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La cong�lation du sperme et des embryons de poissons a deux objectifs
primordiaux : la conservation des g�notypes des esp�ces dÕint�r�t
aquacole, dÕune part, et la conservation ex situ de la biodiversit� 
de lÕichtyofaune sauvage, dÕautre part. Cet article fait le point sur les
technologies utilis�es et sur les param�tres quÕil est n�cessaire de
ma�triser pour chaque esp�ce cible.

R�sum�
Le d�veloppement des programmes de s�lection g�n�tique en pisciculture et la
protection de la biodiversit� de lÕichtyofaune sauvage justifient la cr�ation de
cryo-banques de sperme et dÕembryons de poissons. Les travaux sur la formula-
tion des dilueurs de cong�lation montrent que lÕon doit tenir compte � la fois de
lÕesp�ce cible, du type cellulaire concern� et des interactions entre les diff�rents
composants du dilueur. LÕaptitude � la cryoconservation du sperme est tr�s
variable suivant les esp�ces, la cong�lation du sperme des Salmonid�s �tant parti-
culi�rement difficile � ma�triser. La cong�lation des Ïufs embryonn�s entiers
nÕappara�t pas possible dans lÕ�tat actuel des connaissances. Par contre, les pre-
miers essais de cong�lation des blastom�res isol�s sont tr�s prometteurs.

Avec une production mondiale de 13 mil-
lions de tonnes en 1994 (source FAO 1996), la
pisciculture est une production animale
importante et en expansion (augmentation de
10 % de 1993 � 1994). Au niveau europ�en, la
production, qui concerne principalement les
Salmonid�s (Truite et Saumon) en Europe
occidentale et septentrionale et la Carpe en
Europe Centrale, se diversifie au profit dÕes-
p�ces marines � haute valeur ajout�e (Turbot,
Bar, Daurade, etc), principalement en M�di-
terran�e. Une des caract�ristiques de la pisci-
culture europ�enne est sa haute technicit�
(gestion de lÕeau, alimentation artificielle,
contr�le de la date de reproduction et synchro-
nisation des pontes, reproduction artificielle,
st�rilisation des poissons par triplo�disation,
s�lection g�n�tique, vaccins, etc). Les exi-
gences du march� am�nent les �leveurs euro-
p�ens � �tre de plus en plus attentifs � la
nature et � la qualit� des produits. Dans ce
cadre, la s�lection g�n�tique conna�t aujour-
dÕhui un essor important, plus particuli�re-
ment en salmoniculture. Activit� r�cente, pra-
tiqu�e actuellement par des pisciculteurs plus

producteurs que s�lectionneurs, la s�lection
g�n�tique pose d�s maintenant la question de
la conservation des souches. La conservation
in situ dÕune souche de poissons, et en parti-
culier de Salmonid�s, est souvent d�laiss�e en
raison de son co�t en eau. Cette situation, qui
prive le s�lectionneur de r�f�rences g�n�-
tiques initiales, nÕest pas satisfaisante car elle
entra�ne lÕimpossibilit� dÕun retour aux
souches de d�part, retour qui peut �tre rendu
n�cessaire par la s�lection fortuite dÕun carac-
t�re ind�sirable dans un environnement fluc-
tuant. Dans ces conditions, la conservation ex
situ au moyen de la cong�lation des gam�tes
et des embryons appara�t comme une solution
int�ressante.

Par ailleurs, une des particularit�s de la
pisciculture, par rapport aux autres produc-
tions animales, est la coexistence g�ogra-
phique de souches domestiques et sauvages
de la m�me esp�ce. CÕest le cas, en particulier,
des Salmonid�s dont des individus dÕ�levage
peuvent �tre lib�r�s dans le milieu naturel,
soit volontairement pour le soutien � la p�che,
soit involontairement par des �chappements,
et se reproduire avec des g�niteurs sauvages.
Ce ph�nom�ne, qui a �t� observ� chez le Sau-
mon atlantique en Ecosse et en Norv�ge, pose
la question de la conservation de la biodiver-
sit� g�n�tique. Ce probl�me se pose, bien
entendu, aussi en terme dÕesp�ces menac�es.
Si, dans la tr�s grande majorit� des cas, cÕest
dÕabord en sÕint�ressant � lÕhabitat piscicole et
� la qualit� de lÕeau que cette question doit
�tre abord�e, il nÕen demeure pas moins que
la situation critique de certaines esp�ces (cer-
tains Esturgeons par exemple) n�cessiterait
la mise en place de proc�dures dÕurgence de
conservation ex situ. La mise en place de cryo-



banques de sperme et dÕembryons, qui a
d�but� en Norv�ge pour le Saumon atlan-
tique, appara�t donc comme un outil int�res-
sant pour la conservation de la biodiversit� de
lÕichtyofaune.

1 / Cryoconservation 
du sperme

Depuis les premiers travaux de Blaxter
(1953, cit� par Mounib et al 1968) sur du
sperme de Hareng (Clupea harengus), de
nombreuses �tudes ont port� sur la cong�la-
tion du sperme de poissons et plus particuli�-
rement de Salmonid�s. Cette famille de pois-
sons �tant la plus �tudi�e, cela permet de
disposer de nombreuses connaissances sur la
physiologie testiculaire et sur la biologie des
spermatozo�des (Maisse 1990) et dÕavoir ainsi
une vision assez coh�rente des probl�mes
pos�s par la conservation � tr�s basse temp�-
rature. Pour les autres esp�ces, les �tudes res-
tent trop souvent ponctuelles, portant sur un
tr�s faible effectif dÕindividus, pour que les
conclusions soient d�finitives.

DÕune mani�re g�n�rale, la cryoconserva-
tion du sperme de poisson est une technique
qui donne des r�sultats satisfaisants au
niveau exp�rimental, mais qui ne sÕest pas
encore d�velopp�e dans la pratique en raison
principalement de la trop grande variabilit�
des r�sultats. La r�ussite de la cong�lation du
sperme d�pend de plusieurs facteurs. Il est
indispensable de 1) disposer dÕun dilueur pr�-
servant les fonctions du spermatozo�de,
2) ma�triser les techniques de cong�lation,
d�cong�lation et f�condation, 3) nÕutiliser, si
possible, que des �jaculats dont les spermato-
zo�des sont capables de subir sans dommage
majeur les contraintes de la cristallisation-
d�cristallisation des milieux extra et intracel-
lulaires.

1.1 / Les dommages subis 
par les spermatozo�des

Peu dÕ�tudes syst�matiques ont �t� men�es
dans le but de d�crire les dommages subis par
les spermatozo�des lors de la cong�lation-
d�cong�lation. Cependant nous disposons
dÕanalyses ultrastructurales qui montrent
que, m�me en pr�sence dÕun cryoprotecteur,
de nombreuses atteintes � lÕint�grit� des sper-
matozo�des sont visibles � plusieurs niveaux
(Billard 1983). La membrane plasmique appa-
ra�t souvent soulev�e, voire rompue, au
niveau de la t�te. La pi�ce interm�diaire est
particuli�rement atteinte avec une d�structu-
ration de la (des) mitochondrie(s). Le flagelle
appara�t fr�quemment d�form� suite � une
rupture de la membrane plasmique et (ou)
une l�sion de lÕaxon�me. Dans certains cas le
noyau pr�sente un d�collement de la mem-
brane nucl�aire et (ou) une alt�ration de la
chromatine. Utilisant la cytom�trie en flux �
double fluorescence, chez la Truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss), Ogier de Baulny et al
(1997a) ont quantifi� simultan�ment les alt�-

rations membranaires et mitochondriales :
apr�s cong�lation en pr�sence de dim�thyl
sulfoxide (10 % v/v), ces auteurs ont not� que
17 % des spermatozo�des avaient � la fois la
membrane plasmique intacte et la mitochon-
drie fonctionnelle et que 28 % pr�sentaient la
membrane plasmique intacte et la mitochon-
drie alt�r�e.

La premi�re cons�quence de ces dommages,
visible au microscope optique, concerne la
mobilit� des spermatozo�des. Tous les auteurs
sÕaccordent pour dire quÕind�pendamment de
la baisse du pourcentage de spermatozo�des
mobiles, leur dur�e de mobilit� apr�s d�cong�-
lation est le premier param�tre affect� ; ainsi
chez le Zebrafish (Brachydanio rerio), Harvey
et al (1982) observent que la mobilit� est
r�duite � 15 secondes avec le sperme d�con-
gel� alors quÕelle peut se maintenir une heure
avec le sperme frais. Par contre il ne semble
pas que le type de mouvement des spermato-
zo�des ayant r�sist� � la cong�lation-d�cong�-
lation soit modifi� (Mounib 1978, chez le Sau-
mon atlantique, Salmo salar, et la Morue,
Gadus morhua). Cependant, chez la Truite
arc-en-ciel, la vitesse de d�placement des
spermatozo�des est nettement plus faible, ce
qui peut �tre mis en relation avec une
consommation importante dÕ�nergie (jusquÕ�
70 % du niveau initial) pendant la cong�la-
tion-d�cong�lation (Ogier de Baulny et al
1997a).

Les spermatozo�des des poissons dÕ�levage,
dont la plupart appartiennent � la classe des
T�l�ost�ens, ont en commun lÕabsence dÕacro-
some, � lÕexception des spermatozo�des dÕestur-
geons, poissons appartenant � la classe des
Chondrost�ens (Mattei 1991). Ind�pendam-
ment des probl�mes li�s � lÕint�grit� cellulaire,
les alt�rations de la membrane plasmique
vont donc concerner essentiellement sa capa-
cit� � fusionner avec celle de lÕovule. Nous ne
disposons pas dÕ�tude directe sur ce sujet,
mais nous pouvons noter que dans plusieurs
travaux les auteurs observent une bonne moti-
lit� apr�s d�cong�lation avec cependant de
mauvais taux de f�condation ; cÕest le cas en
particulier de la carpe (Cyprinus carpio) pour
laquelle Cogni� et al (1989) notent des pour-
centages de spermatozo�des mobiles de lÕordre
de 80 % par rapport au t�moin frais alors que
le pouvoir f�condant ne repr�sente que 40 %
de celui obtenu avec ce m�me t�moin. Une
alt�ration du g�nome nÕest cependant pas �
exclure compte tenu des observations de
Billard (1983) qui rapportait des modifications
importantes de la structure de la chromatine
dans les spermatozo�des de Truite arc-en-ciel
apr�s d�cong�lation. Il faut cependant pr�ciser
que, chez cette derni�re esp�ce, il nÕa jamais
�t� rapport� de cas dÕavortement dÕÏufs f�con-
d�s avec du sperme d�congel�.

1.2 / Les dilueurs de cong�lation

a / Les solutions min�rales

La composition des solutions min�rales est
extr�mement variable, allant de la simple
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solution de NaCl � des solutions plus �labo-
r�es mimant la composition min�rale du fluide
s�minal de lÕesp�ce �tudi�e. Les auteurs ayant
compar� les diff�rents dilueurs sÕaccordent
pour dire quÕil y a peu ou pas de diff�rences de
performances suivant les compositions min�-
rales (Stein et Bayrle 1978). On peut noter �
travers la litt�rature que la tendance est � la
suppression des solutions min�rales. La com-
position des dilueurs se rapproche de celle des
dilueurs formul�s pour les mammif�res : ce
sont des m�langes tamponn�s de cryoprotec-
teurs internes et externes et de stabilisants de
membranes, comme par exemple le dilueur
Cryofish (licence INRA-IMV-SYSAAF) qui a
�t� test� sur plusieurs esp�ces de poisson.

b / Les tampons

Le pH des dilueurs est tr�s variable (5,2 �
8,5) et son importance est mal �lucid�e. Les
diverses exp�rimentations men�es chez la
Truite arc-en-ciel donnent des r�sultats
variables et ne permettent pas de conclure
sur lÕexistence dÕun pH optimum. Chez le Sau-
mon atlantique, Mounib (1978) montre cepen-
dant lÕimportance du tampon bicarbonate de
potassium quÕil pr�f�re aux tampons phos-
phate et Tris.

c / Les glucides

Le fructose, que lÕon trouve dans la plupart
des fluides s�minaux, est souvent pr�sent en

faible quantit� (5 mM) dans les dilueurs �
base min�rale importante. Ce glucide est
alors utilis� comme composant dÕun milieu
mimant le fluide s�minal plut�t que comme
cryoprotecteur. Dans les milieux d�pourvus de
sels min�raux, les auteurs lui pr�f�rent le sac-
charose (125 mM chez le Saumon atlantique -
Mounib 1978), et le glucose (300 mM chez le
Cor�gone, Coregonus muksun - Piironen
1987). Maisse (1994), dans une �tude compa-
rative men�e chez la Truite arc-en-ciel, a mon-
tr� que les effets du saccharose, du maltose,
du tr�halose, du galactose, du fructose et 
du glucose, incorpor�s � la concentration de
125 mM dans le dilueur de Mounib, sont sem-
blables. Chereguini et al (1997) ont montr� la
sup�riorit� dÕun dilueur � base de saccharose
sur un dilueur min�ral chez le Turbot (Scoph-
talmus maximus) (figure 1).

d / Les compos�s stabilisant 
la membrane

Les lipoprot�ines sont classiquement utili-
s�es dans les dilueurs de cong�lation du
sperme. Elles se lient � la membrane plas-
mique et en assurent une meilleure stabilit�
pendant la cong�lation-d�cong�lation. Les
meilleurs r�sultats sont obtenus lorsque lÕon
ajoute au dilueur environ 15 % de lait �cr�m�
en poudre (Harvey 1983a) ou 10 � 20 % de
jaune dÕÏuf (Legendre et Billard 1980). Chez
le Turbot, Chereguini et al (1997) nÕont mon-
tr� aucune diff�rence dÕeffet entre le jaune
dÕÏuf et le lait �cr�m� (figure 1). Par contre,
chez la Truite arc-en-ciel, B. Ogier de Baulny
et al (figure 2, non publi�) obtiennent de
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Figure 1. Motilité du sperme de Turbot avant
(sperme frais) et après congélation dans un milieu
contenant 125 mM de saccharose ou dans un
milieu minéral, en présence de jaune d’œuf ou de
lait écrémé. Les résultats obtenus avec le milieu
minéral sont significativement (à 5 %) les moins
bons (d’après Chereguini et al 1997).
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Figure 2. Fécondance du sperme de Truite 
arc-en-ciel (n = 8 mâles) après congélation dans le
dilueur de Mounib (1978) complémenté par du jaune
d’œuf, du lait écrémé, de la lécithine de soja (20 %
PC) ou de la sérum albumine bovine (BSA). Seul le
jaune d’œuf a un effet bénéfique significatif (test T
de Wilcoxon, à 5 %) (B. Ogier de Baulny, non



meilleurs r�sultats avec le jaune dÕÏuf en
comparaison avec dÕautres additifs (lait
�cr�m�, l�cithine de soja, s�rum albumine
bovine). Un substitut au jaune dÕÏuf, mis au
point par la Soci�t� IMV (LÕAigle, France) a
donn�, chez la Truite arc-en-ciel, des r�sultats
comparables � ceux obtenus avec le jaune
dÕÏuf (G. Maisse, non publi�).

e / Les cryoprotecteurs Ç perm�ants È

LÕagent cryoprotecteur le plus couramment
utilis� pour la cong�lation du sperme de pois-
son est le dim�thyl sulfoxide (DMSO) � des
concentrations nÕexc�dant pas en g�n�ral 10
%. Le glyc�rol donne de bons r�sultats avec le
sperme de certaines esp�ces comme les Cor�-
gones (Piironen 1987), dont le fluide s�minal
est naturellement riche en glyc�rol. Chez les
poissons tropicaux dÕeau douce, cÕest le m�tha-
nol qui est retenu pour les Tilapias, Oreochro-
mis sp, (Rana et Mc Andrew 1989) et le
Zebrafish, Brachydanio rerio, (Harvey et al
1982). Dans tous ces travaux les dilueurs de
base sont diff�rents, il est donc difficile de
savoir ce qui rel�ve du facteur esp�ce ou des
interactions entre les cryoprotecteurs et les
autres composants du dilueur.

Dans une analyse comparative utilisant la
solution de Mounib (1978) comme dilueur de

base, Ogier de Baulny et al (1997b, figure 3)
ont montr� que le choix du cryoprotecteur
perm�ant doit �tre adapt� � lÕesp�ce : DMSO
pour la Truite arc-en-ciel, DMSO et propy-
l�ne glycol pour le Turbot, dimethylaceta-
mide et m�thanol pour le Silure glane et
m�thanol pour le Tilapia. Cependant les
interactions entre le cryoprotecteur Ç per-
m�ant È et les composants du dilueur exis-
tent : ainsi, Labb� et al (1997), travaillant
avec des liposomes pr�par�s � partir de mem-
branes plasmiques de spermatozo�des de
Truite, ont observ� une diminution du pou-
voir cryoprotecteur du DMSO en pr�sence
dÕun tampon phosphate.

1.3 / Technologie de la
cong�lation-d�cong�lation

a / La manipulation du sperme 
avant cong�lation

La r�ussite de la technique d�pend en pre-
mier lieu de la qualit� du sperme trait�. Nous
verrons plus loin les facteurs influen�ant lÕap-
titude du sperme � la cong�lation, ici nous
abordons les conditions de pr�l�vement, de
stockage et de manipulation du sperme avant
la cong�lation proprement dite.
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Figure 3. Motilité du sperme de Truite arc-en-ciel (n = 6 mâles), de Silure (n = 6 mâles), de Tilapia 
(n = 30 mâles, traités en 3 mélanges de 10 spermes) et de Turbot (n= 6 mâles, traités en 3 mélanges de 2)
avant (sperme frais) et après congélation dans le dilueur de Mounib (1978) complémenté par du jaune
d’œuf (10 %) et en présence de 10 % de dimethyl sulfoxyde (DMSO), dimethylacetamide (DMA), glycérol
(GLY), méthanol (METH) ou propylène glycol (PG) (d’après Ogier de Baulny et al 1997b). La motilité du
sperme de Daurade (n = 7 mâles), pour lequel seul le DMSO a été testé, est présentée à titre indicatif 
(P. Haffray et G. Maisse, non publié).
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Classiquement chez les poissons, le pr�l�ve-
ment du sperme se fait par pression des flancs
du m�le pr�alablement anesth�si�. LÕ�jaculat
est recueilli dans un tube � essai et lÕimpor-
tant � cet instant est de maintenir les sper-
matozo�des immobiles afin quÕils nÕ�puisent
pas rapidement leur r�serve dÕATP. Cette
technique, qui a lÕavantage dÕ�tre simple, pose
cependant le probl�me de la contamination du
sperme par lÕurine. Pour le Silure glane (Silu-
rus glanis), chez lequel la contamination du
sperme par lÕurine peut activer les spermato-
zo�des, Linhart et al (1993) obtiennent de
bons r�sultats avec du sperme recueilli direc-
tement dans une solution dÕimmobilisation
(200 mM NaCl, 30 mM Tris, pH 7) avant
dÕ�tre soumis � la cong�lation. Chez la Truite
arc-en-ciel et le Turbot, nous conseillons
aujourdÕhui de recueillir directement le
sperme dans le milieu de cong�lation.

Apr�s pr�l�vement, le sperme doit �tre
stock� en faible �paisseur (< 5 mm), � une
temp�rature inf�rieure � 10 oC. La dur�e de
stockage doit �tre la plus courte possible afin
dÕ�viter une perte de qualit� du sperme avant
la cong�lation.

Le m�lange avec le dilueur de cong�lation
se fait g�n�ralement dans le rapport de un
volume de sperme pour trois volumes de
dilueur. La p�n�tration du cryoprotecteur
dans les cellules �tant g�n�ralement rapide,
les auteurs sÕaccordent sur la possibilit� de
d�buter le refroidissement imm�diatement
apr�s ce m�lange.

b / La cong�lation

La cong�lation est pratiqu�e selon deux
techniques :

- en granules de 100 µl congel�s directe-
ment sur un bloc de carboglace, puis transf�-
r�s au bout de 5 minutes dans lÕazote liquide ;

- en paillettes (250 µl, 500 µl, 5 ml) conge-
l�es horizontalement (3 cm au dessus du
niveau dÕazote liquide) dans la vapeur dÕazote
pendant 20 minutes puis transf�r�es dans
lÕazote liquide.

La temp�rature atteinte avant le transfert
dans lÕazote liquide doit �tre inf�rieure � 
Ð 80 oC (Billard 1984)

c / La d�cong�lation et la f�condation

La d�cong�lation doit �tre rapide. Dans la
pratique, la d�cong�lation des granules se fait
g�n�ralement dans le milieu de f�condation
(solution saline) parmi les Ïufs. Les
paillettes, quant � elles, sont plong�es dans
un bain-marie � 37 oC, pendant 35 secondes
pour les paillettes 5 ml, ou 6 secondes pour les
paillettes 500 µl, avant dÕ�tre vid�es directe-
ment sur les Ïufs.

La d�pense �nerg�tique importante li�e � la
cong�lation-d�cong�lation doit �tre imp�rati-
vement prise en consid�ration dans la formu-
lation du milieu de f�condation. Chez les Sal-
monid�s ce milieu doit �tre une solution
saline (osmolarit� 250 mOsmoles, pH 9, voir
revue de Maisse 1990) ; Scheerer et Thor-

gaard (1989) y ajoutent de la th�ophylline et
observent une augmentation de la f�condance
des spermes de Truite arc-en-ciel les moins
bons apr�s d�cong�lation ; de m�me, le
dilueur mis au point par B. Ogier de Baulny
et G. Maisse (Actifish-300, licence INRA-IMV-
SYSAAF) am�liore les performances du
sperme de Truite arc-en-ciel apr�s cong�la-
tion, en augmentant la vitesse des spermato-
zo�des (figure 4).

Chez la Truite arc-en-ciel, lÕutilisation de
sperme congel� n�cessite de travailler � des
concentrations 10 fois plus importantes
quÕavec du sperme frais (Legendre et Billard
1980), alors que chez le Turbot il nÕest pas
indispensable dÕaugmenter le nombre de sper-
matozo�des par Ïuf lorsque lÕon pratique la
f�condation avec du sperme congel� (Chere-
guini et al 1997). Ces r�sultats sont coh�rents
avec les analyses de motilit� rapport�s dans
la figure 3.

1.4 / LÕaptitude du sperme 
� la cryoconservation

LÕensemble des travaux d�crits dans la litt�-
rature montre une tr�s grande variabilit� des
r�sultats, ind�pendante de la technique utili-
s�e. Il en ressort que lÕaptitude du sperme � la
cryoconservation est variable et d�pend dÕun
certain nombre de facteurs sp�cifiques, indivi-
duels, et zootechniques.

a / Les facteurs li�s � lÕesp�ce

DÕune mani�re g�n�rale il est rapport� clas-
siquement que le sperme des poissons marins
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Figure 4. Influence de la nature du milieu de
fécondation artificielle sur la fécondance du
sperme de Truite arc-en-ciel congelé (n = 8 mâles
dans chaque expérience). Le milieu classique est
une solution saline tamponnée (voir revue de
Maisse 1990). Le milieu Actifish-300 (licence
INRA-IMV-SYSAAF) a été mis au point par B.
Ogier de Baulny et G. Maisse. Dans les
expériences 1, 2 et 3 les différences sont
significatives (test T de Wilcoxon, à 5 %).



r�siste mieux � la cong�lation-d�cong�lation
que celui des poissons dÕeau douce (Scott et
Baynes 1980). Cependant les r�sultats obte-
nus par Ogier de Baulny et al (1997b) mon-
trent, avec lÕexemple du Silure glane (esp�ce
dÕeau douce dont le sperme r�siste bien � la
cong�lation, cf. figure 3), que le choix du cryo-
protecteur doit �tre imp�rativement fait en
fonction de lÕesp�ce ; �tablir une hi�rarchie
des esp�ces de poissons selon le param�tre Ç
aptitude � la cong�lation È est donc tr�s al�a-
toire tant que lÕon nÕa pas essay� les diff�rents
cryoprotecteurs disponibles. Ceci �tant dit, il
nÕen demeure pas moins que pour lÕensemble
des cryoprotecteurs test�s, les Salmonid�s
repr�sentent un cas particuli�rement difficile
(cf. figure 3).

b / La variabilit� individuelle

Quelle que soit lÕesp�ce �tudi�e, mais plus
particuli�rement chez les Salmonid�s, les
auteurs ayant travaill� avec des �jaculats
individuels ont montr� que les m�les dÕun
m�me lot donnent des �jaculats dont les per-
formances apr�s cong�lation varient tr�s for-
tement dÕun individu � lÕautre et, pour un
m�me individu, dÕun �jaculat � lÕautre (Maisse
1996). Chez la Truite arc-en-ciel, Labb� et
Maisse (1996) ont montr� que les spermes se
congelant le mieux �taient ceux dont le rap-
port molaire membranaire cholest�rol / phos-
pholipides �tait le plus faible. Ce facteur peut
�tre influenc� par des param�tres zootech-
niques comme le r�gime lipidique et la temp�-
rature dÕ�levage des m�les.

1.5 / Conclusion
La cryoconservation du sperme des poissons

est une technique dont la fiabilit� est variable
suivant lÕesp�ce. Pour des esp�ces comme le
Turbot, la Daurade (Sparus auratus) et la
Silure glane, lÕutilisation en routine du
sperme congel� peut �tre envisag�e. Par
contre, compte tenu de la grande variabilit�
individuelle de lÕaptitude � la cong�lation du
sperme des Salmonid�s, lÕutilisation de la
cryoconservation de la semence de ces esp�ces
demeure r�serv�e � la constitution de conser-
vatoires g�n�tiques. Dans une perspective de
d�veloppement de cette technique dans le
cadre dÕune politique de conservation ex situ
de la biodiversit�, nos r�sultats d�montrent la
n�cessit� dÕadapter le choix du cryoprotecteur
Ç perm�ant È � lÕesp�ce.

2 / Cryoconservation 
des embryons de poisson

La cong�lation du sperme est une solution
partielle � la cryoconservation dÕune souche
de poisson car, lÕADN mitochondrial �tant un
h�ritage maternel, la conservation du g�nome
mitochondrial ne peut pas �tre assur�e par
cette technique. Seule la cong�lation des
embryons permettrait donc � la fois la conser-
vation g�n�tique dÕune souche et la conserva-

tion du g�nome mitochondrial de cette souche.
La cryoconservation des Ïufs embryonn�s de
poissons se heurte � la complexit� de leur
structure, comprenant le chorion, le liquide
p�rivitellin, lÕembryon et le vitellus (figure 5),
alli�e � des tailles tr�s diff�rentes suivant les
esp�ces (de moins dÕun millim�tre � plusieurs
millim�tres voire centim�tres). Plusieurs
auteurs ont cependant essay� de congeler des
Ïufs intacts, y compris en pratiquant la vitri-
fication (absence de cristallisation), alors que
dÕautres sÕint�ressent � la cryoconservation de
blastom�res isol�s.

2.1 / Les essais de cong�lation
dÕÏufs embryonn�s intacts

LÕensemble des travaux sur la cong�lation
des Ïufs embryonn�s de poissons concernent
plus lÕ�tude de la toxicit� de diff�rents cryo-
protecteurs et leur effet sur la r�sistance tem-
poraire des Ïufs aux temp�ratures n�gatives
apr�s une r�frig�ration tr�s lente, que lÕ�tude
dÕune v�ritable cryoconservation, puisquÕau-
cun auteur nÕa r�ussi � conserver des Ïufs
vivants dans lÕazote liquide.

Comme dans le cas du sperme, le choix du
cryoprotecteur est variable suivant les
esp�ces. Pour la Truite arc-en-ciel, le propy-
l�ne glycol 2,5M (G. Maisse, non publi�) nÕest
pas toxique et prot�ge efficacement les Ïufs
embryonn�s maintenus pendant une heure �
Ð 7 oC. Pour le Zebrafish, le m�thanol permet
une protection des embryons de cette esp�ce
pendant 3 heures � Ð 5 oC (Zhang et Rawson
1995). Les Ïufs de Carpe peuvent �tre main-
tenus pendant au moins 10 heures � Ð 5 oC en
pr�sence de DMSO (Zhang et al 1989). Les
r�sultats obtenus sur diff�rentes esp�ces, avec
des tailles dÕÏufs tr�s diff�rentes montrent
que la survie diminue rapidement avec la
temp�rature (figure 6). Dans lÕensemble des
travaux publi�s, les embryons ne peuvent �tre
maintenus que quelques heures � des temp�-
ratures n�gatives, dans un �tat de surfusion
(Harvey et Ashwood-Smith 1982). Zhang et
Rawson (1996) ont appliqu� sans succ�s la
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Figure 5. Représentation schématique d’un œuf
embryonné de Truite arc-en-ciel au stade 6 
de développement (d’après Ballard 1973).



technique de vitrification � des Ïufs
embryonn�s de Zebrafish, la d�cong�lation
provoquant une formation de glace intraem-
bryonnaire.

Hagedorn et al (1996) ont �tudi�, chez le
Zebrafish, la perm�abilit� des diff�rents com-
partiments de lÕÏuf embryonn� d�chorionn�,
au DMSO, au propanediol et au m�thanol.
Apr�s 2 heures dÕincubation, le DMSO et le
propanediol ont p�n�tr� dans lÕembryon mais
pas dans le vitellus, alors que d�s 45 minutes
le m�thanol a p�n�tr� dans la totalit� de
lÕÏuf. Ces r�sultats illustrent bien la com-
plexit� du probl�me de la cong�lation de lÕÏuf
embryonn� entier li�e � sa structure particu-
li�re.

2.2 / La cryoconservation 
des blastom�res isol�s

Compte tenu des �checs r�p�t�s de la cong�-
lation dÕÏufs entiers, certains auteurs ont
orient� leurs travaux vers la cong�lation de
blastom�res isol�s. Harvey (1983b) a congel�
avec succ�s (85 % de survie) des cellules
embryonnaires de Zebrafish. Chez la Truite
arc-en-ciel, Nilsson et Cloud (1993), ont mon-
tr� quÕil �tait possible de dissocier les blasto-
m�res de blastulas au stade 7 de d�veloppe-
ment, de les cryoconserver en pr�sence de
DMSO puis de les d�congeler avec un taux de
survie de 36 %.

Leveroni Calvi et Maisse (1997, figure 7)
ont am�lior� tr�s significativement ces r�sul-
tats (95 % de survie), en utilisant le propyl�ne

glycol. Afin dÕ�viter les chocs osmotiques, le
cryoprotecteur doit �tre additionn� en plu-
sieurs �tapes au milieu contenant les blasto-
m�res et, de la m�me mani�re, apr�s d�cong�-
lation, le retrait du cryoprotecteur doit se
faire tr�s progressivement. Contrairement au
cas du sperme, la vitesse de cong�lation doit
�tre programm�e tr�s soigneusement 
(Ð 1 oC/min jusquÕ� -6,6 oC, temp�rature 
dÕinduction de la cristallisation de lÕeau, 
puis Ð 0,3 oC/min jusquÕ� Ð 40 oC et enfin Ð 2
oC/min jusquÕ� Ð 80 oC avant transfert dans
lÕazote liquide).

Leveroni Calvi et Maisse (1997) ont, de
plus, mis en �vidence que les blastom�res (en
particulier le stade 6B), congel�s suivant leur
technique conservaient in vitro, leur potentiel
de multiplication et de r�agr�gation entre eux
et avec des blastom�res frais provenant dÕune
autre femelle. Ces observations sont int�res-
santes dans la mesure o�, chez la Truite arc-
en-ciel, lÕinjection de blastom�res (stade 6 � 7)
diplo�des frais dans un embryon triplo�de de
m�me stade de d�veloppement a permis la
r�alisation de chim�res se d�veloppant nor-
malement, au moins jusquÕ� lÕ�closion apr�s
laquelle ils ont �t� sacrifi�s pour analyse
(Nilsson et Cloud 1992). Utilisant une tech-
nique semblable, Lin et al (1992) ont d�mon-
tr�, chez le Zebrafish, quÕil est possible dÕobte-
nir une lign�e germinale de type chim�re par
cette voie. Ce dernier r�sultat est particuli�re-
ment important car il montre la possibilit�
th�orique de r�g�n�rer la souche donneuse de
blastom�res cryoconserv�s par croisement de
ces chim�res entre elles.

2.3 / Conclusion
La cryoconservation des Ïufs embryonn�s

de poissons se heurte � lÕexistence de plu-
sieurs compartiments dont la perm�abilit�
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Figure 6. Survie (observée au stade alevin) des œufs embryonnés de Zebrafish
(d’après Zhang et Rawson 1995), de Truite arc-en-ciel (G. Maisse, non publié) et
de Carpe (d’après Zhang et al 1989) à des températures négatives en présence
respectivement de méthanol, propylène glycol, et DMSO.
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Figure 7. Survie des blastomères de Truite arc-
en-ciel isolés, congelés puis conservés dans
l’azote liquide. Les stades de développement 6A,
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(d’après Leveroni Calvi et Maisse 1997).



aux cryoprotecteurs est variable. Aucune
r�ponse nÕayant �t� apport�e � ce probl�me,
lÕambition de recourir � la cong�lation en rou-
tine dÕÏufs embryonn�s exc�dentaires semble
devoir �tre abandonn�e. Par contre, la r�us-
site de la cong�lation des blastom�res isol�s
ouvre des perspectives int�ressantes dans la
mesure o� la technique dÕint�gration dans un
Ïuf receveur sera ma�tris�e. Compte tenu de
sa complexit�, cette technique ne semble
devoir �tre envisag�e que dans le cadre de la
conservation de caract�res g�n�tiques pr�-
cieux � des fins strictement g�n�tiques.

Conclusion g�n�rale
La cong�lation du sperme et des blasto-

m�res de poissons est aujourdÕhui suffisam-
ment ma�tris�e pour �tre propos�e comme
outil pour la constitution de conservatoires
g�n�tiques dans le cadre de programmes de
s�lection en pisciculture ou de conservation de
la biodiversit� de lÕichtyofaune sauvage. LÕen-

semble des r�sultats pr�sent�s d�montre la
n�cessit� de choisir le cryoprotecteur selon
lÕesp�ce, tant pour le sperme que pour les
blastom�res. Par ailleurs, il est int�ressant de
noter que, chez la Truite arc-en-ciel, le
meilleur cryoprotecteur pour les blastom�res
est le propyl�ne glycol qui ne prot�ge pas les
spermatozo�des : le choix du cryoprotecteur
doit donc se faire aussi en fonction du type
cellulaire.

Dans la pratique piscicole courante, lÕutili-
sation de sperme congel� peut �tre envisag�e
pour certaines esp�ces (Daurade, Turbot,
Silure). Pour les Salmonid�s les r�sultats res-
tent pour le moment trop incertains pour une
application en routine.
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Abstract

Fish sperm and embryos cryopreservation.

The creation of fish sperm and embryos cryo-
banks is justified by the development of genetic
selection programmes in fish farming together
with the need for protection of biodiversity in
wild fish populations. The studies undergone to
elaborate freezing extenders point out how
important are the considered species or cells and
the interactions between components inside the
extender. Sperm cryopreservation ability depends

on the species, Salmonids being especially diffi-
cult to control. Cryopreservation of the whole fish
embryos has not yet been successful with regards
to the knowledge available today. However, preli-
minary observations on cryopreservation of isola-
ted blastomeres are very promising.
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