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Cornparison of d1;fferent carbohydrates for the cryopreservation of rainhnw trout (Oncorhynchus 
mykiss) sperm. 
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INTRODUCTION 

La congélation du sperme de salmonidés a fait 
l'objet de nombreuses études rapportées dans les 
synthèses bibliographiques réalisées par Horton et Ott 
(1976), Scott et Baynes (1980), Stoss (1983) et plus 
récemment par Leung et Jamieson (1991). La plupart 
des auteurs s'accordent sur la très grande variabilité 
des résultats obtenus avec le sperme de salmonidés 
congelé. Les dilueurs de congélation contiennent 
souvent des sucres à des concentrations variables : 
le saccharose est employé à 125 mM chez le saumon 
atlantique, Salmo salar, (Mounib, 1978) et chez la 
truite arc-en-ciel, Oncorhynchus mykiss, (Legendre et 
Billard, 1980) et à 600 mM chez la truite arc-en- 
ciel (Holtz et al., 1991); le glucose est utilisé à une 
concentration de 300 mM chez le saumon atlantique 
(Stoss et Refstie, 1983), chez la truite commune, 
Salmo trutta, et l'omble chevalier, Salvelinus alpinus, 
(Piironen, 1993) et 600 mM chez la truite arc-en- 
ciel (Holtz et al., 1991). Cependant il n'existe pas 
d'étude comparative entre les différents glucides ni 
d'essai systématique sur d'autres sucres alors qu'ils 
présentent un grand intérêt en cryoconservation. En 
effet, Anchordoguy et al. (1987) ont montré que 
le saccharose et le tréhalose interagissent avec les 
phospholipides de la membrane et augmentent la 
stabilité de cette dernière pendant la congélation et 
la décongélation, et concluent que les disaccharides 
pourraient être de meilleurs cryoprotecteurs que le 
glycérol et le diméthylsufoxyde. 

Dans cette étude nous avons voulu comparer l'effet 
cryoprotecteur de différents sucres en remplacement 
du saccharose dans le dilueur de Mounib (1978). 

Le sperme éjaculé a été collecté sur 5 mâles de truite 
arc-en-ciel, d'une souche à reproduction automnale, 
âgés de 2 ans, en fin de période de spermiation. 
Chaque sperme a été traité individuellement pendant 
la suite de l'expérimentation; la densité en sperma- 
tozoïdes différait peu d'un sperme à l'autre et a été 
estimée à 6 x IO9 cellules par ml. 

Les dilueurs testés avaient tous pour base le dilueur 
de Mounib (1978) : 125 mM de saccharose, 100 mM 
de bicarbonate de potassium, 6,5 mM de glutathion 
réduit; dans notre essai le saccharose a été remplacé 
par le galactose, le fructose, le glucose, le maltose 
ou le tréhalose, et pour chacun des sucres trois 
concentrations ont été testées : 125 mM, 250 mM, 
500 mM. En outre, suivant Legendre et Billard (1980), 
nous avons rajouté à chaque dilueur du jaune d'œuf 
au tellurite de potassium (Sanofi diagnostics Pasteur, 
10% du volume final) et du diméthyl sulfoxyde 
(DMSO, 8% du volume final). Le rapport volume 
de sperme/volume de dilueur était 113. 

La congélation a été réalisée dans des paillettes de 
5rnl (IMV, ref. AA 303) disposées horizontalement 
3 cm au-dessus de l'azote liquide pendant 20 minutes 
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(temps nécessaire pour que la température de 
l'échantillon atteigne - 80°C), puis immergées dans 
l'azote liquide. La décongélation a été effectuée en 
immergeant les paillettes dans un bain-marie à 35 OC 
pendant 30 secondes (la température de l'échantillon 
atteint alors + 4  OC). 

La fécondance a été testée après une semaine de 
conservation. Les fécondations ont été réalisées en 
mélangeant 8 g d'eufs (mélange de 8 pontes), 8 ml 
de dilueur d'insémination (Billard, 1977) à 12°C 
et 320 pl du mélange, décongelé, sperme-dilueur de 
congélation. Dans ces conditions la concentration 
réelle en sperme congelé est valeur préconisée 
par Legendre et Billard (1980) et le nombre de 
spermatozoïdes par œuf était environ 3,2 x IO6 ce 
qui est légèrement supérieur à la valeur minimale 
de 3 x IO6 recommandée par Stoss et Holtz (1981 a). 

Le taux d'embryonnement à 100 degré-jours a 
été calculé pour chaque lot, puis rapporté au taux 
d'embryonnement observé sur deux lots témoins 
fécondés dans les mêmes conditions mais avec du 
sperme frais provenant de 5 mâles (dilution du sperme 
dans la solution fertilisante : 

La signification des différences observées entre les 
différents traitements a été analysée à l'aide du test t 
de Student sur les séries appariées. 

RÉSULTATS, CONCLUSION 

Les résultats présentés dans le tableau 1 confirment 
la très grande variabilité de l'aptitude à la congélation 
du sperme de truite arc-en-ciel suivant les mâles, déjà 
observée antérieurement (Maisse et al., 1988 ; Maléjac 
et al., 1990). 

Dans tous les cas on observe un effet délétère de la 
concentration en sucre la plus élevée (500 mM). Ce 
résultat n'est pas en accord avec ceux de Holtz et al. 
(1991) qui obtiennent une très bonne protection avec 
600 rnM de glucose ou de saccharose dans des dilueurs 
ne contenant que le sucre et du DMSO (10%). Holtz 
et al. (1991) observent une chute des performances 
lorsqu'ils ajoutent du KCI au dilueur de congélation; 
on peut donc penser que dans notre expérience c'est 
la présence de potassium qui a été néfaste, mais dans 
leurs conditions expérimentales la quantité de KCI 
ajoutée est telle (2,l gI100 ml soit 282 mM) que la 
concentration en potassium que l'on retrouve dans 
le milieu de fécondation (21 mM d'après nos calculs, 
contre 3 mM dans nos conditions) est encore suffisante 
pour maintenir les spermatozoïdes immobiles. II ne 
semble donc pas que, dans notre essai, ce soit le 

Tableau 1. - Fécondance (%) du sperme congelé de 5 mâles de truite 
arc-en-ciel en fonction de la nature et de la concentration du sucre 
dans le dilueur de congélation. 

Fertilization rate (%) of 5 frozen rainbow trout spem 
in relation to the sugar and its level in the extender. 

Glucide mM mâle A mâle B mâle C mâle 11 mâle E 

saccharose 125 37 94 14 3 71 
250 23 83 7 3 46 
500 O 4 O O O 

maltose 125 33 94 4 Y 39 
250 33 100 7 10 33 
500 1 O 1 O O 

tréhalose 125 46 79 20 3 37 
250 20 90 I O  13 29 
500 0 1 O O 0 

galactose 125 44 8 1 9 4 57 
250 33 Y3 13 9 50 
500 O 1 O O 1 

fmctose 125 27 69 10 10 50 
250 54 100 20 4 43 
500 O 3 1 O O 

glucose 125 50 79 10 4 69 
250 50 73 14 6 26 
500 O 1 O O 0 

potassium qui puisse expliquer les mauvais résultats 
enregistrés pour les fortes concentrations de sucre. 
L'osmolarité ne paraît pas non plus être le facteur 
à incriminer car dans le cas du dilueur de Holtz et 
al. (1991) nous l'avons mesurée à 1725 mOsmoles/kg 
et dans celui du dilueur à 500 mM de saccharose 
elle était de 1575 mOsmoles/kg. Enfin le pH pourrait 
fournir un élément d'explication car, dans le dilueur à 
500 mM de saccharose, il était de 8,4 contre 6,7 pour 
le dilueur de Holtz et al. (1991); cependant ces deux 
valeurs restent dans la gamme de pH donnant de bons 
résultats selon Stoss et Holtz (1981 b)). 

Pour les molarités plus faibles les différences 
sont moins nettes, 125 mM paraissant suffisant 
pour les 6 sucres testés. En ce qui concerne plus 
particulièrement le saccharose il faut noter les 
meilleurs résultats enregistrés pour 125 rnM comparés 
à ceux obtenus avec 250 mM (significatif à 5 % )  ce 
qui confirme les observations de Mounib (1978) chez 
le saumon atlantique. 

En conclusion, il apparaît que le dilueur mis au 
point par Mounib (1978) ne peut pas être amélioré en 
substituant au saccharose l'un des 5 autres glucides 
testés isolément. 
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