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LLa conservation des gametes
et I'insémination artificielle chez le bar
et la daurade

R. BILLARD

INRA, Laboratoire de Physiologie des Poissons,
Campus de Beaulieu, F35042 Rennes Cedex

Résumé

Dans la plupart des écloseries de bar et de daurade, les géniteurs sont placés, aprés
hypophysation, dans des bassins de ponte ol fa reproduction s’effectue naturellement, les ceufs
étant récupérés a la surverse du bassin. Cependant, dans certains cas, il peut étre intéressant
d’avoir recours a Pinsémination artificielle (travaux de laboratoire, hybridation et autres inter-
ventions génétiques, transport de gamétes, etc.). Il est alors utile de mieux connaitre la physio-
logie des gamétes en vue de conservation et de dilution pour en permettre une meilleure
utilisation lors de Pinsémination.

La survie des gamétes, dans le tractus génital, a £té étudiée dans le cas du bar méle et il
apparait que la qualité du sperme diminue durant la période de reproduction, en particulier la
motilité et 'aptitude 4 la conservation ¢t 4 la congélation. Il n’existe pas de travaux sur la
durée de survie des ovules dans la cavité ovarienne aprés ovulation, chez le bar ou la daurade,
mais des études similaires sur d’autres espéces, montrant les mémes exigences écologiques, ont
indiqué que la survie était de ordre d’une journée.

Il est possible de conserver le sperme de bar ou de daurade au réfrigérateur aprés préle-
vement (plusieurs jours en début de période de spermiation mais seulement quelques heures en
fin de spermiation chez le bar).

Le sperme de bar et de daurade se préte assez facilement a la congélation, & la condition
gu’il soit prélevé en début de période de spermiation. Un dilueur (DCS B4), a base de NaCl
(19,5.g/h, MgS0Q, TH,0 (0,25 g/1), CaCly 2H,0 {0,25 g/1), Glycocolle (6,25 g/1), Tris (2,4 g/1),
pH 8,5 additionné de 10 p. 100 de DMSO s’est révélé favorable pour le bar et la daurade; le
taux de-dilution optimum est de un volume de sperme pour deux volumes de dilueur. Il n’y a
pas lieu d’équilibrer ; la vitesse de congélation doit &tre de 'ordre de 10°C/mn et les paillettes
peuvent étre immergées dans I'azote liquide dés que la température atteint — 80°C.

Cependant, ce dilueur entraine une mise en mouvement des spermatozoides, ce qui
nécessite une congélation trés rapide aprés dilution. II est nécessaire de rechercher un dilueur
dans lequel les spermatozoides solent maintenus immobiles.

Une technique d’insémination artificielle a fait 'objet d’un début de mise au point chez
le bar. L’eau de mer diluée, dont la salinité est ramenée & 20 p. 1 000 et tamponnée & pH 9, se
révéle étre un meilleur dilueur d’insémination que I'eau de mer & 37 p. 1000. Cependant le
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dilueur mis au point pour la congélation (DCS B4) apparait sensiblement meilleur que 'eau
de mer & 20 p. 1000. Une fois dilués, les gamétes perdent tres rapidement leur fertilité ct, lors
de I'insémination, ils doivent &tre mélangés trés rapldement au dilueur dans la proportion de
2 1 de dilueur pour 1 1 d’ceufs, auxquels on ajoute 2 4 6 ml de sperme selon 'avancement de la
saison de reproduction.

[’insémination artificielle est pratiquée chez la plupart des espéces de poissons
faisant I'objet d’un élevage intensif ou semi-intensif ou de repeuplement; elle est
générale pour les Salmonidés et devient de plus en plus fréquente pour la carpe.
Cependant, pour plusieurs autres espéces, on constate que les géniteurs une fois
« hypophysés» sont placés en bassins de ponte ot la fraie se déroule spontané-
ment ; les ceufs (pélagiques ou semi-pélagiques) sont ensuite recueillss a 1a sortie du
bassin: ¢’est, par exemple, le cas des cyprinidés chinois (Marcel et Lecomte, 1980),
pour les espéces dulcaguicoles et du bar, de la daurade, du turbot et de la sole pour
les espéces marines. Une telle technique est justifiée dans le cas des espéces chi-
noises par les hautes températures d’élevage (25-28 °C) responsables des processus
de surmaturation des ovules, dans le tractus génital des femeiles (durée de survie de
'ordre de 30-40 mn); il serait, en effet, difficile de prélever les ovules pour prati-
quer I'ins€émination artificielle dans un délai trés court aprés ovulation (cela sup-
poserait une fréquence d’examens des femelles trop élevée), Chez le bar et la dau-
rade, pour lesquels les températures d’¢élevage lors de {a reproduction sont moins
élevées que pour les espéces chinoises, les risques de surmaturité sont moindres et
le choix de cette méthode, facilitée par 'existence d’ceufs pélagiques, est i€ a des
raisons de simplicité. La technique d’insémination artificielle reste cependant appli-
cable et nous en avons tenté la mise au point, en raison d’'une demande qui ne
manquera pas de se faire sentir dans les écloseries: meilleur rendement de I'utilisa-
tion des gameétes (sperme en particulier), possibilité de développer des travaux de
sélection génétique et d’hybridation, utilisation de gamétes conservés ou prélevés a
la criée (Divanach et Kentouri, 1984, ce volume), travaux en laboratoires tels que
les études sur les gamétes, la fécondation et le début du développement
embryonnaire.

Nous examinerons, tout d’abord, l’aputude a4 la conservation in vitro et in vivo
des gamétes, les possibilités de congélation puis I'insémination artificieile propre-
ment dite.

La composition des dilueurs utilisés

La composition des différents dilueurs utilisés pour la dilution du sperme et
des ovules en vue de 'insémination ou en vue de la cryoconservation est présentée
dans le tableau 1. Dans tous les cas, les milieux sont tamponnés a pH 8,5
(Tris-HCl 20 mM).
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Tableau 1. — Composition des différents dilueurs utilisés;
les concentrations sont exprimées en mM et le pH est établi a 8,5

Intitulé du ditueur )
B4 B3 B2 B1

Composition

NaCl e 334 334 171 334
O . —_ — — 13
MgSO, TH,O ... 7 e ) — —
NaH CO; ..., — — — 26
CaCl 2H, O 1,7 — — —
Glycocolle ... 83 83 — 83
THS oo 20 20 20 20

La survie des gamétes in vivo dans le tractus génital

Chez le bar, ce probléme n’a été abordé que pour le male. Billard et al (1977)
ont signalé que le sperme de bar subissait des phénoménes de vieillissement au
cours de la période de spermiation qui se traduisaient par une diminution de la
durée de motilité (fig. 1) et de Paptitude a la conservation (voir ci-apres). En effet,
la reproduction revét, chez le bar comme chez la plupart des espéces de poissons
des régions tempérées, un caractére trés saisonnier ct la spermatogenése s’achéve
entre les mois de décembre et février, selon les régions (Barnabé, 1976, 1980;
Zohar et al., 1984, cc volume). Tous les spermatozoides sont formés avant que ne
débute la spermiation et ne seront éliminés du testicule que trés progressivement au
cours de la période de reproduction; les derniers spermatozoides recueillis sont
ainsi plus 4gés que ceux collectés en début de spermiation et leur qualité apparait
fortement amoindrie. Un examen de la morphologie des spermatozoides au micro-
scope électronique montre que de nombreux spermatozoides présentent des modi-
fications de structure importantes en fin de saison de reproduction, allant jusqu’a
des gonflements et des ruptures de membrane plasmique. Il faut cependant noter
que seule la durée de motilité est réduite et que Pintensit¢ de motilité instantanée,
mesurée immédiatement aprés dilution (la motilité n’intervient qu’apres dilution
dans I'ean, chez les poissons) reste voisine de quatre pour les trois périodes consi-
dérées (fig. 1). Vers la fin de la saison de reproduction, nous avons pu constater
que des spermatozoides fraichement collectés montraient une légére motilité avant
toute dilution, ce qui ne s’observe jamais en début de reproduction. Il est vraisem-
blable que ces activations spontanées, liées 4 un changement de physiologie du
sperme et/ou-de la composition du liquide séminal, conduisent a un « épuisement
énergétique » prématuré des spermatozoides, ce qui contribue 4 la mauvaise qualité
du sperme. Un examen en microscopie optique (G X 100) permet aisément d’iden-
tifier de tels spermes qu’il est alors possible de rejeter. Un tel vieillissement du
sperme est signalé chez la truite et se traduit par une diminution de la quantité
d’AMP cyclique dans les spermatozoides (Beneau et Terner, 1980) et une altération
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du pouvoir fécondant (Billard, 1982). La durée de survie des ovules dans le tractus
génital, aprés ovulation, déja évoquée dans 'introduction, varie selon les espéces et
dépend de facteurs comme la température d’élevage lors de P'ovulation, de la qua-
lité du liquide ovarien, de la taille des ceufs, etc. Elle est de I'ordre de ’heure pour
la carpe (Horvath, 1978 ; Suzuki, 1980), de la journée pour la limande japonaise
(Hirose er al., 1979}, le brochet (Marcel ef al., 1983) et de une a trois semaines pour
la truite (Escaffre et af, 1977). La survie des gametes dans le tractus d’animaux
mortts (aprés capture, par exemple) est traitée par ailleurs (Divanach et Kentouri,

1984, ce volume).
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Figure 1. — Durée de motilité en minutes des spermatozoides du bar, aprés dilution dans eau

de mer diluée (salinité 3 20 p. 1000). Le sperme a été prélevé pour analyse a trois reprises au
cours de la période de spermiation; n = nombre de maéles testés (d’apres Billard et al.,
1977). Dans cetle expérience, comme dans les expériences suivantes, I'intensité de motilité
est estimée d’aprés une échelle arbitraire allant de 0 (aucun spermatozoide en mouvement) a
5 on la plupart des spermatozoides présentent une forte motilité (vagues). Apres dilution
/100 (100 ] de sperme dans 10 ml de dilueur) dans un tube & cssai, une aliquote est
observée sous microscope le plus rapidement possible aprés dilution et ensuite a intervalles
réguliers jusqu’a cessation des mouvements. Les observations sont faites & température
ambiante (20°C).

Sur les possibilités de conservation du sperme in vitro

1. Conservation du sperme intact non dilué g + 4°C

11 est possible de conserver la laitance recueillie chez un poisson. La durée de
vie va varier selon I'espéce, la température de stockage et le temps €coulé depuis le
début de la spermiation. Si une dilution est pratiquée, il est impératif d’utiliser un
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dilueur qui ne mette pas les spermatozoides en mouvement. Il est, en général,
recommandé de ne pas garder le sperme dans un flacon bouché en couche épaisse;
il faut, an contraire, utiliser des flacons & large col dans lesquels la hauteur du
sperme n’excéde pas 0,5 cm. En cas de conservation durant plusieurs jours, on
recouvre ce flacon d’ouate humide pour éviter évaporation (cf. revue par Scott et
Baynes, 1980). Chez la truite, la conservation est améliorée en présence d’Os (Bil-
lard, 1981). Chez le bar et la daurade, la durée de conservation de la laitance,
stockée non diluée au réfrigérateur a + 4°C, est de 70 h et 80 h respectivement en
début de spermiation (fig. 2), mais au moins dans le cas du bar, cctte durée de
survie diminue fortement lorsque s’avance fa période de reproduction. Cette obser-
vation doit étre prise en compte par le pisciculteur qui, en fin de spermiation, aura
intérét a limiter la durée de conservation du sperme, a augmenter la quantité de
laitance mise en ceuvre lors de I'insémination (voir ci-aprés), voire méme 4 augmenter
le nombre de males lorsque la ponte a lieu naturellement en bassin. Des résultats,
non publiés, obtenus par Mauviot et Billard, montrent que le sperme dilué dans un
milieu 4 base de vitellus, qui maintient les spermatozoides en état d’inactivité, se
conserve pendant 48 h. Si les spermatozoides sont mis en mouvement lors de la
dilution, la conservation n’est pas possible. '
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Figure 2. — Durée de survie du sperme de bar et de daurade. Le sperme de bar est préleve a
divers moments de la période de spermiation et stocké intact (non dilu¢) au réfrigérateur a
+ 4°C. La survie est appréciée par Iintensité de motilit¢ mesurée immédiatement aprés
difution au 17100 dans de Peau de mer & 20 p. 1 000 de salinité, Méme procédure de dilution
que dans la figure , mais les observations faites toutes les 15 secondes ne portent que- sur

une minute et la moyenne en est établie. La survie du sperme de daurade n’a été testée
qu’en début de période de spermiation.
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2. La congélation du sperme

Des expériences sur la congélation du sperme de bar et de daurade ont été
effectuées au laboratoire mais n’ont fait 'objet que de rapports a diffusion limitée
(Billard et Dupont, 1975; Dupont, 1976 a). La technique de congelation employée
est décrite dans les figures 3-4. Chez le bar, un premier travail a consisté 4 comparer
quelques cryoprotecteurs introduits seuls ou en association. Le DMSO (dimethyl-
sulfoxide), introduit & la concentration de 10 p. 100 dans un milieu tamponné trés
simple (NaCl 171 mM, Tris HCt 20 mM, pH 8.5), conduit 4 une meilleure reprise
de motilité aprés décongélation que le glycérol (tabl. 2). L’association de ces deux
cryoprotecteurs avec le sulbtosan (polyvynilpyrolidone = PVP) n’entraine pas
d’amélioration notable mais permet de réduire trés légérement activite des sper-
matozoides aprés décongélation (tabl. 2). Dans ces conditions, les récupérations de
motilité aprés dilution restent satisfaisantes et cela dans une large gamme de dilu-
tions et de vitesses de congélation (paillettes placées verticalement) (tabl. 3). Dans
ce milieu hypotonique, un examen en microscopie ¢lectronique a montré qu’appa-
raissent des phénoménes de gonflement de membranes et qu’ils étaient d’autant
plus marqués que la saison de reproduction était avancée (avec une amplification

Prélévement —0°C + dilueur Mise en

poillette
S U '

L

d'
; .
: - Fd
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Stokoge Congélation dans les vopeurs
d*czote liquide
Figure 3. — Technique de congélation employée. Immédiatement aprés la récolte, le sperme,

recueilli dans un tube & essal, est placé sur la glace fondante puis mélangé au dilueur dans
des pmportions allant de 1/3 4 1/10 {vol. de sperme, vol. de dilueur). Le mélange est mis en
paillettes pU.lS placé dans une nacelle qui est descendue dans les vapeurs d’azote A une
distance du niveau d’azote liquide (mesurée en d’) permettant d’obtenir la vitesse de congeé-
lation voulue. Lorsque les paillettes sont placées verticalement dans la nacelle, les vitesses de
congélation ne sont pas homogénes (fig. 4). Il est donc préférable de les placer
horizontalement.
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Figure 4. — Vitesse de congélation mesurée a I'aide d’un thermocouple introduit & différents

niveaux a lintérieur d’une paillette de 500 ul, placée verticalement dans la nacelle (fig. 3).
La vitesse de congélation mesurée entre + 15°C et — 50°C est de 15°C/mn en bas, -
8°C/mn au milieu et 4°C/mn au sommet de la paillette.

des phénoménes déja signalés dans les spermes témoins non dilués), de sorte que
nous avons recherché des dilueurs plus complexes et de molarité plus élevée (tabl. 4).
Le glycérol & 20 p. 100 apparait alors favorable, comme le DMSO a 10 p. 100,
mais nécessite une plus longue durée d’équilibration (voir ci-apres). La dilution 1/2
(un volume de sperme pour deux volumes de dilueur) donne de meilleurs résultats
que la dilution 1/5. D’autres paramétres ont été testés en se référant, en plus, au
taux de fécondation qui est estimé par dénombrement des taux d’embryonnement
aprés 48 h d’incubation 4 14°C (24 h a 12°C pour la daurade), I'insémination étant
pratiquée en mélangeant le sperme (équivalent de 50 ul de sperme avant dilution}
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Tableau 2. — Motilité des spermatozoides de bar avant et aprés congélation du sperme a
— 196°C. Taux de dilution du sperme: 1/3; vitesse de congélation: 10°C/mn. Vitesse de
décongélation : 100°C/mn. Taux de dilution lors de la décongélation 1/100 dans tous les
cas (dilution damns I'eau de mer & 20 p. 1000 de salinité). Dilueur B2. La motilité des
spermatozoides est évaluée d’apres une échelle arbitraire de 0 & 5 {cf. légende fig. 1). La
motilité est mesurée sur un mélange de sperme (au moins 5)
immédiatement aprés décongélation.

Motilité des spermatozoides

Cryoprotecteurs
concentration en' pourcentage Avant congélation Aprés congélation
DMSO Glycérol PVP . Aprés : Aprés
VIV Vv VIV Spontante dilution Spentance ditation
10 2 4 3 4
17 1 3 2 2
10 35 1 — 1 3
17 35 2 3 1 1
Tableau 3. — Motilité des spermatozoides de bar avant et aprés congélation du sperme dans

Pazote liquide (— 196 °C). Conditions de décongélation, cf. tabl 2. Le diluecur B2 est additionné
de DMSO (10 p. 100) et de PVP (3,5 p. 100).

Motilité des spermatozoides

Taux de dilution Vitesse de congélation Avant congélation Aprés congélation
du sperme “C/mn

Spontanée Apres dilution Spontanée Aprés dilution

1/3 I 1 4 1 3
i/3 20 2 4 1 4
173 100 2 4 2 3
1/10 1 1 4 1 4
1/10 20 1 4 1 3

2 3 1 3

1/10 100

avec 300 a 400 ovules pour le bar, 200 a4 300 ovules pour la daurade, puis en
ajoutant 10 ml d’eau de mer, dilués & 20 p. 1000 de saiinité; le taux de dilution du
sperme est alors de 5 X 10, Le sperme de daurade peut aussi étre congelé (tabl. 5),
avec des taux de fécondation comparables aux témoins. Plusieurs étapes de la
congélation ont été étudiées plus en détail. Il apparait tout d’abord qu'une équili-
bration est défavorable {fig. 5-6), car les spermatozoides qui sont légerement ou
fortement mis en mouvement (tabl, 4-5) « s’épuisent » avant d’étre immobilisés par
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congélation) sur le succés de la congélation du sperme de bar, évalué par la motilité observée
aprés décongélation et dilution. Plusieurs taux de dilution sont utilisés: 1: 1/2; 2: 1/3;
3: 1/5; 4: 1/10, dilueur B4 + 10 % de DMSO. Exp. le 17-12 en début de période de

spermiation.
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Figure 6. — Influence de la durée d’équilibration sur le succés de la congélation de sperme de la
daurade. Le critére retenu ici est le taux de fécondation.

le froid. Il faut, au contraire, procéder 4 la congélation le plus rapidement possible
aprés dilution. Cela est plus crucial encore pouf la daurade (fig. 6). La congélation
doit étre maintenue a la vitesse définie jusqu’a atteindre la température de — 80°C;
aprés quoi, les paillettes peuvent étre immergées dans I'azote liquide (fig. 7). La
vitesse optimale de congélation, qui varie légérement selon la concentration de
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Tahleau 4. — Motilité des spermatozoides de bar avant et aprés congélation
dans Pazote liquide & — 196°C. Vitesse de congeiatlon 10°C/mn.
Conditions de décongélation, cf. tabl.

Cryoprotecteurs Motilité des spermatozoides
: Taux de ) i
Dilueurs de dilation Avant congélation Aprés congélation
Concentra- 4. ¢
h perme
Nature tion en
p. 100 v/v

Spontanée  Aprés dilution Spontanée  Aprés dilution

Bg 5 1 3 3
DMSO 10 172 1 3 ‘ 3
20 1 2 2 2
5 1 2 3
DMSO 10 175 1 2 3 3
20 15 2 2 1
5 1 2 2 2
Glycérol 10 1/2 1 2 2 2
20 1 3 3 3
5 7 1 2 0 0
Glycérol 10 175 1 l 0 0
20 1 3 3 3
By DMSO 10 1/2 1 4 3 3
Glycérol 20 1/2 1 4 3 4

‘DMSO, a été définie & 10-20°C/mn pour le bar (fig. 8) et 10 °C/mn pour la dau-
rade (fig. 9). La concentration de DMSO est optimale 4 10 p. 100 et le taux de
dilution du sperme est trés favorable & 1/2. D’autres dilueurs ont €t€ testés et des
résultats préliminaires de Mauviot et Billard, non publiés, ont montré que des
améliorations pouvaient étre apportees en 1ntrodu1sant du jaune d’ccuf, des pro-
téines de type albumine (albumine sérigue bovine) ou des milieux de culture plus
complexes (INRA Menezo B2, Eagle). Des analyses compiementalres du sperme
ont montré que des enzymes (deshydrogénases, phosphatases, glycosidases), mesu-
rées par le test qualitatif APIZYM, n’étaient pas modifiées aprés congélation-
décongélation. Les juvéniles, issus de fécondations pratiquees avec du sperme
congelé, n’ont pas montré de différences par rapport aux larves témoins issues de
sperme frais, 4 la fois dans les taux de survie et la morphologie, aprés huit a dix
jours d’élevage post-éclosion.
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Tableau 5. — Maotilité des spermatozoides de daurade et pourcentages de fécondations obtenus
aprés insémination d’ovules avec du sperme conservé deux jours & — 196°C dans "azote liquide
(comptage sur des ccufs embryonnés, 24 h aprés insémination). Le sperme ayant été congelé
provient des mémes miles que celui ayant servi de témoin lors de la décongélation. Les spermes
de cing males sont mélangés dans chaque cas. L'insémination témoin a €té faite avec du sperme
frais (test de la fécondabilité des ovules). Dans chaque lot, 'équivalent non dilué de 50 ul de
sperme frais est utilisé pour I'insémination. Vitesse de congélation 1°C/mn ; vitesse de déecongéla-
tion 100°C/mn. (Dilueur Bl, cf. tabl, 1.)

Cryoprotecteur Motilité des spermatozoides
Taux de Vitesse Nombre p. 100
dilution ?‘3 . Avant congélation Aprés congélation total de
CO_]'ICCI’I— du sperme angdanon d'eufs fécondation
Nature tration en °C/mn . N .
p. 100 v/v i Aprés . Aprés
Spontanée  dilution Spontanée  dilution
5 4 3 3 3 300 28
10 ' 3 3 3 3 240 37
O 1/10
DMSO 45 / ! 0 2 3 3 245 16
20 0 2 0 1 360 24
5 3 2 3 2 240 26
10 ' 1 2 2 2 788 32
2 1
Glycérol 15 1/10 ; 4 3 3 - .
20 i 4 2 2 300 8
5 4 3 2 0 260 is
DMSO 10 12 | 3 3 3 1 330 34
Gl céré] 5 3 3 3 1 330 28
Y 10 0 2 2 2 385 17
DMSO 5 4 3 0+ 0
10 12 100 3 3 0+ 0
Glycérol  ° 3 I— 0 0
Y 0 0 2 0+ 0
Témoihs:
Sperme non congelé 200 34
Insémination sans sperme - 250 0,4

Cette technique de congélation permet d’obtenir des taux de fécondation assez
proches des témoins frais ou dilués, mais non congelés. Cependant, les quantités de
sperme {50 ul pour 200-400 ovules) sont trés élevées. 11 faudrait vérifier si, chez le
bar et la daurade, on retrouve le phénoméne observé chez la truite oi la quantit¢
de sperme congelé doit étre plus élevée (au moins dix fois plus) qu’avec du sperme
frais (Legendre et Billard, 1980). II existe chez le bar, comme chez les Salmonidés
(Legendre et Billard, 1980) ou le Brachydanio (Harvey et al, 1982) une grande
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Figure 7. — Définition de la t'empérature 2 laquelle les paillettes contenant du sperme de
daurade peuvent étre immergées dans 'azote liquide. Les paillettes sont congelées a la

vitesse de 10 °C/mn, dilueur B4 + 10 % DMSQO, dilution du sperme 1/2. Les résultats de Ia
congélation sont appréciés par les taux de fcondation obtenus avec le sperme décongelé,
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Figure 8. — Définition des conditions de congélation les plus tavorables pour le sperme de bar
en considérant la vitesse de congélation (5-10-20°C/mn), la concentration du dilueur en
DMSO ¢t le taux de dilution du sperme. Dilueur B4,
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Figure 9. — Méme expérience que dans la figure 8, mais concernant Ja daurade; dilueur B2.

variabilité inter-males dans Iaptitude du sperme 4 la congélation. Cela est sans
doute lié & des différences dans la composition du liquide séminal et dans la phy-
siologie des spermatozoides, différences que nous ne sommes pas encore en mesure
d’apprécier. D’une fagon plus générale, une meilleure connaissance de la physio-
logie du sperme est nécessaire pour comprendre, par exemple, les mécanismes
d’inhibition de la motilité ; cela permettrait la mise au point d’un dilueur dans
lequel les spermatozoides seraient maintenus en immobilité totale.

3. Conservation des ovules

La conservation a sec in vitro des ovules n’a pas été testée chez le bar et la
daurade, alors que des durées de survie de guelques heures, 4 des températures de
Pordre de 4°C, ont été rapportées pour d’autres espéces: 18 h pour le brochet
(Marcel er al,, 1983),6 h pour la carpe (Marcel, 1981). Aprés dilution, les survies sont
trés bréves dans I'eau de mer ou le B4 — quelques minutes, voir ci-aprés (fig. 15) —,
ce qui est comparable aux données de Middaugh et Takita (1983) chez Menidia
menidia qui observent des survies de 5 mn. Ces durées sont particuliérement faibles
au regard des résultats rapportés pour d’autres espéces comme le hareng ou la



108 . R. BILLARD

morue, ol les ovules dilués dans ’eau de mer conservent iniégralement leur fécon-
dabilit¢ pendant 6 h (Davenport ef al., 1981) et 30 mn (Dushkina, 1975),
respectivement. :

I’ insémination artificielle du bar

[’un des objectifs majeurs de Pinsémination artificielle est d’offrir aux gameétes
le milieu le plus favorable possible afin d’obtenir la fécondation de tous les ovules
fécondables et leur développement ultérieur avec le minimum de spermatozoides.
Chez le bar et la daurade, un certain nombre d’expériences ont porté sur la défini-
tion d'un dilueur (¢f. aussi Dupont, 1976b). L’eau de mer & différents taux de
dilution et ajustée a une gamme de pH allant de 5 4 10 a été testée et les combinai-
sons de pH élevé (8-9) et de salinité voisine de 20 p. 1000 sont les meilleures, en se
référant a Pintensité de motilité mesurée dans la minute qui suit la dilution (fig. 10).
Les résultats sont alors comparables & ccux obtenus avec le dilueur B4. Des per-
formances similaires sont relevées en faisant appel a un dilueur fait de NaCl seul;
les pH élevés (8-9) et la salinité de 20 p. 1000 entrainent les intensités de motilité
les plus élevées, mais ces derniéres sont légérement inférieures a celles obtenues
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Figure 10. — Intensité de motilité du sperme de bar dilué au 1/100 dans des solutions d’eau de

mer de salinité et de pH variables. Les conditions de mesures sont celles décrites dans les
iégendes des figures 1 et 2. Le témoin correspond A une mesure de motilité faite dans le
dilueur de congélation B4 & une dilution au 1/100.
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Figure 11. — Mé&me expérience que celle de la figure 10, mais avec un dilueur composé seule-

ment de Nal tamponné avec Tris-HCI 20 mM (B2) (du glycocolle 50 mM est substitué
an Tris aux pH 9 et 10.

avec B4 (fig. 11). Ces effets favorables des pH élevés, qui peuvent correspondre 3
une €lévation du pH intracellulaire (Shapiro ef al, 1983), ont déja été signalés chez
les Salmonidés (Billard, 1978) et chez le brochet (Duplinsky, [982). Une comparaison
cau de mer & 20 p. 1000 de salinité et dilueur B4 est présentée dans les figures 12 et
13, en se réferant & Ja motilité et au pourcentage de fécondation, Dans tous les cas,
le dilueur B4 apparait légérement supérieur 4 'eau de mer & 20 p. 1000. Les fortes
dilutions (en particulier celles avec 20 ml de dilueur) sont défavorables, méme si le
volume de sperme augmente. Le rapport optimum entre les composants (ovules,
sperme, dilueur) est aussi étudié dans 'expérience de la figure 14. Les taux de
fécondation sont comparables pour les lots de 100 & 600 ovules, quel que soit le
taux de dilution, ce qui confirme que "augmentation de la quantité de spermato-
zoides dispontbles par ovule ne se traduit pas par une augmentation du taux de
fécondation. Sachant qu’il y a environ 600 & 1000 ovules/ml, on voit qu’il faut, an
minimum 2 | de dilueur et 2 ml de sperme pour 1 [ d’ovules. Cependant, il s’agit de
sperme prélevé au début de la période de spermiation et compte tenu des phéno-
menes de diminution de la qualité du sperme, il convient d’en augmenter le volume
mis en ceuvre. Une situation similaire a été rapportée chez les Salmonidés ot la
qualit¢ du sperme diminue aussi durant la période de spermiation et ol les quanti-
tés utilisées au début sont triplées vers la fin (Billard, 1978). Il reste a vérifier la
durée de survie des gamétes (spermatozoides et ovules) pris séparément aprés dilu-



110 R. BILLARD

Intensite de motilite

0 T T _"l‘_l T T L L L] T T T T ¥ T T T (‘I‘T T T I L L
005 | 3 5 7 9 I 3 15 18 20 22 24 26 2B
Temps aprés dilution mn
Figure 12. — Fvolution de Fintensité de motilité aprés dilution du sperme de bar (10-2) dans B4

et eau de mer 4 20 p. 1000 ; mesures faites sur les spermes de cing males.
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Figure 13. — Taux de fécondation obtenus chez le bar apres insémination de lots de 500 &

600 ovules avec des quantités croissantes de sperme (2 & 200 ul) et de dilueur: B4 ou eau de
mer 4 20 p. 1000 de salinité (2 & 20 ml). Le témoin correspond 4 une insémination selon la

méthode séche (mélange des ovulesiavec 50 ul de sperme et addition d’eau de mer complete
gnsuite).
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Figure 14. — Evolution du taux de fécondation obtenu chez le bar aprés insémination avec des

quantités d’ovules croissantes et & différents taux de dilution. Chaque lot d’ovules (de 100 a
5000) est mélangé a 5 ml de dilneur B4, mélange auquel con ajoute 35, 50 ou 300 ul de

sperme soit des taux de 10-3, 10-%, 10-!, respectivement, Mémes conditions que pour
I'expérience de la figure 13.
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Figure 15. — Fvolution de la fécondabilité des ovules de bar dilués dans différents volumes {2 4

20 ml) de B4 et pendant des temps croissants (0 4 15 mn} avant I'insémination. Témoins:
mémes conditions que pour I'expérience de la figure 13,

tion dans le B4, La figure 15 montre que la motilité du sperme diminue trés rapi-
dement aprés dilution et cela d’autant plus rapidement que le taux de dilution est
clevé. Le méme phénoméne s’observe pour les ovules (fig. 16).

Nous devons donc retenir que les gamétes doivent étre dilués simultanément.
La procédure résumée dans la figure 17 est proposée pour 'insémination des
gamétes de bar. Le sperme est d’abord prélevé, il tolére d’étre conservé pendant
quelques heures. Les femelles sont ensuite prélevées; le dilueur est ajouté (2 1 de
dilueur pour 1 1 d’ovules) auquel on ajoute immédiatement 2 & 6 mi de sperme,
selon I'avancement de la saison de reproduction; le mélange de Pensemble étant
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Figure 16, — Schéma résumant les opérations d’insémination artificielle chez le bar.

réalisé le plus rapidement possible par un double transvasement. II s’agit la d’une
premiére approche susceptible d’améliorations qui devront immanquablement gtre
apportées dés que cette technique sera appliquée a I'échelle d’une écloserie.
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Summary: Gamete storage and artificial insemination of seaq bass and sea bream.

In most sea bass and sea bream hatcheries, the brood fish, after hypophysation, are put
into laying tanks where they reproduce naturally, the eggs being recovered at the tank outlet.
However, sometimes it is advantageous to use artificial insemination (laboratory work, hybridi-
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zation and other genetic manipulaticns, gamete transport, ctc.) and, therefore, it is useful to
better understand gamete physiology so that the gametes can be stored and diluted to permit
better utilization during insemination.

Studies on the survival of gametes in the genital tract of male sea bass have shown that
sperm quality decreases during the reproductive period, particularly in reference to motility and
fitness for storage and deep-freezing. No work has been done on the survival of ova in the
ovarian cavity after ovulation in sea bass or sea bream, but similar studies on other species
showing the same ecological requirements have indicated that the survival of ova is limited to
about | day.

After sampling, the sperm of sea bass and sea bream can be stored in the refrigator for
several days at the onset for spermiation but for only several hours at the end of spermiation in
sea bass.

The sperm of sea bass and sea bream can be deep-frozen easily if it is sampled at the onset
of spermiation. A diluent (DCS B4) with a base of NaCl (19.5 g/I), Mg SO, 7H,0 (0.25 g/1),
CaCly 2ZH,0 (0.25 g/1), glycine {6.25 g/1), Tris (2.4 /1), pH 8.5 with 1) % DMSO added has
proved favorable for sea bass and sea bream ; the optimal rate of dilution is 1 volume of sperm
to 2 volumes of diluent. The diluent does not have to be equilibrated ; the rate of deep-freezing
is about 10°C/min and the straws can be plunged into liquid nitrogen as soon as the tempera-
ture reaches — 80°C.

However, since this diluent causes the spermatozoa to become motile, the mixture must be
frozen very quickly after dilution. Therefore, a diluent must be found in which the spermatozoa
will remain immotile.

A technique of artificial insemination has begun to be studied in sea bass. It has been
shown that diluted sea water with a corrected salinity of 20 %y and buffered at pH 9 is a better
insemination diluent than seawater at 37 %;. However, the diluent used for deep-freezing (DCS
B4) appears to be slightly better than sea water at 20 %o, Once diluted, the gametes lose their
fertility rapidly and during insemination they must be mixed quickly with the diluent (2 1 of
diluent to [ 1 of eggs), after which 2 to 6 ml of sperm are added, depending on how advanced the
reproductive season is.

Resamen: La conservacion de los gametos y la inseminacion artificial de la lubina y
la dorada.

En la mayoria de las plantas de produccion de larvas de lubina y de dorada, los reproduc-
tores son colocados, después de la hipofisacidon, en estanques de puesta donde la
reproduccion se efectia naturalmente, siendo recuperados los huevos por el rebosaderc del
tanque. Sin embargo, en ciertos casos, puede ser interesante tener acceso a la inseminacion
artificial (trabajos de laboratorie, hibridacién y otras intervenciones genéticas, transporte de
gamctos, ctc.). Por ello, es util conocer mejor la fisiologia de los gametos con miras a su conser-
vacion y dilucion para lograr una mejor utilizacion en la inseminacion.

La supervivencia de los gametos, en el conducto genital, ha sido estudiada en el caso de los
machos de lubina, y parece ser que la calidad del esperma disminuye durante el périodo de
reproduccién, en particular la motilidad y la capacidad para su conservacion en congelacion. No .
existen trabajos sobre la duracion de la supervivencia de los dvulos en la cavidad ovarica después
de la ovulacion en la lubina y la dorada, pero estudios similares en otras especies que muestran
las mismas exigencias ecoldgicas, indican que la supervivencia es del orden de 24 horas.

Es posible conservar el esperma de lubina y de dorada en el frigorifico después de su
extraccion (varios dias al comienzo del periodo de espermiacion, pero solamente algunas horas
al final del mismo, en la lubina). ' ,

El esperma de la lubina y de la dorada se presta bastante facilmente a la congelacidn, con
la condicion de que sea extraido al comienzo del periodo de espermiacién. Un diluyente (DCS B4),
a base de NaCl (19,5 g/l), MgSO, TH,0 (0,25 g/1), CaCl, 2H,O0 (0,25 g/, glicocola (6,25 g/1),
Tris (2,4 g/1), pH 8,5, mas la adicién de un 10 p. 100 de DMSO, es adecuado para la lubina y la
dorada ; la tasa de dilucion Optima es un volumen de esperma en dos volumenes de diluyente. La
velocidad de congelacion debe ser del orden de 10 °C/min. vy los granulos congelados se introdu-
cen en nitrogeno Hquido cuando la temperatura alcanza los — 80°C.
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Sin embargo, este diluyente produce una puesta en movimiento de los espermatozoides,
por lo que la congelacidn debe ser muy rapida después de la dilucion. Es necesaric buscar un
diluyente en el que los espermatozoides permanezcan inmoviles. '

En la lubina se esta poniendo a punto una técnica de inseminacidn artificial. El agua de
mar diluida, con una salinidad de 20 p. 1000 y tamponada a pH 9, es un mejor diluyente de
inseminacién que el agua de mar a 37 p. 1000. Sin embargo, el diluyente puesto a punto para la
congelacién (DCS B4) parece sensiblemente mejor que el agua de mar a 20 p. 1000. Una vez
diluidos, los gametos pierden muy rapidamente su fertilidad y en el momento de la inseminacion
deben ser mezclados enseguida con el diluyente, en la proporcion de dos litros de diluyente por
un litro de huevos, a los cuales se les afiade de 2 a 6 ml de esperma, segun lo avanzado de la
época de reproduccion. '

Riassunto: La conservazione dei gameti e I'inseminazione artificiale della spigola e
dell’ orata.

In gran parte degli impianti di riproduzione della spigola e dell’orata i genitori sono posti,
dopo trattamenti con estratti ipofisari, in bacini di emissione dove Ia riproduzione avviene natu-
ralmente e le uova vengono recuperate dallo scarico dei bacini. Tuttavia puo essere interessante,
in certi casi, ricorrere all’inseminazione artificiale (prove di laboratorio, ibridazione ed altri inter-
venti genetici, trasporto di gameti, efc.); appare quindi utile conoscere maggiormente la fisiola-
gia dei gameti, nel’ottica della loro conservazione ¢ della diluizione, per consentirne un migliore
atilizzo al momento dell’inseminazione.

La sopravvivenza dei gameti, nel tratto genitale, & stata studiata per il maschio della spi-
gola; la qualitd dello sperma risulta diminuire durante 1l periodo riproduttivo, soprattutto per
quanto riguarda la motilitd e Pattitudine alla conservazione ed alla congelazione. Non esistono
lavori sulla durata e la sopravvivenza degli ovuli nella cavitd ovarica dopo I'ovulazione, sia nella
spigola che nell’orata, ma studi simili effettuati su altre specic che presentano le stesse esigenze
ecologiche hanno mostrato che la sopravvivenza era dell’ordine di una giornata.

E possible conservare lo sperma della spigola e dell’orata in frigorifero dopo il prelievo
(qualche giorno all’inizio del pericdo di spermiazione, ma solo qualche ora a fine spermiazione
per la spigola). .

~ Lo sperma della spigola e dell’orata si presta assai bene alla congelazione, a condizione che
sia prelevato all’inizio del periodo di spermiazione. Un diluente (DCB B4), a base di
NaCl (19,6 g/1); Mg SO, TH,O (0,25 g/1), CaCl, 2H,0 (0,25 g/1), Glicocolla (6,25 g/1), Tris
(2,4 g/1), pH 8,5 addizionato con 10 p. 100 di DMSO si & rivelato favorevole per ambedue le
specie ; il tasso di diluizione ottimale & di 1 volume di sperma per 2 volumi di diluente. Non é
necessaric stabilizzare ; la velocitd di congelazione deve essere dell’ordine di 10°C/mn. e le sca-
glie possono essere immerse nell’azoto liguido non appena la temperatura raggiunge i— 80°C.

Tuttavia, tale diluente provoca una messa in movimento degli spermatozoi e cio necessita
una congelazione molto rapida dopo la diluizione. E necessario ricercare un diluente nel quale gli
spermatozoi siano mantenuti immobili.

Una tecnica di inseminazione artificiale & stata oggetto di un inizio di messa a punto, per la
spigola. L acqua di mare diluita, la cui salinitd ¢ portata a 20 p. 1000 e tamponate a pH 9 si
rivela essere un migliore diluente rispetto all’acqua a 37 p. 1000. Tuttavia, 1l diluente messo a
punfo per la congelazione (DCB B4) appare sensibilmente migliore dellacqua di marea
20 p. 1000. Una volta diluiti, i gameti perdone molto rapidamente la loro fertilita e, al momento
dell'inseminazione devono essere mescolati molto rapidemente con il diluente nella proporzione
di 2 1 di diluitore per 11 di uova, alle quali si aggiungono da 2 a 6 mi di sperma a seconda
dell’avanzamento della stagiore riproduttiva.
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