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Abstract
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Membrane properties of spermatozoa from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and thejr relationship
to the freezing ability of sperm.

Malcjac M.-L., M. Loir, G. Maisse. Aquat. Living Resour., 1990, 3, 43-54.

Milt was collected from two groups of 20 males each, once a week for 10 weeks from spring-
spawning rainbow trout strain (Oncorhynchus mykiss). Only semen with a volume greater than
5 cm? were studied. Physico-chemicals charactceristics of different milts were measured (spermatozoa
concentration, osmolality, glutamic oxaloacetic transaminase (GOT) and 172,20 B-dihydroxy-4-pre-
gnen-3-onc (17,20 B-OH-P) levels in the seminal fluid). Spermatozoa samples were submitted to
swelling tests in hypotonic solutions (60 and 20 mOsm) over 1 and 24 hours and their response
monitored (swelling, bursting and stainability with propidium ijodide). A sample of cach milt was
frozen into pellets and the quantity of GOT released by the spermatozoa was measured after thawing.
Fertilization tests were done with both fresh and cryopreserved sperm.

Factonal analysis of corrcspondences was performed between fresh and frozen milt fertility versus
physico-chemical characteristics and membrane quality. Fitness for cryopreservation can be established
a priori by measuring scminal osmolality and performing tests which indicate the membrane’s functio-
nal integrity. Thesc results confirm the membrane determining role during freezing.

Keywords : Trout, sperm, cryopreservation, membranc quality.

Les spermes de deux lots de 20 miles d’une souche de truite arc-en-cicl (Oncorhynchus mykiss) i
reproduction printaniére, ont é1é collectés individucllement unc fois par semaine pendant 10 semainces.
Seculs les spermes d'un volume supéricur & 5 cm?® ont été utilisés pour cette étude. Pour chacun,
la concentration cn spermatozoides, I'osmolarité et les concentrations cnzymatiques en glutamique
oxaloacétique transaminase (GOT) et stéroidienne en 174,20 -dihydroxy-4-pregnen-3-one (174,20 f-
OH-P) du plasma s¢minal ont ét¢ mesurées. Des échantillons de spermatozoides ont ¢té incubés
pendant 1 et 24 heures dans des solutions hypotoniques (60 ¢t 20 mOsm) ¢t leurs réactions (gonflement,
éclatement, colorabilité ou non par I'fodure de propidium) ont été analys¢es. Un échantillon de chaque
sperme a €té congelé cn boulettes & partir desquelles la GOT liberée par les spermatozoides aprés
décongélation a €té dosée. Des fecondations ont ¢té réalisces avee du sperme frais et du sperme
congelé-décongelé.

Lanalysc factoriclle des correspondances (AFC) entre la fécondance du sperme aprés congélation
d’une part ct la fécondance a I’état (rais, les caractéristiques physico-chimiques et les résultats des
différents tests de qualité membranaire d’autre part, a montré que Paptitude a la cryoconscrvation
peut ¢tre cstimée a priori & partir de a2 mesure de la pression osmotique scminale ct de tests reflétant
lintégrite fonctionnelle de la membrane, Ce résultat confirme Ic réle déterminant de la membrane
lors de la congélation.

Mots-clés : Truite, sperme, congélation, qualité de Ia membranc.
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INTRODUCTION

La congélation du sperme de salmonidés a fait
I'objet de nombreuses recherches (revues bibliographi-
ques de Scott et Baynes, 1980 ct dec Stoss, 1983)
qui ont permis la mise au point d’une technique de
congélation/décongélation, de dilueurs et de cryopro-
tecteurs appropriés. 11 reste cependant un certain
nombre de problémes d résoudre. Notamment, une
grande variabilité¢ des résultats a pu étre constatée
(Stoss ¢t Holtz, 1983; Maissc et al., 1988) entre les
¢jaculats d’un méme maile et au cours de la période
de reproduction. Ce fait justifie Ia recherche d'un test
qui permettrait de prévoir a priori la résistance a la
congélation de chaque sperme et de congeler unique-
ment ceux qui se révéleraient les meilleurs.

Lors de la congélation/décongélation et malgré les
précautions priscs, la membrane est alterée (Yoo et
al., 1987; Schmehl et al., 1987). Ceci se traduit entre
autre par la perte par les spermatozoides de protéines
que 'on retrouve alors dans le dilucur de congélation.
Baynes ct Scott (1982) ont suggéré que les altérations
de Ia membrane pourraient avoir une influence directe
sur la reussite de la fécondation aprés décongélation.
Cette idée a été confortée par des travaux de Maisse
et al. (1988) qui ont montré unc rclation inverse entre
I’aptitude 3 la congélation et la concentration dans le
plasma séminal d’une protéine d’un poids moléculaire
de 42 KD, qui est I'un des constituants majeurs de
la membrane des spermatozoides. Ces données nous
ont conduit @ nous intéresser plus précisément a la
membrane des spermatozoides.

Dans cette étude, nous avons caractérisé chaque
sperme, dont la fécondance a été testée aprés congéla-
tion, par des critéres dont les variations au cours de
la période de spermiation ont été décerites. Nous avons
utilisé deux voies d’approches pour caractériser la
membrane  des  spermatozoides :  une approche
descriptive sur Ie sperme frais et une approche expéri-
mentale consistant a tester la résistance de la mem-
brane par un choc hypoosmotique.

MATERIELS ET METHODES

Les miles ct la collecte du sperme

Les 40 géniteurs mdles (dge : 2 ans) utilisés apparte-
naient d unc souche de truite arc-en-ciel (Oncorhyn-
chus mykiss) a reproduction printaniére, en prove-
nance de la pisciculture INRA de Gournay-sur-
Aronde. Aprés séparation en deux lots de 20 poissons,
ils ont été marqués individuellement (marque de type
« Flow Tag FD-68B » numérotéc) puis transférés
dans un circuit fermé thermorégule (12-13°C) le 25
mars 1988. A cette date, tous les mailes étaient déjd
spermiants, Les poissons ont ¢té maintenus d jeun
pendant la durée de 'expérience. A chaque manipula-
tion, les animaux étaient anesthésiés dans un bain de
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2-phénoxyéthanol (3 cm3/10 dm? d’cau) puis traités
au vert malachite.

Une collecte hebdomadaire a été pratiquée sur cha-
que lot a Paide d'une pipette de transfert 4 usage
unique, qui permet l'aspiration de sperme non conta-
miné (eau, féccs, urines) dont 1'émission est obtenue
par pression des flancs de I'animal. En raison du
nombre des analyses pratiquées, seuls les spermes
dont le volume était supérieur 4 5 cm? ont été étudics.
Pendant les manipulations, le sperme frais €tait
conserve sur de la glace fondante a Pabri de I'cau et
de 1a lumiére.

L.a congélation du sperme

La congélation du sperme a ¢été cffectuée rapide-
ment aprés les prélévements. Le sperme frais était
tout d'abord centrifugé 20 minutes 4 500 ¢ 4 4°C, Le
culot de spermatozoides était dilué avec 3 volumes de
dilucur de Mounib (1978) modifié (Sucrosc : 125
mmol, gluthation réduit : 6,5 mmol, bicarbonate dc
potassium: 100 mmol, jaune d’cuf au tellurite de
potassium : 8 %, dimcthylsulfoxide (DMSO) : 8 %).
La concentration de DMSO utilisée différe de celle
proposée par Legendre et Billard (1980) qui utilisent
10 % de DMSO. Compte tenu des résultats de Erdahl
(1986) montrant un effet toxique du DMSO appa-
raissant pour des concentrations supéricures ou égales
a 10 %, nous avons préféré en diminuer la concentra-
tion. Le mélange a été congelé sous forme de boulettcs
de 0,1 cm? selon la technique de Nagase (1964) ¢t
stocké dans de I'azote liquide.

Fécondation A P’¢tat frais ct aprés congélation

Fécondation avec du sperme frais

La fécondance de chaque sperme frais a ¢té obtenue
par fécondation, & la dilution 10~2 dans du DIA 532
(Billard, 1977), d’ovules (n=environ 200) provenant
d’au moins deux femelles de 1a méme souche que les
madles. Parallélement, 1a fécondabilité des ovules a été
évaluée a partir de la fécondation de deux lots de 15 g
avec du sperme 3 la dilution 10™*, Les incubations s¢
sont déroulées dans un circuit fermé thermorégulé
d 10°C. Le taux d’cmbryonnement & 22 jours a été
déterminé par comptage direct des ceufs illés. La
fécondance est exprimée par rapport a la fécondabilité
des ovules. Le taux d’éclosion a ¢été noté afin d’cstimer
le pourcentage d’embryons anormaux.

Fécondation avec du sperme congelé

Une boulette est placée a c6té d'un mélange d’ovu-
les (15 g; au moins decux femelles) dans un bol ct
simultanément, on verse délicatement 10 em® de
« DIA 532 » maintenu a 25°C. L’ensemble est rapi-
dement homogénéisé par transvasements successifs
d’un récipient dans I'autre. La suite de la manipula-
tion est la méme que pour l'insémination avec du
sperme frais. Le délai écoulé entre la congélation et
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la fécondation a varié de 3 a 50 jours sclon Ics
¢chantillons. Comme pour le sperme  frais, la
fécondance est exprimée par rapport i la fécondabilité
des ovules et le taux d’éclosion a ¢t¢ noté.

Les caractéristiques physico-chimiques du sperme frais

— Le nombre de spermatozoides par cm® de
sperme (calculé aprés dilution au 1/10000) a été
déterminé A I'aide d’une ccllule de Thomas.

— L’osmolarité du plasma séminal a été mesurée
a 'aide d’'un osmométre cryoscopique.

— La concentration d’une enzyme intramitochon-
driale, la glutamique oxaloacélique transaminase ou
GOT, a été mesurée dans le plasma séminal. La
présence de cette cnzyme dans le plasma séminal
résulterait d’unc altération de la membrane des
spermatozoides (Erdahl, 1986; Schmehl er al., 1987).
Le dosage est réalisé i I'aide d’un cofTret de réactifs
Bochringer  (référence  258784),  Les  mesures
(mU/100 mm? de culot 4 500 g) ont été réalisées au
spectrophotométre 4 340 nm. La justesse du dosage
a été vériliee avec une solution de rélérence (Preci-
norm U, Boehringer). La variabilité du dosage, établic
a l'aide de 14 mesures d partir d’'un mélange de
spermes, ¢tait de +5%.

— La concentration de la 172,20 f-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (17 «,20 f-OH-P) dans lc plasma sém-
nial a été déterminée par dosage radioimmunologique,
effectué selon la méthode décrite par Fostier et Jala-
bert (1986) aprés extraction a l'acétate d'éthyle :
cyclohexane (50 : 50).

Tests de 1a qualité membranaire des spermatozoides

L'aptitude de la membrane des spermatozoides a
supporter un choc hypoosmotique a ¢1¢ estimée par :

1° La détermination du pourcentage de cellules
dont la membrane est gonflée ou éclatée aprés incuba-
tion pendant 1 et 24 heures dans unc solution i
60 mOsm (20 cm? de milieu minéral du liquide sémi-
nal, ou MMLS, Billard ect Jalabert (1974) a
285 mOsm étendus & 560 ecm? avec de I'cau distilice
et auxquels 1,16 g de KCl ¢était ajouté). Aprés unc
premiére dilution (10~ 2) dans la solution hypoosmoti-
que ct une incubation de 30 minutes & 12-13°C, une
nouvelle dilution (1072) était réalisée soit juste aprés
Iincubation (obscrvation « 1 heure ») soit aprés
24 heures de stockage a 4 °C (observation « 24 heu-
res »). Trois types de réponsces ont ¢té distingués (fig.
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TYPE "G1"

D A) @ TYPE "G2"
A i TYPE "E"

Figure 1. — Représentation schéematique des différentes formes de
gonflement obscryvées au microscope optique ¢n contraste de phase
(G x200), a la dilution 107% avec : formes GI : gonflement au
niveau du flagelle du spermatozoide; formes G2: gonflement au
niveau de la téte et du flagelle du spermatozoide, formes E :
membrane éclatée.

Schematic representations of different swelling forms observed via
optical microscope (M x200), dilution 107%, G1 form: swelling
around flagellum: G2 form: swelling around head and flagellum; E
Jorm: broken membrane.

1) : le type G1 (gonflement au niveau du flagelle), le
type G2 (gonflement au niveau du flagelle et de la
téte du spermatozoide) ct Ic type E (membrane écla-
tée). Les comptages ont été réalisés 4 I'aide d'un
hématimétre au microscope optique a contraste de
phasc (G x 200). La technique a été validée par addi-
tion & du sperme frais de quantités croissantes de
sperme chauffé (rableau ).

2° La détermination du pourcentage de spermato-
zoides dont la membrane ne résiste pas d une incuba-
tion de 30 minutes dans une solution 3 20 mOsm
(3,6 cm® MMLS étaient étendus & 400 ecm? avee de
I'cau distillée et auxquels 0,208 g de KCl ¢tait ajoute).

Aprés une incubation préalable de 30 minutes a
12°C dc sperme frais & la dilution 1072 dans la
solution a 20 mOsm, unc [raction ¢tait reprise et
diluée au 1/3 avee cette solution puis incubée (3 minu-
tes) aprés addition d’une solution mére d'iodurc de
propidium (PI) (1 mg de PI dans 50 cm® de DPBS
— Dulbeeco’s phosphate buffered saline) 4 raison
de 60 mm?® pour 400 mm? dec suspension de sperme
incubée. La viabilité des cellules (coloration en rouge
des ccllules mortes) a été déterminée 4 I'aide d’un
microscope a fluorescence.

Laptitude de la membrane a supporter la congéla-
tion-décongélation a é1¢ estimée A I'aide du dosage de
la GOT libérée pendant cette ¢tape dans le dilucur
de congélation. Le dosage a ¢té réalis¢ comme indiqué
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Tableau 1. — Evolution des pourcentages des formes de gonflement
des spermatozoides de type G1, G2 et E en fonction de la propor-
tion de spermatozoides chauffes (56°C, 30 minutes).

Change in the percentages of spermatozoa swelling forms G1, G2
and K., with increasing quantities of heated spermatozoa (56°C,
30 minutes).

Pourcentage de spermatozoides

chauflés dans une solution Gl G2 E
60 mOsm
0 54 37 9
20 45 32 23
40 31 20 49
60 20 12 68
80 0 0 100

plus haut. Chaque bouletie de sperme congelé était
déposée rapidement dans un tube contenant 2 cm?® de
DIA 532 maintenu 4 30°C dans un bain-marie a
agitation. Le tube bouché était agité rapidement par
retourncments successifs et placé immédiatement
aprés la fusion (la plus rapide possible afin de minimi-
ser les altérations dues a la décongélation) sur un
portoir a 12-13°C. Aprés centrifugation (500 g-20 mi-
nutes), le surnageant était récupéré et dosé pour
connaitre la concentration de GOT dans le dilueur
(en mU/100 mm? de culot 4 500 g).

L’activité enzymatique dosée dans les culots (repris
par 2 cm? de DIA, soumis aux ultrasons puis centrifu-
gés a 1500 g pendant 20 minutes), additionnée a celle
trouvée dans les surnageants a permis de connaitre
Ia quantit¢ de GOT présente initialement dans les
spermatozoides.
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Analyses statistiques

Les corrélations entre la fécondance du sperme
congelé et I'ensemble des autres paramétres pris en
considération ont ¢té étudiées aprés réalisation d'un
tableau de contingence croisant les modalités de la
variable « fécondance du sperme congelé » avec les
modalités des variables « fécondance du sperme
frais », « caractéristiques physico-chimiques » ct
« tests de qualité membranaire des spermatozoides ».
Les modalités ont été établies daprés I'étude des
histogrammes de distribution de chaque variable.
Nous avons ensuite procédé a une analyse factorielle
des correspondances sur le tableau de contingence
ainsi créé (Benzecrd, 1980)  P'aide d’un logiciel STAT-
ITCF dont la programmation a été réaliséc d’aprés
Foucart (1984).

La signification des vanations des différents para-

métres au cours de la période d’étude a ¢1¢ analysée
d I'aide du test U de Mann et Whitney.

RESULTATS

Les valeurs moyennes et extrémes obtenues pour
quelques paramétres des spermes étudiés sont réunics
dans le tableau 2.

La fécondance du sperme frais varie selon les méles
ct les lots d’ovules inséminés tout en révélant une

Figure 2. — Distribution des classcs
de fécondance aprés cryoconserva-
tion (nombre total des spermes : 61).

Distribution of fertility classes after
cryopreservation (total sperm number:

61).
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Tableau 2. — Caractéristiques des spermes étudics.

Studied sperms characteristics.

Paramétre étudié Valeur moyenne Valeurs extrémes

Concentration en spermato-  2,05x 10'° 0.8-3,3x10'°
zoides (n/cm?3) (n=65)
Pression osmotique (mOsm) 265 180-320
(n=65)
172,20 8-Ol1-P (ng'cm?) 441 0,037-20,60
(n=64)
GOT plasma séminal frais 1,94 0,10—4,82
(mU/100 mm?*® culot a (n=61)
500 g)
GOT totale (mU/100 mm? 3454 140-520
culot 4 500 g) (n=61)
GOT Cryoconservateur 137,1 70,8-256,5
(mU/100 mm?® culot a (n=61)
300 g)

homogénéité des résultats vers de forts pourcentages
(>70 %) avec une moyenne de 94,6 %. La ¢condance
du sperme congelé varie beaucoup, de 10 3 100%
(fig. 2). Le taux d’¢closion a toujours été de 100 %.

Les 65 spermes testés ont €1¢ prélevés sur 34 males,
Seuls six mdles ont permis un suivi individuel dcs
différents paramétres pendant 6 semaines 4 raison de
4 4 5 prélévements par poisson pour I'ensemble de la
période considérée. L’observation de I’évolution des
paramétres obtenus révéle de fortes variations
intermales et au cours de la saison de spermiation
pour un méme animal.

La fécondance du sperme aprés congélation varic
de maniére importante suivant les poissons ct la date
de collecte (variation de 72 % entre le plus faible et le
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plus fort pourcentage pour un mile donné). L’étude
des moyennes par prélévement montre des fluctua-
tions significatives des fecondances pendant 1a période
(fig. 3).

La concentration en spermatozoides varic de
maniére importante selon les poissons et la date de
collecte (du simple au triple). L'étude des moyennes
par prélévement ¢t par lot révéle une tendance a la
diminution au cours de [a période (fig. 4).

L’¢tude des plasmas séminaux montre des différen-
ces cnire miles ¢t entre prélévements @ il en est ainsi
de la pression osmotique pour laquelle les valeurs
sont trés dispersées de 180 4 320 mOsm, avec une
moyenne de 265 mOsm. Les variations sont synchro-
nes pour Ics deux lots, avec une baisse significative
pendant la deuxiéme quinzaine d’avril (fig. 5). Les
concentrations de 172,20 B-OH-P varient de 0,037 a
20,6 ngfem? ct les évolutions sclon les mdles peuvent
¢tre trés  différentes. L'évolution des moyennes
confirme cette forte variation au cours de la période
de prélévement avec une diminution significative pour
un des lots a partir de la mi-avril (fig. 6). La distribu-
tion des concentrations de la GOT dans le plasma
séminal frais c¢st  trés étroite (de 0,1 a
4,82 mU/100 mm? de culot & 500 g), les variations
notées entre les spermes ¢lant a la limite de la sensibi-
lité du dosage lui-méme.

La concentration en GOT totale est trés élevée (140
4 520 mU/100 mm?* de culot & 500 g) par rapport &
celle présente dans le plasma séminal frais. Les varia-
tions intermdles ou pour un méme male peuvent étre
trés importantes, allant du simple au double. Cepen-
dant, 1'obscrvation de I'évolution des moyennes par

100

90 —

80
™ 70- Figure 3. — Evolution des moyennes
= des fiécondances du sperme congelé
W, 60 pendant 6 semaines pour un lot de
Ly males (moycnne + €cart type : n=8 a
% 50 - 10 spermes). Niveau de signification
S des différences observées (*) p<0,05;
% 40 - (**) p<0.0L
o Change in frozen sperm fertility for
b 30+ one group (mean+SE; n=8 1o 10).

Significance level of observed differen-
20 — ces (*) p£0.05; (**) p£0.01,
10 4
0 T T T T
07 14 21 05 10
AVRIL MAI
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Figure 4. — Evolution des moyennes
du nombre de spermatozoides par
cm? de sperme ( X 10'°) pour les deux
lots de males (moyenne + écart type;
n=8a 10 spermes). Nivcau de signifi-
cation des différences observées (*)
PS0,05; (**) p<0.01.

NOMBRE DE SPERMATOZOIDES (10%) / cm3 DE SPERME

14 Change in number of spermatozoa per
~ cm?® (x 10'°) for the two male groups
_ (mean+ SE; n=8 10 10). Significance
level of observed difference (*)
7 p<0.05; (**) p<0.01.
o 1 13 1] i 5 T L} i L 7
31 07 11 14 16 21 25 02 05 10
MARS AVRIL MAI
DATE DE PRELEVEMENT
310
~
(%]
2 300 ~
5]
£
0
Q
\E/ 290 4 Figure 5. — Evolution des moyenncs
ul des pressions osmotiques séminales
§ (mOsm) pour les deux lots de malcs
S 280 ~ (moycnne +écart type; n=8 a 10
% spermes). Nivcau de signification des
W différences obscrvées (*) p<0,05;
8 270 ~ *%) p<0,01.
g Change in osmolality (mOsm) for the
% 260 | two male group (mean+ SE; n=8 to
o 10). Significance level of observed dif-
% Serences (*) pS0.05; (¥*) p£0.0l.
a9 250 ~
L1
o
o
240 T T T T T T T T T
31 07 11 14 16 21 25 02 05 10
MARS AVRIL MAI

DATE DE PRELEVEMENT

lot sur I'ensemble de 1a période de prélévement montre
une relative constance dans les résultats, sans révéler
de variations entre le début et 1a fin de la période des
manipulations (fig. 7).

L’¢tude des pourcentages de spermatozoides de
type E a 1 hecurc montre que les variations sont
importantes selon les males considérés, les résultats

restant globalement groupés dans une méme four-
chette de pourcentage pour quatre des six animaux
suivis (2 3 6% de formes E). Ceci ¢st confirmé par
I'’étude des moyennes par prélévement (fig. 8A).
Aprés 24 heures de séjour dans la solution hypoosmo-
tique (fig. 8 B), les pourcentages augmentent dans des
proportions variables selon les animaux et la date
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15 H

Figure 6. — Evolution des moyenncs
des concentrations de 17,20 B-OH-
P (ng/cm?® de plasma seminal) pour
les deux lots de males (moyenne
+¢cart type; n=8 a 10 spermes).
Niveau de signification des différen-
ces observées (*) p<0,05; (**)
ps0,01.

10

TENEUR SEMINALE EN 17«, 204 — OH-P (ng/cm3)

5 Change in 174,20B-OH-P (ngfcm?
7 seminal plasma) means for the two
7 male group (mean+ SE; n=8 to 10).
- Significance level of observed diffe-
- rence (*) p<0.05; (**) p<0.01.
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DATE DE PRELEVEMENT
O 600
o
B
<L
5 500 Figure 7. — Evolution dcs moycnnes
3 de la concentration en glutamique
© oxaloacétique transaminase (GOT)
B 400 - . totale contenue dans les spermatozoi-
" - des (mU/100 pl de culot 4 500 g),
E pour les deux lots de miles
E (moyennc+écart  type; n=8 a
g 300 10 spermes). Niveau de signification
— des différences observées (*) p<0,05;
~ (**) p<0,01.
E 200 ~ Change in spermatozoa total content
= in glutamic oxaloacetic transaminase
T} (GOT; mU/100 mm? 500 g pellet) for
Ll the two male group (meun+ SE; n=8
3 100 4 t0 10). Significance level of observed
e differences (*) p<0.05; (**) p<0.01.
&
(&) 0 T T T T T T T T T T T
31 07 11 14 16 21 25 28 02 05 10
MARS AVRIL MAI
DATE DE PRELEVEMENT
de prélévement. On observe en effet une diminution baisse suivic d'unc remontée significative fin avril,
significative au cours de la période de prélévement, a pour atteindre le niveau initial en fin d’expérimenta-
partir du 18 avril. Dans les deux cas les évolutions tion (fig. 9).
sont semblables pour les deux lots. Pour P’analyse factoriclle des correspondances, il
L’évolution du pourcentage de spermatozoides non n’a pas été tenu compte des formes de gonflement de
Muorescents cst similaire pour les deux lots avec une types G1 et G2 en raison d’une possible subjectivite
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Figure 8. — Evolution des moyennes des pourcentages de spermato-
zoides de type E (membrane éclatée), aprés 1 (A) ou 24 heures (B)
pour les deux lots de males (moyenne+écart type; n=8 &
10 spermes). Niveau de signification des différences observées (*)
ps0,05; (**) p<001.
Change in the percentage of E form (broken membrane) spermatozoa
after 1 (A) or 24 hours (B) incubation, for the two male group
(meun+ SE; n=8 to 10). Significance level of obscrved differences
(*) p<0.05; (**) p<0.01.

de ce paramétre. De méme, les variables « concentra-
tion en spermatozoides », «niveau de 172,20 3-OH-
P», « GOT totale », « GOT plasma sémina! frais »
ct « fécondance a I’état frais » n’ont pas été utilisées
pour la représentation graphique en raison de leur
absence évidente d’effet discriminatoire apparaissant
a la lecture du tableau de contingence.

La représentation graphique des résultats de 1’ana-
lyse factorielle des correspondances est donnée dans
la figure 10. Les pourcentages d’inertie des axes 1, 2
et 3 sont respectivernent de 75,0, 13,2 et 11,8 %.

Compte tenu des qualités de représentation de cha-
que point (nous avons retenu les modalités pour les-
quelles Ta somme des cosinus carrés pour le plan est
supérieure 4 0,6), il apparait que le plan 1-2 permet
de suivre I'évolution des fécondances aprés congéla-
tion, des spermes médiocres (FECI) aux trés bons
spermes (FEC4) cn passant par ceux dits « moyens »
(FEC2) et « bons » (FEC3).

M.-L. Malejac et al.

Les spermes & fécondance médiocre (FEC1) sont
associ¢s @ de forts pourcentages de GOT aprés
décongélation (>40%; % GM3 et % GM4), a des
pourcentages de formes de gonflement de type E
supéricurs 4 5% 4 1 heure (€2) et supérieurs 4 10% 4
24 heures (E2) et 4 des pressions osmotiques sémina-
les supérieures & 280 mOsm (PO3). Les meilleurs
spermes sont associés a des pourcentages de GOT
aprés décongélation inférieurs a4 40% (% GM 1 et
% GM 2) & des pourcentages de forme de gonflement
de type E, inféricurs 3 5% a | heure (el) et 3 10% a
24 heures (E1) ct 4 des pressions osmotiques sémina-
les inféricures & 280 mOsm (PO1 ¢t PO2); parmi
ceux-ci, les trés bons spermes (FEC4) sont associés
aux pourcentages les plus élevés de spermatozoides
non fluorescents (NF4).

DISCUSSION

Les résultats des fécondations réalisées avee les
spermes frais révélent leur bonne qualité et confirme
I'absence de mauvais spermes déjd observée a I'occa-
sion d’autres expérimentations portant sur des collcc-
tes hebdomadaires (Maisse ¢f al., 1988). Cependant
une dilution a 107# aurait peut-étre mis en évidence
des différences entre spermes qui n’apparaissent pas
a10-3,

L’¢tude de la concentration en spermatozoides a
fourni des valeurs supéricures a celles enregistrées par
Biiytikhatipoglu ¢t Holtz (1984) et Maisse ef al. (1988)
dans les mémes conditions. Le suivi individuel ainsi
que I'évolution des moyennes par prélévement a mis
en évidence une tendance d la diminution des valeurs
au cours de la période de spermiation, comme
["avaient déja noté Biyiikhatipoglu et Holtz (1984) et
Munkittrick ¢t Moccia (1987). Les écarts individuels
enregistrés justifient a posteriori I'utilisation des culots
de centrifugation 4 500 g pour la congélation, de
maniére @ homogénéiser le nombre de spermatozoides
par boulette.

Les valeurs dc l'osmolarité sont trés dispersées
comme cela a d&ja été constaté par Maisse ef al.
(1988). La moyenne des résultats cst proche de celle
indiquée par Morisawa (1985), Erdahl (1986) et
Maissc et al. (1988).

Les résultats concernant le dosage de la 172,20 f3-
OH-P libre sont originaux. En effet, bien que lcs
spermatozoides soient capables de produire cc sté-
roide (Ueda er al., 1984) qui par ailleurs est suscepti-
ble de contrdler la production de sperme (Baynes et
Scott, 1985), il n’existe pas dans la littérature de
données sur Ics variations de concentration de 174,
20 8-OH-P dans le plasma séminal de truite arc-en-
ciel, mais sculement sur son niveau moycn (Baynes
et Bye, 1987). 1l aurait été intéressant de doser la
172,20 B-OH-P circulante pour savoir s’il existe une
¢ventuelle relation avec la 179,20 f-OH-P séminale,
mais les conditions cxpérimentales n’ont pas rendu
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Figure 9. ~ fLvolution des moyenncs
des pourcentages de spermatozoides
non fluorescents (iodure de propi-
dium) aprés incubation dans la solu-
tion & 20 mOsm pour les deux lots
de miles, A et B (moyenne +écart
type; n=8 a 10 spermes). Niveau de
signification des différences observées
(*) p£0,05; (**) p£0,01.

Change in the percentage of non-fluo-
rescent  spermatozoa  (propidium
indure) after incubation in a 20 mOsm
solution for the two male group
(mean+ SE: n=8 1o 10). Significance
level  of  observed  difference
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possible les prélévements sanguins. Une étude réalisée
chez 45 miles spermiants d’unec souche a repro-
duction automnale a mis en évidence I'absence de
corré¢lation  entre 17,20 -OH-P  plasmatique
(m+SE=8,4+49 ng/cm?®) et 172,20 p-OH-P sémi-
nale (m£SE=2,242,0ng/cm®) (Loir, non publi¢).
Enfin, il faut noter quc la baisse enregistrée chez
I'un des lots précéde de peu la baisse de la pression
osmotique séminale,

La concentration en GOT totale varie peu du début
a la fin de 'expérience. Quant aux valeurs trés faibles
de GOT présente dans le plasma séminal, cllcs peu-
vent peut-étre s’expliquer soit par le fait que lors
de la dégradation des spermatozoides, cette enzyme
mitochondriale ne serait libérée qu'au moment de Ia
phasc ultime, lorsque les mitochondrics sont 1¢sées,
soit par unc protéolyse rapide de 'enzyme.

Le dosage de la GOT libérée dans le dilucur aprés
congélation-décongélation met en évidence I'effet pro-
tecteur du dilueur puisque les valeurs enregistrées sont
comprises entre 21 et 59% de la GOT totale. Par
ailleurs, des dosages effectués sur des boulcttes homo-
logucs décongelées plus lentement (3 minutes au licu
dc 10 sccondes maximum) ont donné des valeurs pro-
ches de la GOT totale, conflirmant que, dans nos
conditions, l'essentiel des dommages subis par les
membranes a lieu lors de la décongélation. En prati-
que, cette phase doit étre la plus rapide possible,
comme P'avaicnt déja montré Schmidt et Holtz (1987)
qui ont obtenu de mcilleurs résultats pour unc tempé-
raturc de décongélation de 20°C au licu de 5 ¢t 16°C.
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Les différents types de réponse des spermatozoides
a un choc hypoosmotique (formes G1, G2, E) obser-
vés chez la truite sont similaires 4 ceux précédemment
décrits pour les spermatozoides humains (Jeyendran
et al.. 1984). L'¢tude de la distribution des différents
types a4 0 ¢t & 24 heures met en évidence 'évolution
du type G1 (gonflement au niveau du MNagelle) vers le
type G2 (gonflement au niveau du flagelle et de la
téte du spermatozoide). Aprés 24 heurcs, le pourcen-
tage de formes de type E augmente dans des propor-
tions variables selon les spermes. Cette évolution
refléte une perte progressive de I'intégrité membra-
naire pendant le séjour dans la solution hypotonique.
Les formes G1 ct G2 sont censées correspondre a des
spermatozoides dont la membrane est intégre. Il en
est de méme pour les spermatozoides non fluorescents
aprés incubation dans Piodure de propidium. Les
pourcentages obscerves pour ces derniers sont toujours
inféricurs 4 ceux trouvés pour G1+G2. La concor-
dance entre les évolutions des paramétres « Pression
osmotique séminale » et « pourcentage de type E
aprés 24 heures » semble indiquer que les spermato-
zoides résistent d’autant micux au choc hypotonique
que la pression osmotique séminale cst basse : on ne
sait pas si une pression osmotique élevée est la cause
de la moindre résistance des spermatozoides ou si
elle est la conséquence d’unc fragilité membranaire
intrinséque (libération dans le plasma de molécules
intra-cctlulaires qui élévent la pression osmotique).
Cepcndant il n'existe pas de corrlation entre ces
deux paramétres lorsque "on considére I'ensemble des
spermes pris individucllement. Ce paradoxe peut étre
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expliqué par Peffet seuil imposé par 'osmolarité de
la solution d’épreuve. Cet effet se retrouve fin avril,
début mai, lorsque la réponse a la solution 60 mOsm
n’évolue plus alors que Ja résistance a la solution
20 mOsm augmente significativement.

La fécondance du sperme congelé montre une large
distribution déja mise en évidence lors d’unc étude
précédente sur la truite arc-en-ciel (Maisse et al.,
1988) bien qu’une différence cssenticlle entre les deux
expéricnces ait ¢t¢ apportée lors de la réalisation des
boulettes : dans notre cas, c'est le culot débarrassé
du plasma séminal qui a été dilué puis congelé et
non le sperme total. L’augmentation des fécondances
notée pour 'un des lots 4 la fin de la période d’expéri-
mentation a déjd été observée (Schmidt, 1985) en
fin de spermiation. Sur une durée d’expérimentation
double (12 semaines) Maissc er al. (1988) avaicnt
observé deux périodes d’augmentation de la
fécondance aprés congélation suivies d'une diminu-
tion importante (résultats non publiés). En [I'état
actuel de nos connaissances, ces diverses observations
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sont difficilement interprétables par manque d'in-
formation sur le vieillissement intratesticulaire du
sperme,

L’analyse des performances de chaque sperme
congelé en relation avec les paramétres étudieés
confirme I'hypothése de la relation « qualité membra-
naire des spermatozoides/fécondance aprés cryo-
conservation » formulée par Baynes et Scott (1982),
Yoo et al. (1987) ct Maisse et al. (1988). En effet ce
sont les spermatozoides dont la membrane résistc lc
mieux au cho¢ hypoosmotique (faible pourcentage de
formes de type E 4 1 heure comme a 24 heures ou
forts pourcentages de noyaux non fluorescents) qui
supportent le mieux la congélation. A ces spermes
sont aussi associées des faibles concentrations de
GOT retrouvée apreés la décongélation (<40 % de la
quantit¢ totale), cc qui indique une meilleure résis-
tance de la membrane. Cependant, I'absence de corré-
lation forte entre les paramétres membranaires et I'ap-
titude 4 la congélation nous améne i envisager paral-
lélement au role de Ia membrane des spermatozoides,
I'influence éventuclle de facteurs du plasma séminal,

ZGCGM1
NF1
NF3
@y ¢
(axe 1) /POZ el PO1 \
ZGM3 N\ e2
P03
ZCM2 S@ %GM4
Ecd N
NF4 §

Figure 10. — Relations entre la fécondance du sperme congelé et les caractéristiques physico-chimiques ct les résultats des différents tests de
qualité membranaire dans Ie plan des deux premiers axes factoriels issus de I'analyse du tableau de contingence. Seules les modalités dont 1a

somme des Cos? est pour le plan supérieur 4 0,6 sont représentées :

— formes de gonflement de type E 4 1 heure s el (1,3<p<5%)ete2 (5<p<30%);

— formes de gonflement de type E a 24 heures : El (3,6 <p<10%) et E2 (10<p <30 %);

~ spermatozoides non fluorescents : NF2 (10 <p<20%), NF3 (20<p<30%) ¢t NF4 (30<p <80 %);

— pression osmotique séminale : POl (PO <250 mOsm), PO2 (250 <PO <280 mOsm) et PO3 (PO > 280 mOsm);

= GOT dans le dilucur de congélation (cxprimé en pourcentage de la GOT totale) : % GMI (p<30%), % GM2 (30 <p <40 %), % GM3

(40<p<50%),% GM4(p>50%).

Relationship of frozen milt fertility versus physico-chemical characteristics and membrane quality: the first two factorial axes from analysis of
the table of contingence. Only modalities with a Cos? sum higher than 0.6 for the plane are shown:

~ E forms at 1 hour: el (1.3<p<5%) and 2 (5<p<30%);
— E forms at 24 hours: E1 (3.6 <p<10%) and E2 (40 <p<60%);

— Non-flucrescent spermatozoa: NF2 (10 <p <20%), NF3 (20<p<30%), NF3 (30<p<80%).
— Seminal osmolality: POl (PO <250 mOsm), PO2 (250 < PO <280 mOsm) and PO3 (PO > 280 mOsm);
= GOT in the diluent (in percent of the GOT total level): % GM1 (p<30), % GM2 (30<p<40), % GM3 (40<p<50), % GM4 (p>50).
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liés & la physiologic du maile et pouvant étre liés
au fonctionnement de la barriére « sang-testicule ».
Ainsi, par exemple, cette derni¢re qui a é1¢ localisce
cntre le sang ct les spermatozoides chez Aphanius
dispar par Abraham et al. (1980), joucrait un role
dans la séerétion de Iion potassium indispensable au
maintien de I'immobilité des spermatozoides (Mar-
shall et Bryson, 1988) mais aussi peut-¢tre dans la
sécrétion d’autres ions et/ou molécules. En cffet, la
relation mise en évidence par Maissc er al. (1988)
entre les fortes pressions osmotiques séminales ct
I'inaptitude des spermes A la congélation-décongéla-
tion a été retrouvée dans nos conditions ou la plus
grande partic du plasma séminal avait été 6tée avant
congélation.

CONCLUSION

Cctte ¢tude nous a permis de démontrer I'existence
d’une qualité membranaire des spermatozoides varia-
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ble d'un é&jaculat a Pautre et influengant laptitude a
la congélation du sperme.

Par ailleurs, d'un point de vue pratique, nous pou-
vons dés maintenant proposer deux techniques sim-
ples pour évaluer la qualité d'un ¢€jaculat :

1° 1a mesure de la pression osmotique séminale,
conduisant au rejet de ceux pour lesquels clle est
supéricure 4 280 mOsm;

2° I'évaluation de la qualit¢ de la membrane par
la mise en évidence dec sa résistancc d un séjour
prolongé (24 heures) dans unc solution hypotonique
(60 mOsm) : les spermes pour lesquels le pourcentage
de spermatozoides dont la membrane a éclaté est
supéricur 4 10 % étant éliminés.

Ces decux techniques restent cependant imparfaites
ct, en laboratoire, la quantité de GOT dans e dilueur,
aprés décongélation rapide, rapportée a celle de GOT
« totale » nous parait un meilleur paramétre a consi-
dérer, cn absence de possibilité de test direct de la
f¢condance.
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