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Abstract hlilt was collcctcd from two groups of 20 males each, once a wcck for 10 wccks from spring- 
spawning rainbow trout strain (Oncorhjnchus n~jkiss). Only scmcn with a volume greater than 
5 cm3 were studicd. Physico-chcmicals charactcristics of diffcrent milts were measured (spcrmatozoa 
concentration, osmolality, glutamic oxaloacetic transaminase (GOT) and 17r,20P-dihydroxy-3-prc- 
gncn-3-one (17a,20()-011-1') levcls in the seminal fluid). Spcrmatozoa samplcs wcrc submitted to 
swclling tcsts in hypotonic solutions (60 and 20 mOsm) ovcr 1 and 23 hours and their rcsponsc 
monitorcd (swclling, bursting and stainability with propidium iodide). A samplc of cach milt was 
frozcn into pellets and the quantity of GOT rclcascd by thc spermatozoa was mcasured after thawing. 
1:ertilization tests wcrc donc with both frcsh and cryoprcserved sperm. 

Factorial analysis of correspondences \vas pcrformed between frcsh and frozcn milt fertility vcrsus 
physico-chemical characteristics and membrane quality. Fitncss for cryopreservation can be established 
a priori by measuring scminal osmolality and pcrforming tests which indicate the membrane's functio- 
na1 intcgrity. Thcsc rcsults confirm the membrane determining rolc dunng frcczing. 

ï iey~ords : Trout, sperm, cryoprcscrvation, mcmbranc quality. 

Lcs spcrmcs de deux lots de 20 mâles d'une souche de truitc arc-en-ciel (Oncorlijnclius n~j.ki.~s) à 
reproduction printanière, ont été collectés individucllcmcnt unc fois par semaine pendant 10 semaines. 
Seuls les spermes d'un volumc supérieur à 5 cm3 ont été utilisés pour cette étude. Pour chacun, 
la conccntration en spcrmato;roïdes, I'osmolarité et les conccntnitions cnqmatiques en glutamique 
oxaloacétique transaminase (GOT) et stéroïdicnnc cn 17 3.20 fi-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17 3.20 0- 
011-P) du plasma séminal ont été mesurées. I>es échantillons de spcrmatozoïdcs ont été incubés 
pcndant 1 et 23 heures dans des solutions hypotoniqucs (60 ct 20 mOsm) et leurs réactions (gonflement, 
éclatement, colorabilité ou non par I'iodurc dc propidium) ont été analysées. Un échantillon dc chaquc 
spcrmc a été congclé en boulcttcs à partir desquelles la GOT libiréc par Ics spcrmatozoïdcs aprés 
décongélation a été dosée. Des fCcondations ont été réalisécs avec du sperme frais et du spcrmc 
congelé-décongelé. 

L'analysc factoricllc dcs correspondances (A1:C) entre la fécondlincc du sperme après congélation 
d'une part et la fécondance à l'état frais. les caractéristiques physico-chimiques et les résultats des 
différents tests de qualité mcmbranairc d'autre part, a montré que i'aptitude S la cryoconscrvation 
peut être cstiméc a priori S partir de la mesure de la pression osmotique séminale ct de tcsts reflétant 
i'intégrité fonctionnelle de la membrane. Ce résultat confirmc le rôle déterminant de la membrane 
lors de la congélation. 

illots-clés : Truite, sperme, congélation, qualité dc la mcmbranc. 
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La congélation du sperme de salmonidés a fait 
l'objet de nombreuses recherches (revues bibliographi- 
ques de Scott et Baynes, 1980 et de Stoss, 1983) 
qui ont permis la mise au point d'une technique de 
congé1ation/décongéIation, de dilueurs et de cryopro- 
tecteurs appropriés. II reste cependant un certain 
nombre de problèmes 3 résoudre. Notamment, une 
grande variabilité des résultats a pu être constatée 
(Stoss et Iloltz, 1983; hlaisse et al., 1988) entre les 
éjaculats d'un même mâle et au cours de la période 
de reproduction. Ce fait justifie la recherche d'un test 
qui permettrait de prévoir a priori la résistance 3 la 
congélation de chaque sperme et de congeler unique- 
ment ceux qui se révéleraient les meilleurs. 

Lors de la congélation/décongélation et malgré les 
précriutions prises, la membrane est altérée (Yoo et 
al., 1987; Schmehl et al., 1987). Ceci se traduit entre 
autre par la perte par les spermatozoïdes dc protéines 
que l'on retrouve alors dans le dilueur de congélation. 
Baynes et Scott (1982) ont suggéré que les altérations 
de la membrane pourraient avoir une influence directe 
sur la réussite de la fécondation après décongélation. 
Cette idée a été confortée par dcs travaux de hlaisse 
et al. (1988) qui ont montré une relation inverse entre 
l'aptitude 3 la congélation et la concentration dans le 
plasma séminal d'une protéine d'un poids moléculaire 
de 42 KD, qui est l'un des constituants majeurs de 
la membrane des spermatozoïdes. Ces donnécs nous 
ont conduit à nous intéresser plus précisément 3 la 
membrane des spermatozoïdes. 

Dans cette étude, nous avons caractérisé chaque 
sperme, dont la fécondance a été testée après congéla- 
tion, par des critères dont les variations au cours de 
la période de spermiation ont été décrites. Nous avons 
utilisé deux voies d'approches pour caractériser la 
membrane dcs spermatozoïdes : une approche 
descriptive sur le sperme frais et une approche expéri- 
mentale consistant à tester la résistance de la mem- 
brane par un choc hypoosmotique. 

1,es milcs ct la collccte du sperme 

Les 40 géniteurs milcs (âge : 2 ans) utilisés apparte- 
naient 3 une souche de truite arc-en-ciel (0ncorly.r~- 
cllus nzjkiss) 3 rcproduction printanière, en prove- 
nance de la pisciculture INRA de Gournay-sur- 
Aronde. Après séparation en deux lots de 20 poissons, 
ils ont été marqués individuellement (marque de type 
« Flow Tag FD-68B » numérotée) puis transférés 
dans un circuit fermé thennorégulé (12-13 OC) le 25 
mars 1988. A cette date, tous les miles étaient déji 
spermiants. Les poissons ont été maintenus à jeun 
pendant la durée de l'expérience. A chaque manipula- 
tion, les animaux étaient anesthésiés dans un bain de 

2-phénoxyéthanol (3 cm3/10 dm3 d'eau) puis traités 
au vert malachite. 

Une collecte hebdomadaire a été pratiquée sur cha- 
que lot à l'aide d'une pipette de transfert i usage 
unique, qui permet l'aspiration de sperme non conta- 
miné (eau, fécCs, urines) dont l'émission est obtenue 
par prcssion des flancs de l'animal. En raison du 
nombre des analyses pratiquées, seuls les spermes 
dont le volume était supérieur à 5 cm3 ont été étudiés. 
Pendant les manipulations, le sperme frriis était 
conservé sur de la glace fondante 3 l'abri de l'eau et 
de la lumière. 

Ida congélation du spcrmc 

La congélation du sperme a éti cffectuéc rapide- 
ment après les prélfvcments. Le sperme frais était 
tout d'abord centrifugé 20 minutes 3 500 g à 4°C. Le 
culot de spermatozoïdes était dilué avec 3 volumes de 
dilueur de hlounib (1978) modifié (Sucrosc : 125 
mmol, gluthation réduit : 6,5 mmol, bicarbonate de 
potassium: 100 mmol, jaune d'auf au tellurite de 
potassium : 8 %, diméthylsulfoxide (DhlSO) : 8 %). 
La concentration de DhlSO utilisée diffère de celle 
proposée par Legendre et Billard (1980) qui utilisent 
10 % de DhlSO. Compte tenu des résultats de Erdahl 
(1986) montrant un effet toxique du DhlSO appa- 
raissant pour des concentrations supérieures ou égales 
à 10 %, nous avons préféré en diminuer la concentra- 
tion. Le mélange a été congelé sous forme de boulettes 
de 0,l cm3 selon la technique de Nagase (1964) et 
stocké dans de l'azote liquide. 

Fécondation i i'ftat frais ct après congélation 

I;i;contiation arec du spernre frais 
La fécondance de chaque sperme frriis a été obtenue 

par fécondation, 3 la dilution dans du DIA 532 
(Billard, 1977). d'ovules (n= environ 200) provenant 
d'au moins deux femelles de la même souche que les 
miles. Parallèlement, la fécondabilité des ovules a été 
évaluée à partir de la fécondation de deux lots de 15 g 
avec du sperme à la dilution IO-'. Les incubations se 
sont déroulées dans un circuit fermé thermorégulé 
3 10°C. Le taux d'embryonnement à 22 jours a été 
déterminé par comptage direct des aufs aillés. La 
fécondance est exprimée par rapport à la fécondabilité 
des ovules. Le taux d'éclosion a été noté afin d'estimer 
le pourcentage d'embryons anormaux. 

Ftcort(iation arec (il1 spcrnle congcli. 
Une boulette est placée 3 c6té d'un mélange d'ovu- 

les (15 g; au moins deux femelles) dans un bol et 
simultanément, on vcrsc délicatcmcnt 10 cm3 de 
« DIA 532 » maintenu 3 25 OC. L'ensemble est rapi- 
dement homogénéisé par transvasements successifs 
d'un récipient dans l'autre. La suite de la manipula- 
tion est la même 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 ri 50 jours sclon les 
échantillons. Comme pour le sperme frais, la f 1 11 8 TYPE"Gl l '  
fécondance est exprimée par rapport 3 la fécondabilité 
des ovulcs et le taux d'éclosion a été noté. 

Ides caractéristiques physico-chimiques du spcrmc frais 

- Le nombre de spcrmatozoïdcs par cm3 dc 
spcrmc (calculé aprés dilution au 1/10000) a été 
déterminé ri l'aide d'une cellule de Thomas. 

- L'osmolarité du plasma séminal a été mesurée 
à I'aide d'un osmomètre cryoscopique. 

- La concentration d'une enzyme intramitochon- 
driale, la glutamique oxaloacétique transaminase ou 
GOT, a été mesurée dans le plasma séminal. La 
présence de cette enzyme dans le plasma séminal 
résulterait d'une altération de la membrane des 
spermatozoïdes (Erdahl, 1986; Schmehl ct al., 1987). 
Le dosage est réalisé ri I'aide d'un coffret de réactifs 
Boehringer (référence 258783). Les mcsurcs 
(mU/100 mm3 de culot ri 500 g) ont été rfalisécs au 
spectrophotomètre à 340 nm. La justesse du dosage 
a été vérifiée avec une solution de référence (Preci- 
norm U, Boehringer). La variabilité du dosage, établie 
3 l'aide de 14 mesures ri partir d'un mélange dc 
spermes, était de f 5 %. 

- La concentration de la 17 3,20 p-dihydroxy-4- 
pregnen-3-one (17 a.20 j3-011-P) dans le plasma sém- 
nial a été déterminée par dosage radioimmunologique, 
efictué selon la méthode décrite par Fostier et Jala- 
bert (1986) aprés extraction 3 l'acétate d'éthyle : 
cyclohexane (50 : 50). 

TYPE "G2" 

TYPE "E" 

f'igure 1. - Kcpriscntation sçhim.itique dcs dill'krentes formes dr 
gonflement obsen-tes nu microscope optique en contraste de phase 
(G x200). à la dilution a\ec : formes GI : gonflement au 
niveau du flagelle du spermatomïde; formes G2: gonflement au 
niveau de 13 tête et du flngcllc du spermato7oïde, formes E : 
membrane éclatée. 

Sclicnlaric rrprcscnrarions of di/frrent swrlling jin-nu oh.scrr.ed ria 
opricul n~icroscope (dlx 200). dilurion IO-*. Gl f i~rm: swrlling 
around/rufirllunt: G2 jornt: swrlling urvwld liead undjlugrllun~: E 
forni: brokrn nlct?thrune. 

1) : le type GI (gonflement au niveau du flagelle), le 
type G2 (gonflement au nivcau du flagelle et de la 
tête du spermatozoïde) et le type E (mcmbrane écla- 
tée). Les comptages ont été réalisés ri I'aide d'un 
hématimètre au microscope optique à contraste de 
phase (G x 200). La technique a été validée par addi- 
tion à du spcrmc frais dc quantités croissantes de 
sperme chauffé (tahlcau 1). 

2" La détermination du pourcentage de spermato- 
mïdcs dont la mcmbrane ne résiste nas 3 une incuba- 
tion de 30 minutes dans une solution ri 20 mOsm 

Tests dc la qualit6 mcmbranairc des spcrmatozoïdcs (3,6 cm3 hlhlLS étaient étendus ri 400 cm3 avec de 
l'eau distillée et auxquels 0,208 g de KCI était ;ijoutC). 

L'uptirudt> (1. lu nlc,nihrartc tics spcnttaro~oiilcs ri Aprts une incubation préalable de 30 minutes 3 
supporter un clioc Ii~poost~ioti~~uc a été estimée par : 12°C de sperme frais 5 la dilution IO-' dans la 

I o  La détermination du pourcentage de ccllulcs 
dont la membrane est gonflée ou éclatée après incuba- 
tion pendant 1 et 23 heures dans une solution à 
60 mOsm (20 cm3 de milieu minéral du liquide sémi- 
nal, ou hlhlLS, Billard et Jalabert (1973) ri 
285 mOsm étendus à 560 cm3 avec de I'cau distillée 
et auxquels 1.16 g de KCI était ajouté). Aprts une 
prcmiére dilution (IO-') dans la solution hypoosmoti- 
que et une incubation de 30 minutes à 12-13°C. une 

solution ri 20 mOsm, une fraction était reprise et 
diluée au 113 avec cette solution puis incubée (3 minu- 
tes) après addition d'une solution mtrc d'iodure de 
propidium (PI) (1 mg de PI dans 50 cm3 de DPBS 
- 1)ulbccco's phosphate bufrered saline) 3 raison 
de 60 mm3 pour 400 mm3 de suspension de sperme 
incubée. La viabilité des cellules (coloration en rouge 
dcs ccllulcs mortcs) a été déterminée ri I'aide d'un 
microscope ri fluorescence. 

nouvelle dilution (IO-') était réalisée soit juste après Li~pritirtlt~ (lt- lu nic~?ihratic ri sirpporrer 10 cori.qfln- 
l'incubation (observation « I heure >)) soit après tion-(li.cot~,qi.Iutio~i a été estimée 3 I'aide du dosage de 
23 tieurcs de stockage ri 4 O C  (observation « 24 heu- la GOT libérée pendant cette Ctape dans le dilueur 
rcs »). Trois types de réponses ont été distingués (Jg.  de congélation. Le dosage a été réalisé commc indiqué 
Vol. 3. no 1 - 1990 
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Tableau 1. - Évolution des pourcentages des formes de gonilcment 
des spcrmatozo?des de type CI, CL et E en fonction de la propor- 
tion de spermatozoïdes chau&s (56°C 30 minutes). 

Cljan.qe in rlie percentages of sprntarozoa swelling fornis <; I , C2 
and E, wirh incrcasing quantifies of hearcd spern~ato:ua (56'C. 
30 minutes). 

Pourcentage de spermatozoïdes 
chaufis  dans une solution Ç 1 Cf E 

60 mOsm 

plus haut. Chaque boulette de sperme congelé était 
déposée rapidement dans un tube contenant 2 cm3 de 
DIA 532 maintenu à 30°C dans un bain-marie à 
agitation. Le tube bouché était agité rapidement par 
retournements successifs et placé immédiatement 
après la fusion (la plus rapide possible afin de minimi- 
ser les altérations dues 3 la décongélation) sur un 
portoir à 12-13 OC. Après centrifugation (500 g-20 mi- 
nutes), le surnageant était récupéré et dosé pour 
connaître la concentration de GOT dans le dilueur 
(en mU/100 mm3 de culot 3 500 g). 

L'activité enzymatique dosée dans les culots (repris 
par 2 cm3 de DIA, soumis aux ultrasons puis centrifu- 
gés à 1500 g pendant 20 minutes), additionnée à celle 
trouvée dans les surnageants a permis de connaître 
la quantité de GOT présente initialement dans les 
sperma tozoïdes. 

Ilnd)ses statistiques 

Les corrélations entre la fécondance du sperme 
congelé et l'ensemble des autres paramètres pris en 
considération ont été étudiées après 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 » et 
« tests de qualité membranaire des spermatozoïdes ». 
Les modalités ont été établies d'après l'étude des 
histogrammes de distribution de chaque variable. 
Nous avons ensuite procédé 3 une analyse factorielle 
des correspondances sur le tableau de contingence 
ainsi créé (Benzecri, 1980) à l'aide d'un logiciel STAT- 
ITCF dont la programmation a été réalisée d'après 
Foucart (1983). 

La signification des variations des différents para- 
mètres au cours de la période d'étude a été analysée 
à l'aide du test U de hlann et Whitney. 

Les valeurs moyennes et extrêmes obtenues pour 
quelques paramètres des spermes étudiés sont réunies 
dans le tahlcair 2. 

La fécondance du sperme frais varie selon les mâles 
et les lots d'ovules inséminés tout en révélant une 

Figure 2. - Distribution des classes 
de fkondance après cryoconserva- 
tion (nombre total des spermes : 61). 

Dirrrihurion of frrrilify classes afier 
crjopreserrarion (total spcrm numher: 
61). 

CLASSES DE FECONDANCE (%) 
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Tableau 2. - Caractéristiques des spermes étudiis. 

SfudieJ sperms characrcristics. 

Paramétre étudié Valeur moqenne Valeurs extrêmes 

Concentration en spermato- 2.05 x 101° 0,8-3.3 x I O i 0  
zoïdes (n,'cm3) (n = 65) 

Pression osmotique (mOsm) 265 180-320 
(n = 65) 

17 r.20 PO1 1-P (ng,'cm3) 4,4 1 0,037-20.60 
(n = 64) 

GOT plasma séminal frais 1.94 0,lO-4.82 
(mU/100 mm3 culot à (n=61) 

500 g) 
GOT totale (mU/100 mm3 345,4 140-520 

culot à 500 g) (n-61) 
GOT Cryoconservateur 137.1 70.8-256.5 

(mU/100 mm3 culot à (n561) 
500 g) 

homogénéité des résultats vers de forts pourcentages 
(>70 %) avec une moyenne de 94,6 %. La fécondance 
du sperme congelé varie beaucoup, de 10 3 100% 
(Jg .  2). Le taux d'éclosion a toujours été de 100 %. 

Les 65 spermes testés ont été prélevés sur 34 miles. 
Seuls six mâles ont permis un suivi individuel des 
différents paramètres pendant 6 semaincs à raison de 
4 li 5 prélèvements par poisson pour l'ensemble de la 
période considérée. L'observation de l'évolution des 
paramètres obtenus révèle de fortes variations 
intermâles et au cours de la saison de spermiation 
pour un même animal. 

La fécondance du sperme après congélation varie 
de manière importante suivant les poissons et la date 
de collecte (variation de 72 % entre le plus faible et le 

plus fort pourcentage pour un mile donné). L'étude 
des moyennes par prélèvement montre des fluctua- 
tions signilicativcs des fécondances pendant la période 
Clis. 3). 

La concentration en spermatozoïdes varie de 
manière importante selon les poissons et la date de 
collectc (du simple au triple). L'étude des moyennes 
par prélèvement et par lot révèle une tendance 3 la 
diminution au cours de la période (Jg. 4). 

L'étude des plasmas séminaux montre des difiéren- 
ces entre mâles et entre prélèvements : il en est ainsi 
de la pression osmotique pour laquelle les valeurs 
sont très dispersées de 180 ri 320 mOsm, avcc une 
moyenne de 265 mOsm. Les variations sont synchro- 
nes pour les deux lots, avcc une baisse significative 
pcndant la deuxième quinzaine d'avril ( f ig .  5). Les 
conccntrations de 17z.20 P-OH-P varient de 0,037 3 
20,6 ng/cm3 et les évolutions selon les mâles peuvent 
être très difircntcs. L'évolution des moyennes 
confirme cette forte variation au cours de la période 
de prélèvement avcc une diminution significative pour 
un des lots li partir de la mi-avril ( J g .  6). La distribu- 
tion des concentrations de la GOT dans le plasma 
séminal frais est très étroite (de 0,I i 
4,82 mU/100 mm3 de culot A 500 g), les variations 
notées entre les spermes étant à la limite de la sensibi- 
lité du dosage lui-même. 

La concentration en GOT totale est très élevée (140 
i 520 mU/100 mm3 de culot à 500 g) par rapport 3 
celle présente dans le plasma séminal frais. Les varia- 
tions intermâles ou pour un même mâle peuvent être 
très importantes, allant du simple au double. Cepcn- 
dant, I'obsenation de l'évolution des moyennes par 
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figure 3. - Êvolution des moyennes 
des fécondances du sperme congclf 
pendant 6 scmaincs pour un lot de 
miles (moyenne + écart tjpe : n = 8 à 
10 spermes). h'i~eiiu de signification 
des diiférences obscnécs (*) p 5 0.05; 
(**)p,<O,OI. 

Cllunge in fra:cn spcrnr fcrriliry for 
one group (mcan + SE: n = 8 IO 10). 
Signi/icance Icrcl of ohscrrcd difircn- 
ces (*)pgO.O5: (**)p60.01. 
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Figure 4. - Évolution des moyennes 
du nombre de spermatozoïdes par 
cm3 de sperme ( x IOi0) pour les deux 
lots de d i e s  (moyenne+écart type; 
n  = 8  à 10 spermes). Niveau de signifi- 
cation des différences observées (*) 
pso.05; (**)pso.ol .  
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Change in number of spermaro:oa per 
cm' ( x  IO'O) for rhe two male groups 
(mean +SE; n  = 8 ro 10). Sign13cance 
lerel of obserced di/ference (*) 
pgO.05; (**)pSO.Ol. 
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figure 5. - Êvolution des moyennes 
des pressions osmotiques stminales 
(mOsm) pour les deux lots de mâles 
(moyenne+écart type; n = 8  à 10 
spermes). Niveau de signification des 
diflërences observées (*) p 50.05; 
**)psO,ol. 

Change in osmolaliry (mOsm) for rhe 
f w.0 male group (mean + SE; n = 8 IO 

10). Sign1J7cance Imel of obserced dg- 
ferences (*) p s  0.05; (* *) p jO.O1. 

lot sur I'cnsemble de la période de prélèvement montre restant globrilement groupés dans une même four- 
une relative constance dans les résultats, sans révéler chette de pourcentage pour quatre des six animaux 
de variations entre le début et la fin de la période des suivis (2 ri 6 % de formes E). Ceci est confirmé par 
manipulations Cfig. 7). l'étude des moyennes par prélèvement Cfig. 8A). 

L'étude des pourcentages de spermatozoïdes de Après 24 heures de séjour dans la solution hypoosmo- 
type E ri 1 heure montre que les variations sont tique Cfig. 8 B), les pourcentages augmentent dans des 
importantes selon les mâles considérés, les résultats proportions variables selon les animaux et la date 
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Figure 6. - l%olution des moyennes 
des concentrations de 17 a.20 POH- 
P (ng,'cm3 de plasma seminal) pour 
les deux lots de mâles (moyenne 
+écart type; n = 8  à 10 spermes). 
Niveau de signification des diEren- 
ces observées (*) p50.05; (**) 
~$0.01. 

Change in 17 a,20 B-OII-P (ng/cm3 
seminal plasma) means for rite two ln - 

K 
male group (mcan + SE; n = 8 Io 10). 

3 - Sign~pcance lerel of ohserred dfi- 
W 
Z - rence (*) p50.05; (**) ps0.01. 
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Figure 7. - fivolution des moyennes 
de la concentration en glutamique 
oxaloacétique transaminase (GOT) 
totale contenue dans Ics spermatozoi- 
dcs (mU/100 pl de culot A 500 g), 
pour les deux lots de mâles 
(moyenne + écart type; n = 8 à 
10 spermes). Niveau de signification 
des diErences observées (*) p$0,05; 
(**) p50,Ol. 

Change in spermatuzoa tutctl content 
in glutumic o.ra1oaceric transaminare 
(GOT; mU/100 mm3 500 g pe1k.t) for 
the IWO n~ule group (meun + SE; n = 8 
ru 10). Sign~pcunce lecel of ohserced 
d$ferrnccs (*) p 5 0.05; (* *) p 5 0.0 1. 
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de prélèvement. On observe en effet une diminution baisse suivie d'une remontée significative fin avril, 
significative au cours de la période de prélèvement, à pour atteindre le niveau initial en fin d'expérimenta- 
partir du 18 avril. Dans les deux cas les évolutions tion Cfig. 9). 
sont semblables pour les deux lots. Pour l'analyse factorielle des correspondances, i l  

L'évolution du pourcentage de spermatozoïdes non n'a pas été tenu compte des formes de gonflement de 
fluorescents est similaire pour les deux lots avec une types G1 et G2 en raison d'une possible subjectivité 
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Figure 8. - Évolution des moyennes des pourcentages de spermato- 
zoïdes de type E (membrane fclatfe), après 1 (A) ou 23 heures (n) 
pour les deux lots de mâles (mo)rnne+fcart tjpe; n = 8  à 
10 spermes). Niveau de signification des difircnccs ohsenées (*) 
p ~ O . 0 5 ;  (**) p<O,Ol. 

Change in rhe perrenruge of E form (hroken membrune) spern1aro:oa 
a/rer 1 (A )  or 23 hnurs ( B )  inruharion, for rhe 1w.o male groirp 
(meun + SE: n = 8 ro 10). Sign~Pcanre lmel of obserrrd differences 
(*) p60.05; (**) ~ 5 0 . 0 1 .  

de ce paramètre. De même, les variables « concentra- 
tion en spermatozoïdes », « niveau de 17 r,20 P-011- 
PD, « GOT totale >), « GOT plasma séminal frais » 
et « fécondance 3 l'état frais » n'ont pas été utilisées 
pour la représentation graphique en raison de leur 
absence évidente d'effet discriminatoire apparaissant 
à la lecture du tableau de contingence. 

La représentation graphique des résultats de l'ana- 
lyse factorielle des correspondances est donnée dans 
la figure 10. Les pourcentages d'inertie des axes 1, 2 
et 3 sont respcctivernent 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 la somme des cosinus carrés pour le plan est 
supérieure à 0,6), il apparaît que le plan 1-2 permet 
de suivre l'évolution des fécondances après congéla- 
tion, des spermes médiocres (FECI) aux très bons 
spermes (FEC3) en passant par ceux dits (( moyens D 
(FEC2) et « bons » (FEC3). 

Les spcrmes à fécondance médiocre (FECI) sont 
associés à de forts pourcentages de GOT après 
décongélation (>A0 %; % GhI 3 et % Gh14), à des 
pourcentages de formes de gonflement de type E 
supérieurs 3 5 % à 1 heure (e2) et supérieurs à 10 % à 
23 heures (E2) et 3 des pressions osmotiques sémina- 
les supérieures 5 280 mOsm (P03). Les meilleurs 
spermes sont associés à des pourcentages de GOT 
après décongélation inférieurs à 40 % (% Ghl 1 et 
% Ghl2) 3 des pourcentagcs de forme de gonflement 
de type E, inférieurs à 5 % 3 1 heure (el) et 3 10 % à 
23 heures (El) et 3 des pressions osmotiques sémina- 
les inférieures 3 280 mOsm (PO1 et 1'02); parmi 
ceux-ci, les très bons spermes (FEC3) sont associés 
aux pourcentages les plus élevés de spermatozoïdcs 
non fluorescents (NF3). 

DISCUSSION 

Les résultats des fécondations réalisées avec les 
spermes frais révèlent leur bonne qualité et confirme 
l'absence de mauvais spermes déjü observée 3 l'occa- 
sion d'autres expérimentations portant sur des collec- 
tes hebdomadaires (hlaisse et al., 1988). Cependant 
une dilution à aurait peut-être mis en évidence 
des différences entre spermes qui n'apparaissent pas 
3 1 0 - ~ .  

L'Ctude de la concentration en spermatozoïdes a 
fourni des valeurs supéricures à celles enregistrées par 
13üyükhatipoglu et Holtz (1983) et hlaisse et al. (1988) 
dans les mêmes conditions. Le suivi individuel ainsi 
que l'évolution des moyennes par prélèvement a mis 
en évidence une tendance à la diminution des valeurs 
au cours de la période de spermiation, comme 
l'avaient déj3 noté Büyükhatipoglu et IIoltz (1983) et 
hlunkittrick et hloccia (1987). Les écarts individuels 
enregistrés justifient a posteriori l'utilisation des culots 
de centrifugation à 500 g pour la congélation, de 
manière 3 homogénéiser le nombre de spermatozoïdcs 
par boulette. 

Les valeurs de l'osmolarité sont très dispersées 
comme cela a déjü été constaté par hlaisse et al. 
(1988). La moyenne des résultats est proche de celle 
indiquée par hlorisawa (1985). Erdahl (1986) et 
hlaisse et al. (1988). 

Les résultats concernant le dosage de la 17cr,20P- 
011-P libre sont originaux. En effet, bien que les 
spermatozoïdes soient capables de produire ce sté- 
roïde (Ueda et al., 1983) qui par ailleurs est suscepti- 
ble de contrôler la production de sperme (Baynes et 
Scott, 1985), il n'existe pas dans la littérature de 
données sur les variations de concentration de 17r, 
20P-011-P dans le plasma séminal de truite arc-en- 
ciel, mais seulement sur son niveau moyen (Baynes 
et Bye, 1987). I l  aurait été intéressant de doser la 
17r.20fl-011-P circulante pour savoir s'il existe une 
éventuelle relation avec 13 17a,20fl-011-P séminale, 
mais les conditions expérimentales n'ont pas rendu 
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possible les prélèvements sanguins. Une étude réalisée 
chez 45 mâles spermiants d'une souche à rcpro- 
duction automnale a mis en évidence l'absence de 
corrélation entre 17a,20 P-OH-P plasmatique 
(m f SE = 8,4 f 4 9  ng/cm3) et 17 r,20 P-OH-P sémi- 
nale (m f SE = 2,2 f 2,O ng/cm3) (Loir, non publié). 
Enfin, il faut noter que la baisse enregistrée chez 
l'un des lots précède de peu la baisse de la pression 
osmotique séminale. 
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Lri concentration en GOT totale varie peu du début 
3 la fin de I'expéricnce. Quant aux valeurs trCs faibles 
de GOT présente dans le plasma séminal, cllcs pcu- 
vent peut-être s'expliquer soit par le filit que lors 
de la dégradation des spermatozoïdes, cette enzyme 
mitochondriale ne serait libérée qu'au moment de la 
phase ultime, lorsque les mitochondries sont lésées, 
soit par une protéolyse rapide de l'enzyme. 

Figure 9. - f;volution des moyennes 
des pourcentages de spermatozoïdes 
non fluorescents (iodure de propi- 
dium) aprPs incubation dans la solu- 
tion à ?O mOsm pour les deux lots 
de miles, A et B (moyenne + kart 
type: n = 8 à I O  spermes). Niveau de 
signification des diîftrences observées 
( * ) p s 0 , 0 5 ;  (**)pSO,Ol. 

Clrange in tlrc pcrrcntage of non-Jluo- 
resceni spcrnrutu:ou ipropihrm 
indure) after inruharion in a ?O mOsm 
solution /or the IWO nlale grorrp 
(nleun + SE; n = 8 8 0  10). Si.yn~Fcunce 
Inei of ohsemcci Ji//Prrnre 
(*) p50.05; (**)p50.01 .  

Le dosage de la GOT libérée dans le dilueur après 
congélation-décongélation met en évidence l'effet pro- 
tecteur du dilueur puisque les valeurs enregistrées sont 
comprises entre 21 et 59% de la GOT totale. Par 
ailleurs, des dosages efictués sur des boulettes homo- 
logues décongelées plus lcntcment (3 minutes au lieu 
de 10 sccondcs maximum) ont donné des valeurs pro- 
ches de la GOT totale, confirmant que, dans nos 
conditions, l'essentiel des dommages subis par les 
membranes ri lieu lors de la décongélation. En prati- 
que, cette phase doit être la plus rapide possible, 
comme l'avaient déji montri. Schmidt et lloltz (1987) 
qui ont obtenu de meilleurs résultats pour une tempé- 
rature de décongélation de 20°C au lieu de 5 et 10°C. 

3 1  67 i l  i 4  16 il i s  i a  02 05 io  
MARS AVRIL MAI 

DATE DE PRELEMMENT 

Les différents types de réponse des spcrmato;roïdcs 
à un choc hypoosmotique (formes C l ,  G2, E) obser- 
vis chez la truite sont similaires à ccux préci.dcmment 
décrits pour les spcrm:ito7oïtlcs hiim:iins (Jcycndran 
1.1 (11.. IOS3). I.'ctiidc ilc I:i di\trihiitic)ii iic\ tlill'crciitir 
types li O et li 23 hcurcs mct cn évidence I'evolution 
du type G1 (gonflement au niveau du flagclle) vers le 
type G2 (gonflement au niveau du flagelle et de la 
tête du spermatozoïde). Après 23 heures, le pourccn- 
tage de formes de type E augmente dans des propor- 
tions variables selon les spermes. Cette évolution 
reflète une perte progressive de l'intégrité membra- 
naire pendant le séjour dans la solution hypotonique. 
Les formes G l  et G2 sont censées correspondre à des 
spermatozoïdes dont la membrane est intègre. Il en 
est de mCmc pour les spermatozoïdes non fluorescents 
apris incubation dans l'iodure de propidium. Les 
pourcentages obscrvés pour ccs dernicrs sont toujours 
inférieurs ri ccux trouvés pour G1 +G2. Ida concor- 
dance entre les évolutions des paramètres « Pression 
osmotique séminale » et « pourcentage de type E 
aprés 24 heurts >) semble indiquer que les spermato- 
zoïdes résistent d'autant mieux au choc hypotonique 
que la pression osmotique séminale est basse : on ne 
sait pas si une pression osniotique élevée est la cause 
de la moindre résistance des spermatozoïdes ou si 
elle est la conséquence d'une fragilité membranaire 
intrinsèque (libération dans le plasma de molécules 
intra-cellulaires qui élèvent la pression osmotique). 
Cependant il n'existe pas de corrélrition entre ccs 
deux prir:imètres lorsque l'on considère I'enscmblc des 
spermes pris individuellement. Ce prir;idoxe peut être 

Vol. 3. ne 1 - 1990 



52 Al.-L. Alalcjac et al. 

expliqué par l'effet seuil imposé par I'osmolarité de 
la solution d'épreuve. Cet effet se retrouve fin avril, 
début mai, lorsque la réponse 3. la solution 60 mOsm 
n'évolue plus alors que la résistance ri la solution 
20 mOsm augmente significativement. 

La fécondance du sperme congelé montre une large 
distribution déji mise en évidence lors d'une étude 
précédente sur la truite arc-en-ciel (Maisse et al,, 
1988) bien qu'une différence essentielle entre les deux 
cxpérienccs ait été 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 l'un des lots à la fin de la période d'expéri- 
mentation a déji été observée (Schmidt, 1985) en 
fin de spermiation. Sur une durée d'expérimentation 
double (12 semaines) Maisse et al. (1988) avaient 
observé deux périodes d'augmentation de la 
fécondance après congélation suivies d'une diminu- 
tion importante (résultats non publiés). En l'état 
actuel de nos connaissances, ces diverses observations 

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 paramètres étudiés 
confirme l'hypothèse de la relation qualité membra- 
naire des spematozoïdes/féeondrince après cryo- 
conservation » formulée par Baynes et Scott (1982), 
Yoo ct al. (1987) et hlaisse et al. (1988). En effet ce 
sont les spermatozoïdes dont la membrane résiste le 
mieux au choc hypoosmotique (faible pourcentage de 
formes de type E 3 1 heure comme 3. 23 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 après la décongélation (<40 % de la 
quantité totale), ce qui indique une meilleure résis- 
tance de 13 membrane. Cependant, l'absence de corré- 
lation forte entre les paramètres membranaires et I'ap- 
titude 3. la congélation nous amCne li envisager paral- 
lèlement au rôle de la membrane des spermatozoïdes, 
I'influence éventuelle de facteurs du plasma séminal, 

figure 10. - Relations entre la fécondance du sperme congelé et les caractéristiques physico-chimiques et les résultats des difîërcnts tests de 
qualité mcmbranairc dans le plan des deux premiers axes factoriels issus de I'analyse du tableau de contingence. Seules les modalités dont la 
somme des Co.iZ est pour le plan supcricur à 0.6 sont représentées : 
- formes de gonflement de type E i 1 heure : el (1,3 <p<5  %) et e2 (5 <p<30 %); 
- formes de gonflement dc type E j. 21 heures : El (3,6<p< 10%) et E2 (10<pc30 %); 
- spermato~oïdes non fluorescents : NF2 (10<p<?O 76). NF3 (20<p<30 %) et NI:1 (30<p<XO %); 
- pression osmotique séminale : PO1 (P0<250 mObm), PO2 (250<P0<280 mOsm) et 1'03 (1'0>280 m0sm); 
- GOT dans le dilueur de congélation (exprimé en pourcentage de la GOT totale) : % Gbll  0,<30%), % GX12 (30<p<dO %), % Gb13 
(3O<p<50%),%GbI10,>50%). 

Krlationihip of froren miIr fertility rersu.7 physico-<hemicul rhuructc~ristics und nienlhrune quality: the first Iwo factorial a.ïes/rurn anabsu of 
the table of contingence. Only mo~luliries with a Cos2 .ium hi~11er than 0.6fifor rhe plune me shonn: 
- Ejorms at 1 hour: el (1.3<p<5%) onde2 (5<p<30%): 
- E fornzs at 21 Ilours: El (3.6 < p  < 10%) and i2 (30 <p<60%); 
- Kun-/uoresccnt spermtoroa: N R  ( 1  O <p <?O%), iVt.3 (?O <p < 30%). rVF1 (30 < p  < 80%); 
- Seminal o.rn~olaliry: PO 1 (PO < 250 mObm), PO2 (250 <PO < 280 m0sm) and 1'03 (PO > 280 mOsm); 
- GOT in the diluent (in percent of the GOT total IereI): % G.111 0, < 30). % G.1I2 (30 < p  < 30). % G.113 (10 < p  < 50). % G.Iï-4 O> > 50). 
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liés 4 la physiologie du mile et être liés 
au fonctionnement de la barrière « sang-testicule ». 
Ainsi, par cxemple, cette dernière qui a été localisée 
cntrc Ic sang ct Ics spcrmatozoïdcs chcz Apliatzilrs 
~ l i . ~ p a r  par Abraham cr al .  (1980). jouerait un r6le 
dans la sécrétion dc l'ion potassium indispensable au 
maintien de l'immobilité des spermatozoïdes (hlar- 
shall et Bryson, 1988) mais aussi peut-être dans la 
sécrétion d'autres ions et/ou molécules. En effet, la 
relation mise en évidence par hlaissc ct al .  (1988) 
cntrc les fortes pressions osmotiques séminales et 
I'inaptitudc des spcrmcs 3 la congélation-décongéla- 
tion a été rctrouvéc dans nos conditions où la plus 
grande partie du plasma séminal avait été ôtée avant 
congélation. 

Ccttc étudc nous a pcrmis dc démontrer l'cxistcnce 
d'une qualité mcmbranairc dcs spcrmatozoïdcs varia- 

ble d'un éjaculat 3 I'autrc ct influençant l'aptitude i 
la congélation du spcrme. 

Par ailleurs, d'un point de vue pratique, nous pou- 
vons dès maintenant proposcr dcux techniques sim- 
ples pour évaluer la qualité d'un éjaculat : 

1" la mcsurc dc la pression osmotique séminale, 
conduisant au rejet de ceux pour lesqucls elle est 
supérieure 4 280 mOsm; 

2" l'évaluation de la qualité dc la mcmbranc par 
la mise en évidence dc sa résistance 4 un séjour 
prolongé (23 heures) dans unc solution hypotonique 
(60 mOsm) : Ics spcrmcs pour lcsquels le pourcentage 
de spcrmatozoïdcs dont la membrane a éclaté est 
supérieur 3 10 % étant éliminés. 

Ccs dcux techniques restent ccpcndant imparfaitcs 
ct, en Iaboratoirc, la quantité dc GOT dans Ic dilueur, 
aprés décongélation rapide, rapportée 4 celle de GOT 
« totale » nous paraît un meilleur paramètre 4 consi- 
dércr, en absence de possibilité de test direct dc la 
fkcondance. 

Ce travail a été financé partiellement par un contrat de l'Institut National de la Rcchcrchc Agronomique (GCS-BBA, 1989). 
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