréciation de la qualité des gamctes

La collecte des gamétes se fait par massage abdominal aprés anesthésie des
animaux (Phénoxy-éthanol, 0,5 ml/l d’eau). Chez le maile, le sperme est recueilli
4 1’aide d’une pipette graduée, appliquée sur le pore génital, ce qui permet d’en
connaitre le volume (£ 10 ul). Pour chaque sperme, la concentration en sperma-
tozoides est mesurée par établissement du spermatocrite selon la technique rap-
portée par De Montalembert et al. (1980). Chez les femelles, le prélevement des
ovules est effectué dans les quelques heures qui suivent Povulation (1 & 2 heures).
IIs sont recueillis' dans une cuvette placée sous 1’'abdomen de la femelle. Lorsque
leur utilisation n’est pas immédiate, les gamétes sont placés au réfrigérateur a
4°C. 1Is sont collectés individuellement, mais peuvent étre ultérieurement mélan-
gés par lot, en fonction des expérimentations.

La fertilité des gamétes, c’est-a-dire le pouvoir fécondant des spermatozoides
et la fécondabilité des ovules, est testée par insémination de lots de 200 ovules
environ avec le DIA 532 (Billard, 1977) ou le dilueur brochet, et un volume de
sperme et si possible un nombre de spermatozoides connus. Le volume de dilueur
utilisé est de 5 ml et les taux de dilution du sperme 102, 107 ou 10*. La pro-
cédure standardisée d’insémination comporte d’abord le mélange des ovules avec
le dilueur, puis I'addition du sperme et le mélange du tout par 2 a 3 transvase-
ments. Les ceufs sont ensuite laissés en présence du dilueur pendant 15 minutes,
puis transférés dans des incubateurs placés en eau courante recyclée et thermo-
régulée a 10° C + 1° C (Marie, 1979). La fertilité des gamétes est estimée par
dénombrement du nombre d’ccufs embryonnés a 50 jours, aprés fixation dans le
liquide de Stockard.
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3. Description des expériences

a) Conservation du pouvoir fécondant du sperme de brochet en condition in vitro
et post-mortem '

Quatre méales sont anesthésiés et assommés aprés avoir recueilli une frac-
tion du sperme aux fins de stockage in vitro et d’insémination artificielle témoin
(sperme non conservé, Ho). Le sperme est stocké individuellement en piluliers &
large fond (hauteur du sperme, 0,5 cm), bouchés & l'aide de coton hydrophile
humide. Ces piluliers et les males sacrifiés sont stockés a 4°C. 8 et 28 heures
plus tard, des inséminations artificielles sont réalisées sur des lots de 200 ovules
environ avec d’une part les spermes conservés au réfrigérateur a 4° C, et d’autre
part avec une aliquote de sperme prélevé sur chacun des males morts conservés
3 4° C. Le taux de dilution du sperme utilisé est de 10, Les ovules utilisés pour
les fécondations des différents points de conservation testés : Ho, Hs et Has
proviennent de femelles différentes qui ont recu des traitements d’hypophysation
différés en conséquence.

b) Conservation du sperme dilué dans des milieux de conservation

Le sperme de 5 males est prélevé 27, 22 et 13 heures avant le moment pré-
sumé de lovulation de femelles hypophysées de fagon & obtenir du sperme
conservé pendant 13, 22 et 27 heutes et dont le pouvoir fécondant sera testé avec
un méme lot d’ovules. Aprés prélévement, le sperme est mélangs et réparti dans
3 piluliers a large fond (diamétre : 25 mm) de la facon suivante : sperme 1 :
100 ul de sperme non dilué, sperme 2 : 100 ul de sperme + 100 ul de milieu
minéral de liquide séminal de truite reconstitué (composition en mmol/l : NaCl
110 : KCI 28,3 ; MgSO: (7 H:0) 1,1; CaClz (2 H:0) 1,8 ; pression osmotique
306 milliosmoles, pH 9,21, Billard et Jalabert, 1974), et sperme 3 : 100 pl de
sperme -+~ 100 pl de milieu a base de sucrose (Prolabo R.P.) ajusté & une pression
osmotique de 250 milliosmoles et un pH de 9 (composition en mmol/1 : 250,
Legendre et Billard, 1981). Les flacons sont bouchés avec du coton hydrophile
et placés au réfrigérateur & 4° C. Les inséminations artificielles sont réalisées
aux taux de dilution de sperme de 107 pour le sperme non dilué, et 2 X 103
pour les spermes dilués. Une insémination artificielle témoin est effectuée avec
du sperme fraichement préleve. :

¢) Conservation de la fécondabilité des ovules en conditions in vitro et post-
mortem

Sur un lot de 8 femelles, les ovules sont prélevés partiellement puis les
animaux sont sacrifiés et placés en chambre froide a 4° C, a sec dans un bac.
Une aliquote de 200 ovules est inséminée immédiatement (Ho) pour chaque
femelle avec un pool de sperme fraichement prélevé sur un lot de 10 males, et
le reste est réparti par lots d’environ 200 ovules en 6 piluliers pour chaque
femelle : dans 3 d’entre eux, la consetvation se pratique & sec (les ovules sont
disposés en monocouche), dans les 3 autres on ajoute du dilueur (DIA 532)
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(1 volume de dilueur/1 volume d’ovules). Les flacons sont placés au réfrigérateur
3 4° C; 6 et 18 heures plus tard, unc aliquote d’environ 200 ovules est prélevée
qur chaque femelle sacrifiée et inséminée, tandis que les ovules conservés en
piluliers sont inséminds aprés 18, 24, 30 et 42 heures de conservation. Pour
chaque temps de conservation, I'insémination est pratiquée au taux de dilution
de 107 avec un mélange de spermes fraichement collectés.

d) Temps de survie des gametes dans le dilueur D 532 ou I'eau douce

— Le sperme : du sperme fraichement prélevé sur 10 méles est mélangé
et mis en présence de D 532 (5 ml) au taux de dilution de 10°; 200 ovules
environ sont ensuite ajoutés a des temps croissants : 1, 2, 4, 8 et 10 minutes,
La méme opération est réalisée dans I'eau douce & la méme dilution de sperme,
en ajoutant les ovules aprés 30, 60 et 90 secondes de mise en présence spermato-
zoides-eau douce.

— Les ovules : 200 ovules sont mis en présence de D 532 (5 ml) puis le
sperme est ajouté & des temps croissants : 2, 4, 8, 16, 32 et 60 minutes. La
dilution du sperme pratiquée est 10-°. La méme opération est réalisée en exposant
les ovules dans 'eau douce avant l'insémination.

e) Mise au point d’un dilueur d’insémination pour le brochel

La pression osmotique et le pH sont les deux paramétres pris en considé-
ration pour définir la composition d’un dilueur d’insémination pour les gametes
de brochet. Quinze solutions & base de NaCl et tamponnées par TRIS (Tris
hydroxyméthyl aminométhane). 0,02M sont constituées et caractérisées par 5
pressions osmotiques (100, 150, 200, 250 et 300 milliosmoles) et 3 pH (7, 8 et 9).
Des inséminations de lots de 200 ovules environ (mélange d’ovules en provenance
de plusieurs femelles) sont réalisées avec les différentes solutions et du sperme
prélevé sur un lot de 10 méles. Trois taux de dilution du sperme sont testés :
102, 103 et 10*.

f) Détermination du nombre optimum de spermatozoides nécessaires a la fécon-
dation d’'un ovule

Dans la présente expérimentation, des lots de 300, 600, 1000 et 2000
ovules sont inséminés dans un volume constant de dilueur (D 532) (10 ml) et
avec des quantités croissantes de sperme : 1, 10 et 100 pl. Les ovules utilisés
sont un mélange de plusieurs pontes et le sperme provient d’'un lot de méles.
La concentration en spermatozoides du sperme utilisé est de 19.10°/ml.

g) Rapport optimum ovules/dilueur lors des opérations d’insémination artificielle

~

Afin de déterminer le volume optimum de dilueur & mettre en ceuvre lors
de Vinsémination artificielle des ovules de brochet, une série de fécondations est
réalisée en faisant varier le volume de dilueur D 532 (2,5, 5, 10, 15 et 20 ml)
pour un volume constant d’ovules (10 ml), et un nombre constant de spermato-
zoides (10 ul, soit 190.10° spermatozoides environ). :
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h) Temps d’exposition des gamétes inséminés dans le dilueur D 532 avant passage
dans les incubateurs

La durée optimale de séjour des ceufs dans le dilueur aprés insémination
est recherchée en procédant a des transferts d’ceufs en incubateurs & des temps
croissants : 30 secondes, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30, 60 et 120 minutes aprés la
mise en présence ovules-dilueur-sperme,

i) Effet de lagitation des ceufs de brochet aprés insémination artificielle

Deux modes d’agitation sont utilisés dans cette expérience destinée a simuler
les effets d’un transport sur le développement embryonnaire des ceufs de bro-
chet: un agitateur & déplacement horizontal qui imprime aux ceufs un mouve-
ment de va-et-vient (V = 4 cm/s, un déplacement/seconde), et un agitateur type
« balancelle » qui effectue un mouvement d’oscillations selon un angle de 75°
(V = 5 em/s, 30 rotations/minute). Les deux appareils sont placés en chambre
froide a une température de 4°C. Six lots de 200 ceufs inséminés sont laissés
a durcir en incubateurs pendant une durée d’une heure. Quatre lots sont ensuite
placés sur les agitateurs dans des boites plastiques de 400 ml contenant 100 ml
d’eau pour des durées de 6 et 12 heures. Deux lots non agités, mais subissant
le méme régime thermique servent de témoins. Le régime thermique est le sui-
vant : au moment de leur passage a 4°C, les ceufs sont placés dans une eau i
10° C qui va atteindre progressivement la température ambiante de la chambre
froide ; en fin d’expérience, les boites sont placées dans un bain-marie & 10°C
pendant 30 minutes avant passage dans les incubateurs.

4, Analyse statistique des résultats

L’analyse statistique des résultats est effectuée par analyse de variance
apres transformation angulaire des pourcentages de fécondation ou par test %2

Résultats

1. Conservation du pouvoir fécondant du sperme en conditions in vitro
et post-mortem

Dans la présente expérience, le pouvoir fécondant du sperme conservé dans
le tractus génital de males morts ou in vitro diminue dés les 8 premidres heures
de conservation. Cependant cette diminution n’est pas significative et se montre
relativement peu importante pour le sperme conservé in vitro (69 p. 100 de
fécondation) alors qu’elle est trés significative (P < 0,01) pour le sperme conservé
en condition post-mortem. Aprés 28 heures de conservation, la perte du pouvoir
fécondant, hautement significative (P < 0,001) par rapport & celui du sperme
frais, est comparable dans les deux conditions de conservation (fig. 1).
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Figure 1. — Pouvoir fécondant du sperme de brochet conservé post-mortem (dans le
tractus génital de géniteurs morts et conservés a 40C, a—s) et in vitro (en piluliers
placés a4 40C,A ~— A). Insémination artificielle réalisée avec des ovules fraichement

ovulés pour chaque temps de conservation. Taux de dilution du sperme 103, N.S
différence non significative, * P < 0,05; ** P <« 0,01,
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Figure 2. — Pouvoir fécondant du sperme de brochet stocké dans différents dilueurs de
MMLS milieu minéral de liquide séminal de truite reconstitué; S
sucrose (dilution 1 vol/1 vol) ; ND sperme non dilué. Température de conservation 4° C.
Insémination artificielle réalisée avec des ovules fraichement ovulés pour chaque durée
de conservation. Taux de dilution du sperme 10-3 pour le sperme non dilué et 2 x 103
pour le sperme dilué (signification statistique, * P << 0,05, *** P < 0,001).

conservation
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2. Conservation du sperme dilué dans des milieux de conservation

Les résultats rapportés dans la figure 2 montrent que le sperme conserve
I'intégralité de son pouvoir fécondant pendant une durée de 22 heures lorsqu'il
est dilué dans un milieu de conservation & base de potassium ou de sucrose. Le
sperme non dilué présente, pour la méme durée de conservation, une perte signi-
ficative de ses qualités fécondantes par rapport au sperme frais (P < 0,05), mais
permet d’obtenir encore 78 p. 100 de fécondation. Aprés 27 heures de conset-
vation, seul le sperme dilué dans le milieu minéral reconstitué conserve un pouvoir
fécondant élevé, les deux autres lots présentant une diminution hautement signifi-
cative (P < 0,001) de leur pouvoir fécondant par rapport au temps de conset-
vation de 22 heures.

3. Conservation de la fécondabilité des ovules en conditions in vitro et
post-mortem

L’aptitude & la fécondation d’ovules de brochet conservés in vitro a 4°C
se maintient & un niveau légérement inférieur au niveau initial pendant les 18
premiéres heures de conservation (p. 100 de fécondation voisins de 50 p. 100),
qu'ils soient placés & sec dans un pilulier ou dans le dilueur D 532 (fig. 3). Apres
30 heures de conservation la fécondabilité reste élevée dans le cas de stockage
des ovules dans le dilueur D 532, tandis qu’elle diminue significativement (P
< 0,01) lorsque les ovules sont laissés & sec, bien que 12 heures plus tard
(42 heures de conservation), on enregistre encore 50 p. 100 de fécondation sur
un lot d’ovules conservés a sec (fig. 3).

& 80l
N r
&
c
[e]
>
&8 604
g DIA
5 in vitro
40, q sec
20
in ovario , post mortem
O 1 T T T L)
0 6 18 30 42

heures de conservation

Figure 3.
ovarienne de femelles sacrifiées et conservées 3 40C) et in vitro a4 4C, soit a sec
soit dans du dilueur D 532 (1 vol/1 vol). Insémination artificielle réalisée pour chaque
durée de conservation avec du sperme fraichement prélevé sur un lot de 5 males. Taux
de dilution du sperme 10-3. Moyennes de plusieurs femelles avec dcarts-type.
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En condition post-mortem, les ovules perdent leur fécondabilité trés rapide-
ment, et la perte est significative dés les 6 premires heures de conservation dans
fe tractus génital des femelles sacrifiées (fig. 3).

4. Temps de survie des gametes dans le dilueur D 532 ou I'eau douce

— Le sperme : les résultats rapportés dans la figure 4 montrent que le
sperme COnserve un pouvoir fécondant élevé aprés 2 ct méme 4 minutes de mise
en présence dans le D 532, au taux de dilution de 103 (60 p. 100 de fécondation
aprés 4 minutes d’exposition). Par contre, aprés 8 et 10 minutes de mise en
présence dans le D 532, les spermatozoides ont perdu leur pouvoir fécondant.
Dans leau douce, le pouvoir fécondant du sperme chute rapidement des la pre-
miére minute d’exposition (23 p. 100 de fécondation, diminution trés significative
P < 0,01) et aprés 2 minutes de mise en présence d’eau douce, le pouvoir fécon-
dant du sperme est nul.

100.

p.l100 fécond .

mn d’exposition du sperme

Figure 4. — Evolution du pouvoir fécondant du sperme mis en présence de dilueur ou
d’eau douce pendant des temps croissants avant insémination artificielle (5 ml de
dilueur + 5 pl de sperme). .

—— Les ovules : les ovules conservent leur aptitude a la fécondation apres
32 minutes d’exposition dans le dilueur D 532, puis la fécondabilité devient
nulle aprés 60 minutes d’exposition (fig. 5). Par contre, dans Teau douce, la
fécondabilité des ovules est trés bréve : aprés 1 minute d’exposition, elle diminue
de moitié et devient nulle aprés 4 minutes.
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Figure 5. — Evolution de la fécondabilité des ovules mis en présence de dilueur ou d’eau

douce pendant des temps croissants avant insémination artificielle (5 ml de dilueur
+ 200 ovules environ).

5. Mise au point d’un dilueur d’insémination : effet de la pression osmo-
tique et du pH sur la fertilité des gamétes

Les résultats rapportés dans la figure 6 montrent une augmentation des
pourcentages de fécondation qui va de pair avec une élévation de la pression
osmotique et du pH. Aux pressions osmotiques 100 et 150, les pourcentages
de fécondation sont faibles, quels que soient le pH et le taux de dilution du
sperme. Aux pressions osmotiques supérieures (200, 250 et 300) les pourcentages
de fécondation s’élevent; les pH 8 et 9 se montrent les plus favorables & la
survie des gameétes. L’analyse statistique des résultats par analyse de variance
montre une différence significative (P << 0,05) entre les différents pH aux taux
de dilutions 10® et 10*. Une augmentation du taux de dilution du sperme
entraine une nette diminution des pourcentages de fécondation.
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Figure 6. — Effets de la pression osmotique et du pH du dilueur sur le succes de l'insémi-
nation artificielle du brochet réalisée a4 trois dilutions de sperme différentes (10-2,
103 et 104,
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6. Détermination du nombre optimum de spermatozoides nécessaires pour
féconder un ovule

Les pourcentages de fécondation obtenus aptés variation du nombre de
spermatozoides par ovule sont rapportés dans le tableau 1. 387 000 a 719 000
spermatozoides sont nécessaires et suffisants pour féconder un ovule pour des
pourcentages de fécondation de 83 et 88 p. 100. Un nombre de spermatozoides
10 fois plus impottant ne conduit pas a des fécondations supérieures, ce qui
indique que tous les ovules fécondables ont été fécondés.

Tableau 1. — Détermination du nombre de spermatozoides nécessaires pour féconder un
ovule de braochet.
Sperme Vol. 0,1 ml (10-29) 0,01 ml (10-3) 0,001 ml (10-4)
Nbr. 1900 108 190 10° 19 106
Nbr. Nbr. spermato/ % Nbr. spermato/ Y% Nbr. spermato/ %
ovules ceufs fécondés fécond. ccufs fécondés fécond. ceufs fécondés fécond.
300 7279 103 87 719 103 88 ] NS 191 103 33
600 3598 103 88 387 103 83 158 103 20
1000 2261 103 84 344 103 55 158 103 12
2 000 1117 103 85 210 103 45 237 103 4

Volume de dilueur utilisé : 10 ml.
NS différence non significative (lest x?)

7. Rapport optimum ovules/dilueur lors des opérations d’insémination
artificielle

Les pourcentages de fécondation obtenus avec les différents rapports volume
de dilueur/volume d’ovules sont rapportés dans la figure 7. Le rapport optimum
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Rapport vol. de dilueur / vol. d’ovules

Figure 7. — Rapport optimum volume de dilueur/volume d’ovules a mettre en ceuvre au
cours de linsémination artificielle. Rapport 1 : 5 ml de dﬂu(.ﬂll“ et 5 ml ‘d’ovules, soit
250 environ. Taux de dilueur du sperme 10-3 (signification statistique, cf. légende fig. 1).
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se situe a 0,5 ou 1 volume de dilueur pour un volume d’ovules. Les différences
ne sont pas significatives entre ces deux valeurs; par contre lorsque le volume
de dilueur ne représente plus que le 1/5 du volume des ovules, les taux de
fécondation sont significativement plus bas (P < 0,05).

8. Temps d’exposition des gamétes inséminés dans le dilueur D 532 avant
passage en incubateurs

Les résultats rapportés dans la figure 8 et portant sur deux répétitions mon-
trent quaprés 30 secondes de mise en présence des deux gametes et du dilueur,
la fécondation de la majeure partie des ovules fécondables est obtenue dans un
cas, alors que dans l'autre cas, 1/3 des ovules sont fécondés en 30 secondes et
le reste dans les 4 minutes qui suivent la mise en présence. La durée d’exposition
des ceufs au dilueur aprés fécondation n’a pas d’effets néfastes si elle n’excéde
pas 10 minutes. Par contre, pour des durées plus longues, les pourcentages de
fécondation diminuent.
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Figure 8. — Evolution des pourcentages de fécondation d'ceufs laissés dans le dilueur

aprés insémination pendant des temps croissants 4 et e 2 répétitions.

9. Effet de 'agitation des ceufs aprés I'insémination

Une agitation appliquée sur des ceufs de brochet aprés durcissement (une
heure aprés insémination artificielle) ne provoque aucune modification du déve-
loppement embryonnaire, quels que soient le mode et la durée de I’agitation.
Les pourcentages d’ceufs embryonnés & 50°jours sont identiques et méme supé-
rieurs 4 ceux des ceufs non agités (fig. 9) (différence trés significative P < 0,01).
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Figure 9. — Effet d’une agitation mécanique sur le développement embryonnaire d’ceufs

de brochet appliquée aprés la période de durcissement. Temps d’agitation 6 et
12 heures (signification statistique, cf. légende fig. 1).

Discussion

1. Conservation des gamétes de brochet

La fertilité des gameétes de brochet laissés dans le tractus génital ou la cavité
ovarienne de géniteurs morts est bréve et n’excéde pas 6 & 8 heures (fig. 1 et 3).
Par contre, in vitro, les durées de survie sont plus longues : plus de 20 heures
pour le sperme (fig. 2), 18 heures a sec et 30 heures dans une solution saline
pour les ovules (fig. 3). Les durées de survie des gametes de brochet sont donc
extrémement courtes en condition post-mortem et sensiblement plus courtes in
vitro qu’in vivo. En effet De Montalembert et al. (1978) rapportent des durées
de fécondabilité post-ovulation de 48 heures pour des ovules laissés a I'intérieur
de la cavité ovarienne des femelles.

L'emploi de dilueur de conservation contenant du potassium améliore la
durée de survie du sperme de brochet qui conserve son pouvoir fécondant
pendant 27 heures (fig. 2). Ces durées de survie du sperme de brochet en condi-
tion in vitro sont comparables & celles obtenues chez la carpe (36 et 48 heures,
Marcel non publié), mais inférieures & celles obtenues avec le sperme de truite
(3 & 4 jours, Marcel et al., 1982). Les ovules de brochet montrent une aptitude
4 la conservation identique a celle du sperme, alors que la survie du sperme
est en général plus longue que celle des ovules chez les autres espéces : 6 heures
pour les ovules de carpe (Marcel, non publié), 24 heures pour les ovules de
truite arc-en-ciel avec de fortes variabilités individuelles (Marcel et al., 1982),
4 heures pour le sperme et 2 heures pour les ovules chez le hareng (Alderdice et
Velsen, 1978), 97 heures et 48 heures respectivement pour le sperme et les
ovules de saumon Oncorhynchus masou (Nakano et Nazawa, 1925).

. Ces observations peuvent étre reliées aux importants besoins en oxygene des
gamétes et principalement du sperme, tant pendant leur transit dans le tractus
génital que lors de leur conservation aprés prélevement. La consommation en
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oxygene est estimée & 21 mm® d’Oz/heure/ml de sperme & une température de
10° C chez la truite, alors que la consommation des ovules 2 la méme tempéra-
ture est de 2 mm’® d’Oz/heure/ml d'ovules (Okada et al., 1956). Cette différence
peut étre reliée & la concentration élevée du sperme en spermatozoides (19.10°/ml
de sperme chez le brochet). Trés rapidement aprés la mort des géniteurs, les
spermatozoides se trouvent en anoxie ce qui entraine une chute du pouvoir
fécondant (Truscott et al., 1968 ; Stoss ef al., 1978 ; Billard, 1980). Par contre
nos conditions de stockage des gamétes in vitro (récipients & large fond permet-
tant une faible épaisseur de gamétes) sont favorables & I'oxygénation du sperme.
Il semble que ce dernier paramétre soit cependant moins important pour la
survie des ovules puisque Morley et Withler (1969) conservent des ovules sur
une épaisseur de 53 cm pendant 30 minutes et obtiennent 93 p. 100 de fécon-
dation. |

Parmi les autres facteurs susceptibles d’intervenir dans la survie des gametes,
les milieux d’accompagnement se montrent d’une extréme importance. Les gamétes
conservés A sec sont en réalité en présence de leur liquide séminal ou ccelomique
et dans le cas de la conservation des ovules de brochet en milieu salin, le liquide
ceelomique a conservé son rble protecteur puisque lorsque la dilution est 5 fois
plus forte, la survie des ovules ne dépasse pas 30 minutes (cf. fig. 3 et 5). Par
contre, les ovules de morue perdent leur fécondabilité aprés une durée d’exposition
de 6 heures dans ’eau de mer (Davenport et al., 1981). D’autre part, la mise au
point de milieux faisant intervenir du potassium (Billard, 1975a ; Baynes et al.,
1981) et du sucrose (Billard, 1980), permet d’inhiber la motilité des spermato-
zoides.

2. Essais d’amélioration de la technique d’insémination artificielle du
brochet

L’emploi de dilueurs d’insémination 2 base de NaCl pour les gamétes de
brochet augmente les durées de fécondabilité qui deviennent trds supérieures a
celles enregistrées aprés mélange des gamétes dans 1’eau douce. Dans le dilueur,
les spermatozoides de brochet conservent leur pouvoir fécondant pendant 2 &
- 4 minutes (fig. 4) et aptitude & la fécondation des ovules est maintenue pendant
30 minutes (fig. 5). Mis 2 part cette conservation particulidrement longue des
ovules de brochet confirmée par ailleurs par P'expérience conservation des ovules
(fig. 3), les durées de survie sont sensiblement identiques entre les deux gamétes,
avec un léger avantage pour les ovules. Au cours de l'insémination, la pression
osmotique compatible avec un taux de fécondation satisfaisant se situe entre 150
et 250 milliosmoles (fig. 6), et cette pression osmotique optimale est proche de
celle du liquide séminal.

Les propriétés des solutions salines se manifestent par une prolongation
de la motilité des spermatozoides et par un retard de l'activation de I'ceuf
qui se produit immédiatement au contact de l'eau douce en réponse au choc
osmotique. Dans les expériences rapportées ici, la prolongation de survie des
ovules placés dans un dilueur développant une pression osmotique de 250 mil-
liosmoles laissc supposer que l’activation de l'euf ne s’est produite qu'au
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contact du spermatozoide et que le processus de réaction corticale est différé
dans Ies solutions salines comme ’avaient signalé SzollGsi et Billard (1974). La
durée de motilité du sperme n’a pas été contrdlée ici, mais on sait par ailleurs
quelle peut atteindre 3 4 5 minutes aprés dilution dans des solutions salines
(Billard, 1978 ; de Montalembert et al., 1978). La durée de motilité des sper-
matozoides est extrémement bréve lorsqu’ils sont placés dans l'eau douce ou
I’eau de mer : 1 minute chez le brochet, 1,5 minute chez la carpe, 30 secondes
chez la truite aprés dilution dans ’eau douce, 2 minutes chez la daurade et le bar,
apres dilution dans I'eau de mer (Ginsburg, 1968 ; Billard, 1978). Les limites
de l'osmolalité d’un dilueur permettant soit I'inhibition, soit une augmentation
de la motilité du sperme sont strictes et différent selon les especes (Morizawa
et Suzuki, 1980). Ces auteurs rapportent des pressions osmotiques de 100 mil-
liosmoles pour le sperme de poisson rouge, et 0 & 500 milliosmoles pour celui
des salmonidés. Une prolongation de la durée de motilit€é des spermatozoides
en présence de solutions salines est rapportée chez les salmonidés (Ellis et Jones,
1939 ; Nomura, 1964 ; Petit er al., 1973 ; Billard et al., 1974), le brochet (De
Montalembert et al., 1978 ; Billard 1978), les poissons marins : la morue Gadus
morhua macrocephalus et la limande Limanda yokohamae (Morizawa et Suzuki,
1980), ainsi que le hareng (Dushkina, 1973). Mais dans ces derniers cas, 1’0s-
molalité permettant une prolongation de la durée de la motilité doit étre supé-
rieure a celle des liquides séminaux, contrairement aux poissons d’eau douce.
Cette derniere observation peut étre étendue aux gamétes de hareng qui montrent
des pourcentages de fécondation élevés aux fortes salinités (Holliday et Blaxter,
1960). Sclon Ginsburg (1968), le fait que la motilité soit plus bréve et plus
intense dans I'eau douce serait dt au choc osmotique et la motilité plus longue
dans les solutions salines résulterait d’une moindre dépense énergétique pour
la régulation osmotique. Le caractére bref de la motilité des spermatozoides
teste cependant un phénomene général chez les poissons, méme dans des solu-
tions salines sensiblement isotoniques. Cela peut &tre dfi au caractére primitif
du spermatozoide et & une piéce intermédiaire particulitrement réduite (Billard,
1970 ; Mattéi, 1970), mais il faut signaler des augmentations importantes de
durées de motilité obtenues avec addition de théophylline au sperme de truite
(Billard, 1981) ou d’AMP cyclique a des flagelles dépourvues de membrane
plasmique chez la truite et le carassin (Morizawa et Okuno, 1981).

Les gamétes de brochet se montrent également sensibles aux variations de
pH du milieu dans lequel ils sont placés, et le dilueur tamponné a pH 9 se
montre le plus favorable (fig. 6). La valeur de ce paramétre est supérieure i
celle enregistrée aprés mesure du pH du liquide séminal. Les variations de pH
semblent intervenir, comme la pression osmotique, sur le temps de motilité
du sperme, lequel est prolongé dans une solution & haut pH (Duplinsky, 1982).
Chez la truite, un pH du dilueur supérieur 2 celui du liquide séminal entraine
des pourcentages de fécondation élevés et une prolongation de la motilité des
spermatozoides (Baynes et al., 1981), alors qu'un pH plus bas a un effet défa-
vorable (Inaba et al., 1958 ; Petit ef al., 1973). De méme Kamaldeep et Toor
(1980) retrouvent sur les ceufs de carpe les effets défavorables des pH limites
(5,8 — 10,8) et en particulier, les pH acides. Ce phénoméne peut en partie
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8tre relié aux propriétés trds générales de la fécondation qui s’effectue avec une
&lévation du pH interne de l'ceuf (Epel, 1980) mais qui peut concerner le pH
interne du spermatozoide. Par contre, nous ne retrouvons pas au niveau du
dilueur Leffet inhibiteur d’un pH proche de celui du liquide séminal rapporté.
chez la truite par Schlenck (1933), Schlenck et Kahmann (1937) et Hamor
(1966).

L’emploi de dilueurs d’insémination permet des taux de dilution du sperme
glevés et des pourcentages de fécondation satisfaisants sont obtenus aprés
insémination aux taux de dilution de 102, 103, les dilutions limites se situant
% 10°. Les faibles taux de dilution n’améliorent pas les pourcentages de fécon-
dation, sauf lorsque les gametes sont de qualité médiocre. Le rapport optimum
volume de dilueur/volume d'ovules est de 0,5 ou 1 (fig. 7) et autorise des
économies importantes de sperme (1 1 d’ovules, 0,5 1 de dilueur et 0,5 ml de
sperme). Des valeurs comparables ont été trouvées chez la carpe (Marcel, non
publié). L’emploi d’aussi faibles quantités de sperme n’est pas retrouvé dans
la littérature et Bakos et al. (1976) préconisent 10 ml de sperme pour féconder
un litre d’ovules de carpe sans utilisation de dilueur. Une dilution des ovules im-
portante (1/5) conduit & une diminution de 1a survie des ovules (cf. fig. 2 et 5).
Au taux de dilution de 103, le nombre de spermatczoides nécessaires pour
féconder un ovule de brochet est de 300 & 700000 (cf. tabl. 1), ce qui est
du méme ordre de grandeur que chez la truite (Billard et al., 1974 ; Billard
et Carpentier 1974 ; Billard, 1975b). Par contre, ce nombre est plus faible chez
la carpe (30000, Marcel, non publi€). Il semble aussi que le nombre de
spermatozoides diminue avec la taille des ceufs. Ce nombre ne présente pas un
intérét majeur dans la pratique piscicole, et on se réfere plus souvent au volume
de sperme a mettre en ceuvre lors de I'insémination artificielle. 11 est cependant
intéressant de le mentionner car ces chiffres sont trés élevés si I'on considére
le mode de fécondation des gamétes, placés en contact direct. Il faut noter
que la pénétration du spermatozoide ne peut se faire qua un point précis de
'ovule, le micropyle. Or durant sa vie active, le spermatozoide de truite ne
parcourt que 2,5 mm (Schlenck et Kahmann, 1937) et la distance la plus
éloignée du micropyle se trouve 2 8 mm. Chez le brochet, cette distance est
de 5 mm et chez la carpe de 2,5 mm. A supposer que les spermatozoides de
brochet et de carpe parcourent des distances comparables a ceux de la truite,
on peut penser que la probabilité pour un spermatozoide d’atteindre le micro-
pyle dépend de la taille de T'ceuf.

Conclusion

Les durées de conservation in vitro des gamétes males et femelles de
brochet sont sensiblement identiques, de sorte que le premier gaméte prélevé au
cours des opérations d’insémination artificielle peut étre indifféremment le
sperme ou les ovules. Ils seront conservés a une température de T'ordre de 4°C
dans l'attente de l'insémination artificielle, & lintérieur de récipients permettant
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une bonne oxygénation. Le prélévement de gametes sur des géniteurs morts ne
peut étre réalisé que pendant les quelques heures qui suivent la mort des animaux.

Le dilueur d’insémination mis au point pour le brochet présente un pH
de 9 et une pression osmotique de 250 milliosmoles/kg. L’utilisation de ce
dilueur est compatible avec un certain nombre d’exigences de la physiologie
des gamdtes et des processus de fécondation. La prolongation de la survie des
ovules et de la durée de la motilité du sperme autorisc la mise en ceuvre d'un
nombre réduit de spermatozoides. L’opération qui consiste a mélanger d’abord
les ovules et le dilueur permet une répartition plus homogéne des spermatozoides
lorsque ceux-ci sont ajoutés au mélange (fig. 10). D’autre part, ce dilueur d’in-
sémination a la propriété d’inhiber ou de limiter la formation de la couche
collante des ceufs lors de leur contact avec l'eau douce.

|. Prélevement des owules 2. Prélevement du sperme
par massage cbdominal a I'aide d’une seringue

3. | litre d'ovules +0,5 litre 4. 05ml 5. 2a3 transversements
de dilueur de sperme successifs et repos
pendant 5 a |0 mn.

Figure 10. — Schéma du déroulement des opérations d’insémination artificielle du brochet :
1. les ovules sont d'abord prélevés (durée de vie légérement supérieure a celle des
spermatozoides) dans des cuvettes. La femelle est placée trés preés du récipient afin

d’éviter une chute des ovules dans ce dernier ;

2. le sperme est ensuite prélevé & l'aide d’une seringue ou d'une pipette si la quantité
de sperme est trés faible;

3. le dilueur d'insémination est ajouté aux ovules dans une proportion de 0,5 1 de
dilueur pour 1 litre d’'ovules;

4. aussitot le sperme est ajouté en quantité connue : dilution de 10-3, soit 0,5 ml de
sperme pour 0,5 1 de dilueur;

5. simultanément, le mélange est transvasé délicatement 2 a 3 fois pour permettire
une bonne répartition des spermatozoides dans le mélange dilueur-ovules; puis les
ceufs sont laissés en présence du dilueur et du sperme pendant 5 & 10 minutes, temps
pendant lequel la fécondation peut encore avoir lieu. .
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