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INDUCTION DE L'OVULATION ET STIMULATION DE LA SPERMIATION
PAR LE LHRH OU UN ANALOGUE DE LHRH ASSOCIE OU NON AU PIMOZIDE
CHEZ QUELQUES ESPECES DE POISSONS TELEOSTEENS
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RESUME =~

Dans le but d'identifier des produits de substitution aux agents 4'in-
duction de ponte classiquement employés chez les poissons, comme HCG ou des prépa-
rations hypophysaires, dont l'emploi pose parfois des problémes, nous avons testé
l'efficacité du LHRH et d'un de ses analogues (LHRH-A = D-alab LuRH éthylamide)
sur l'induction de l'ovulaticn et la stimulation de la spermiation. En outre le
LHRH-A a été combiné & un agent anti dopaminergique, le pimozide, dans le but de
tenter de lever l'inhibition exercée par la dopamine sur la libération des gona-
dotropines (GtH). Chez la carpe, le LHRH-A seul n'a pas induit l'ovulation mais
seulement la maturation ovocytaire. L'association de pimozide et de LHRH-A a si-
gnificativement amplifié la secrétion d'hormone gonatrope induisant 1'ovulation et
stimulant la spermiation. Cette combinaison a avancé l'ovulation chez la truite.
La qualité des ovules a été sensiblement altérée par le traitement au pimozide
chez la truite et reste 3 &tre testée chez la carpe. Chez le bar, le LHRH-A est
beaucoup plus actif que LHRH et des ovulations sont obtenues 3 des doses extréme-
ment faibles : 0,5 et 1 .ug/kg de poids vif avec des qualités d'ceufs trés satis-
faisantes. Les expériences ont été conduites chez la carpe et la truite, espéces
pour lesquelles il existe des techniques de dosage de la GtH et des disponibilités
importantes en animaux expérimentaux. Des applications sur un nombre restreint
d'animaux ont été faites chez le bar.

ABSTRACT

Induction of ovulation and stimulation of spermiation by LHRH or an LHRH analog
associated or not with pimozide. Effects on some teleost fish.

The object of this paper was to try to find some substitutes for the
usual products used to induce laying in fish. The products currently employed,
such as HCG or pituitary preparations, have caused some problems. We report here
some experiments to test the effectiveness of LHRH and one of its analogs (LHRH-A
= D~Alab® ethylamide) on induction of ovulation and stimulation of spermiation.
LHRH was also combined with pimozide, an anti-dopaminergic agent, to try to cancel
dopamine inhibiticn of gonatotropin (GtH) release. LHRH-A alone (50 ug/kg) did
not initiate ovulation but only cocyte maturation. When pimozide (10 mg/kg) and
LHRH-A (50 ng/kg) were combined, gonadotropic hormone secretion was significan-
tly increased, causing ovulation and stimulating spermiation. This combination ad-
vanced ovulation in trout. Trout egg quality was markedly altered by the pimozide
treatment; it remains to be tested in carp. In sea bass, LHRH-A was much more ef-
fective than LHRH, and ovulation was obtained at very low doses (0,5 and l}m/kq
live weight) with very satisfactory egg quality.
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L'induction de l'ovulation et quelquefois la stimulation de la sper-
miation sont obligatoires dans le cas de certaines espéces gui ne se reproduisent
pas spontanément en captivité (exemple : la carpe, le bar). Dans d'autres cas, il
est utile d'avancer ou de synchroniser les ovulations pour mieux gérer les géni-
teurs et l'écloserie (exemple : les salmonidés).

L'approche la plus souvent pratiquée pour cbtenir la libération des
gamétes, consiste & administrer des préparations hormonales. Parmi celles-ci, il
faut citer une hormone mammalienne HCG (Hormone chorionique humaine) qui est in-
jectée & des doses variant entre 200 et 1000 unités internationales par kg de
poids corporel et quelquefois méme davantage (voir revue par Zohar et Billard,
1978) . Cependant, HCG n'est active que sur certaines espéces : daurade, poisson
rouge, bar, mullet mais n'a pas d'effet sur la carpe. Il a d'autre part été montré
que HCG provoguait une artériosclérose chez la truite (House et al, 1979).

Une autre source d'hormone est représentée par des extraits hypophy-
saires de poissons, les plus courants étant ceux de carpe et de saumon. Ils sont
largement utilisés mais sont en général bruts, et leur activité bioclogigue n'est
pas connue. La 17a hydroxy 208 dihydroprogestérone a aussi €té proposée pour in-
duire l'ovulation (Jalabert et al, 1977, Bry, 1980, voir revue par Billard, 1983)
mais ne fait pas encore l'objet d'application large en pratique pisciccle.

Par contre, l'usage d'une neurchormone hypothalamique identifiée chez
les mammiféres, le LHRH (luteinizing hormone releasing hormone) et plus spéciale-
ment celui d'un analogue, le LHRH-A (Des—G1y10~ p-Ala® LHRH éthylamide) s'est
développé en Chine pour induire la ponte chez plusieurs espéces de carpes (Anon,
1975, 1977). Actuellement 1'emploi de différents analoqgues du LHRH se répand éga-
lement en salmoniculture (Donaldson et al, 1982, Crim et al, 1983 a-b, Crim et
Glebe, 1983). Ce composé et ses analogues présentent en effet des avantages non
négligeables. Ils provoquent la libération de 1'hormone gonadotrope endogéne (re-—
vue de Lam, 1982), ils sont aisément synthétisés, ils sont facilement disponibles
et leur activité biologigque est plus constante que celle des extraits bruts hypo-
physaires. Un dosage plus précis est donc dés lors pessible. Ils sont, d'autre
part, peu antigénigques et se montrent actifs, au moins chez certaines espéces, &
des doses relativement faibles; des résultats récents montrent gque les doses peu-
vent 8tre réduites par l'addition de produits antidopaminergiques (voir ci-aprés).

Des travaux portant chez différentes espéces sur 1'induction de la re-
production par le LHRH ou le LHRH-A ont é&té entrepris dans le cadre de l'action
thématique programmée "Bases biclogiques de 1'Aguaculture", et ont fait l'objet
d'un certain nombre de publications (Billard et al, 1983 a-b-c¢). Le présent arti-
cle résume un certain nombre de ces résultats et envisage quelques-uns des problé-
mes posés par l'usage des LHRH en vue de stimuler la libération des gamétes.

I - DIFFERENCE D'EFFICACITE DES LHRH ENTRE EUX ET ENTRE ESPECES

La littérature récente a montré gu'il existait,chez les poissons,de
grandes différencgs d'efficacité entre le LHRH et celle de l'analogue
Dﬁs—Glle- D-Ala ] LHRH éthylamide. Le LHRH-A apparait plus actif que le LHRH
sur la stimulation de la secrétion gonatrope chez le poisson rouge (Peter, 1980),
la carpe (Breton et al, 1983) et le saumon coho (Van der Kraak et al, 1983).

Chez la tanche, il faut administrer des doses de l'ordre de 100-200
Mg/kg de LHRH pour induire l'ovulation (Kouril et Barth, 1981) alors que 10-40 jug
de LHRH-A suffisait (Kouril et al, 1983). De méme chez la carpe, le LHRH-A est
plus efficace que le LHRH pour stimuler la spermiation & la dose de 10 pg/kg, mais

pas a la dose de 50 mg/kg ol le LHRH se montre aussi actif que le LHRH-A (Billard
et al, 1983 a).
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Chez le bar, des injections intramusculaires pratiquées pendant la pé-
riode de reproduction, & la Station de Biologie de Séte, (entre Novembre et Mars),
ont également montré que le LHRH-A est beaucoup plus actif que le LHRH (tableau 1),
Un LHRH commercial (Fertagyl, Intervet) n'est pas actif sur l'ovulation a la dose
de 100 mg/kg; l'ovulation a cependant été obtenue & la dose de 1| mg/kg. Les expé-

riences portant sur le LHRH-A & diverses doses et réalisées sur des effectifs ré-
duits, tendent & montrer que l'ovulation peut &tre induite & partir de 0,5 mg/kg.

Ces doses de LHRH-A induisant l'ovulation apparaissent relativement
faibles,comparées & celles habituellement rapportées dans la littérature pour le
méme analogue pour d'autres espéces de poissons d'eau douce, par exemple
10 pg/kg en injection chez différentes espéces de carpes chinoises (Anon, 1977),
plus de 100 wmg/kg en injection intrapéritonéale chez le poisson rouge (Sokolowska
et al, 1984), 50 mg/kg sous forme d'implant en silastic chez la truite arc-en-
ciel, 5 wg/kg étant inactif, (Weil, résultats non publiés), 40 ug/kg en injection
intrapéritonéale chez le saumon (Donaldson et al, 1982)

De méme avec un autre analogue, le D—Tr_p6 pes Glyl0 LH-RH éthvlamide
des doses de 37 et 184 ug/kg,administrées sous forme d'implant,sont efficaces chez
la truite arc-en-ciel (Crim et al, 1983-b).

Bien gqu'il soit difficile de comparer tous ces résultats étant donné
les différents modes d'administration, les différences toujours possibles dans le
stade sexuel, lors du traitement, et la gamme de doses de LHRH-A essayée par ces
différents auteurs, le bar semble &tre un modéle intéressant car il apparait peu
sensible au LHRH et trés sensible au LHRH-A (tabl, 1). L'ovulation peut donc étre
induite par ce composé comme le fait en routine une séquence de deux injections
de 1000 UI/kg de HCG espacées de 6 heures.

Les doses de LHRH et & un moindre degré de LHRH-A,apparaissent en gé-
néral devoir étre administrées & des doses relativement élevées pour obtenir une
réponse gonadotrope hypophysaire et une reprise gonadique chez les poissons télé-
ostéens. Ces doses sont plus fortes que celles généralement utilisées chez les
vertébrés supérieurs. Cela peut 8tre attribué & un probléme de spécificité zoolo-
gique,mais la démonstration d'une telle spécificité n'a pas encore été faite clai-
rement. Un autre élément d'explication peut résider dans le fait qu'il existe au
moins dans certaines familles de poisson un systéme inhibiteur de la sécrétion go-
nadotrope hypophysaire qui pourrait limiter les effets du LHRH excgéne; ce point
sera discuté ci-aprés.

II - LE SYSTEME INHIBITEUR DE LA SECRETION GONADOTROPE CHEZ LES TELEOSTEENS ET
LES POSSIBILITES DE LA LEVEE D'INHIBITION

L'existence d'un systéme inhibiteur de la secrétion gonadotrope a &té
démontrée chez le poisson rouge par Peter et al, 1978, Peter et Paulencu, 1980.

Cette inhibition de la secrétion gonadotrope hypophysaire est origi-
naire du noyau préoptique périventriculaire (NPP) qui est situé dans la région an-
téroventrale de la zone préoptique (voir revue par Peter, 1982). La fig. 1 montre
bien que la lésion du NPP chez des poissons rouges O7 et 9, au repos sexuel, pro-
voque une augmentation significative de la secrétion gonadotrope hypophysaire par
rapport 4 une opération fantéme. Cette augmentation est plus forte qu'aprés injec-
tion de LHRH-A seul,a la dose de 100 mg/kg poids vif. La combinaison de la lésion
et de l'administration de LHRH-A amplifie fortement la réponse. La réponse due &
la stimulation avec le LHRH-A seul, appliqué & des femelles gravides n'entraine en
général pas ou peu d'ovulation; par contre, les lésions et la combinaison lésion-
stimulation induit l'ovulation de la plupart des femelles traitées (Peter et Pau-
lencu, 1980).
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TABLEAU 1 : EFFET DE HCG., LHRH (FERTAGYL. INTERVET).

LHRH-A (S1GMA) SUR L'OVULATION DU BAR
BARNABE ET AL (NON PUBLIE)

? Q

TRAITEMENT DIDKSGE INJECTEES  OVULEES
1 s 6 0
LHRH 100 pa 4 0
1 Mo 6 6
| 0.1 s 3 2
I 3 0.5 ue 4 4
LHRH-A ] e ¢ :
10 ua 3 3
ee 2 X 1000 ut g 0
'SOLVANT 0.5 M 5 0

TABLEAU 2

NOMBRE DE JOURS ECOULES EMTRE LE TRAITEMENT ET L'OVULATION AU TAUX
DE 80 % CHEZ LA TRUITE FARIO. LES VALEURS CORRESPONDENT A DIFFERENTES

EXPERIENCES FAITES AU COURS DE LA SAISON DE REPRODUCTION 1982 A LA
PISCICULTURE DE VERMENOUX.

TRAITEMENT | LRH-A seuL | LRH-a + p1MOZIDE
[1ODE D INJECTION ‘HWLANT INJECTION IMPLANT
InnMINtSTRATroN . %‘}l i - MG PIM. MG PIM,
: 1 10 0 10 ___{
\DOSE DE LRH-A
0 2 12 8§ 1 6 |12 1 |
1 4 16 15 2 7 6 |- - |
5 - e
10 " 8 9 15 6 5 4 |- -
50 % s s = we 5

(a) LA 2EME INJECTION EST ADMINISTREE 6 J. APRES LA 1ERE.LES JOURS
SONT COMPTES APRES LA 1ERE INJECTION,

LES DOSES SONT DONNEES PAR KG DE POIDS VIF

D'APRES BILLARD ET AL, 1983c
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Fig. | : Effets consécutifs i | traitement au LHRH-A (100 ug/kg de poids vif) ou &
des lésions du NPP, réalisds indépendamment ou en association, sur le taux de go-
nadotrophine (C-GTH) chez le poisson rouge (sexes mélangis) au repos sexuel. Tem-
pérature d'élevage 20°C, photopériode : 16 L 8 N (Peter et Billard, non publié)
Fantdme = opération fantime
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Fig. 2 : Effets de l'administration de LHRH-A associé ou non au pimozide (PIM) sur
le taux de sécrétion de gonadotrophine chez le poisson rouge mdle en spermiation.
Chague lot regoit le pimozide ou son solvant (Ringer acidifié),suivi 6 h plus tard
de l'injection de LHRH-A ou de solution saline (saline). Les préldvements de sang
sont effectués 6, 24 et 48 heures apréds l'injection. Température d'élevage 20°C.

Photopériode : 16 L 8 N (Sckolowska, Billard et Peter, non publié).
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Fig. 3 : Evolution des teneurs en gonadotrophine(en ng/ml sérum) aprés traitement
au pimozide (PIM) (10 mg/kg) et au LHRH-A (100 wg/kg) chez le poisson rouge mile
en spermiation. L'intervalle entre l'injection de pimozide et de LHRH-A varie en-
tre 0 et 24 h et les prélévements de sang sont pratigués 6, 24 et 48 heures aprés
1'injection de LHRH-A. Température d'élevage 20°C - photopériode 16 L 8 N
(Sokolowska, Billard et Peter, non publié).
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Fig. 4 : Effets de doses croissantes de LHRH-A et de pimozide (PIM) sur la stimu-—
lation de la spermiaticn chez la carpe mile. Expérience réalisée en AoOt sous pho-

topériode naturelle et & une température d'élevage variant entre 16 et 19°C
(8illard et al, non publié).
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Fig. 5 : Effets,chez le poisson rouge femelle gravide,de doses croissantes de mé-
toclopramide (composé antidopaminergique) associé€ ou non (6 h plus tard) & du
LHRH-A (100 mg/kg), sur le taux de C-GTH dans le sérum mesuré 6 et 24 heures aprés
l'injection de LHRH-A ou de solution saline. Température d'élevage 20°C, photopé-
riode (16 L B N) (Billard, Nohorniak et Peter, non publié).
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Une situation analogue a été retrouvée chez la carpe ol une lésion de
1'aire préoptigue provogque l'ovulation (Peter et al, non publié) : on voit gue la
levée de 1l'inhibition de la sécrétion gonadotrope par lésion du noyau hypothalami-
que autorise une stimulation beauccup plus importante que par le LHRH-A.

Les recherches conduites pour identifier les facteurs impliqués ont
montré que l'inhibition était due & la dopamine (Chang et Peter, 1982, 1983 a-b,
Chang et al, 1983).

Dés lors des tentatives ont été faites pour associer des produits an-
tidopanimergiques avec le LHRH-A. Le traitement conjoint de pimozide 10 mg/kg
LHRH-A 100 umg/kg entraine une amplification de la secrétion gonadotrope chez le
poisson rouge (Chang et Peter, 1982, 1983 b, Sokolowska et al, 1983) (voir aussi
fig. 2); chez la carpe, Billard et al, 1983 b obtiennent l'induction de 1l'ovula-
tion et la stimulation de la spermiation (doses de 50 jug/kg de LHRH-A et 10 mg/kg
de pimozide. Une telle association a aussi &té tentée avec succés chez la truite
arc-en-ciel pour avancer l'ovulation, mais la fertilité des ovules s'est trouvée
réduite par le traitement avec le pimozide (Billard et al, 1983 c). Chez la truite
fario, le traitement combiné pimozide-LHRH-A,appliqué en pleine période de repro-
ducticn,avance les ovulations sans affecter la fertilité des ovules (Billard et al
1983 ¢) (voir aussi tabl. 2).

Dans les expériences qui viennent d'étre rapportées, le traitement au
pimozide €tait administré 6 heures avant l'injection de LHRH-A afin de ménager un
certain temps pour la levée d'inhibition. Dans 1l'expérience rapportée dans la fig.
3 et portant sur le poisson rouge en spermiation, il apparait gque ce délai n'est
pas nécessaire et que l'administration simultanée du pimozide et du LHRH-A entraine
une augmentation de la C-GTH sérique aussi importante que si les injections sont
espacées de 6 h; la diminution observée aprés un intervalle de 3 h reste inexpli-
quée.

Du fait du cofit du traitement et en raison des effets délétéres obser-
vés sur la fertilité des ovules chez les salmonidés, des essais de diminution des
doses de pimozide ont été tentés. Chez la carpe mile, il apparait que les effets
du traitement, mesurés par le volume de sperme recueilli, restent les plus marqués
lorsque la dose de pimozide est de 10 mg/kg; dans ce cas, la réponse est maximale
dés la dose de 0,1 ug/kg de LHRH-A (Billard, données non publiées). Il est denc
nécessaire, au moins dans ce cas, de maintenir les doses élevées de pimozide de
10 mg, ce qui autorise une réduction de la dose de LHRH-A (fig. 4).

Un autre composé antidopaminergique, le métoclopramide a &té testé en
raison de son colit inférieur & celui du pimozide, mais les résultats de la figure
5 montrent gue chez le poisson rouge gravide des doses élevées sont nécessaires,
(20 & 100 mg/kqg), pour obtenir des réponses notables. Ces réponses sont bréves et
aprés 24 heures, le taux de C-GTH est revenu au niveau de base. La réponse é&tait
plus soutenue dans le temps dans le cas du pimozide administré a des 0”7 spermiants
(voir fig. 2).

En conclusion, la levée du systéme inhibiteur de la sécrétion gonado-
trope hypophysaire par des agents antidopaminergiques permet d'amplifier les ef-
fets du LHRH-A dont les doses peuvent alors étre diminuées. Cependant, ces con-
clusions ne sont actuellement valables que pour un nombre limité d'espéces. L'e-
xistence d'effets secondaires sur la fertilité des oceufs, aprés traitement au pi-
mezide dans le cas de l'avancement de l'ovulation chez la truite arc-en-ciel, de-
mande a étre confirmée mais semble inhérente 3 cette technique au moins pour cer-
taines espéces.

328



III - POSSIBILITES D'ADMINISTRATION DU LHRH-A SOUS FORME D'IMPLANTS

Chez les mammiféres, on a décrit un effet de Jésensibilisation de 1'
hypophyse par le LHRH ou ses analogues,quand ceux-ci sont administrés de fagon
prolongée : la sécrétion de LH est alors diminuée.

Chez les poissons, bien gu'un effet similaire ait été montré dans cer-
taines conditions chez le poisson rouge 07 avec des injections répétées d'un ana-
logue (Peter, 1980), il n'a pas été retrouvé chez le saumon atlantique quand des
analogues du LHRH sont administrés sous forme d'implants & certains stades de la
gamétogénése male et femelle (Crim et al, 1983 a). En effet des teneurs élevées
2n GTH sont observées chez le 07 et la ¢ pendant 3 semainesyquand les implants
sont administrés environ 2 mois avant la date de reproduction. Des préleévements
sanguins seriés,effectués chez le saumon préspermiant,ont mentré gue la teneur en
GTH s'élevait dés le ler jour aprés l'implantation et se maintenait 3 un niveau
élevé pendant la durée de 1l'expérience gui était de 12 jours (Weil et Crim, 1983).

Ce maintien d'un niveau élevé de GTH pendant plusieurs semaines ne
semble avoir liesu gu'd certains stades de la gamétogénése; il serait plus bref
(1 & 2 semaines) quand le LHRH est implanté chez des animaux déja spermiants
{saumon atlantique : Crim et al, 1983 a; truite arc-en-ciel : Weil, résultats
non publiés).

Ces implants administrés environ 2 mois avant la reproduction se sont
révélés actifs non seulement pour stimuler la sécrétion de GTH,mais également
pour avancer l'ovulation (saumon atlantique : Crim et al, 1983 a; Crim et al,
1983 b) et la spermiation (Weil et Crim, 1983).

Plus récemment, l'avancement de l'covulation a pu &tre obtenue chez la
truite fario aprés implantation de doses plus faibles que celles utilisées par les
précédents auteurs (5 ug/kg au lieu de doses allant de 37 & 800 ug/kg), mais seu-
lement en combinaison avec 10 mg/kg de pimozide (Billard et al, 1983 ¢ et tableau
2). En effet, l'ovulation au taux de 80 % est obtenu au bout de 7 jours au lieu de
11 jours chez les témoins recevant seulement du pimozide. Elle est également avan-
cée quand 50 mg de LHRH-A sont administrés avec 10 mg de pimozide. Par contre, le
LHRH-A seul, aux doses de 1 et 10 mg, n'avance pas l'ovulation.

L'administration du LHRH sous forme d'implants semble &tre adéquate
chez les salmonidés pour maintenir des niveaux élevés en GTH observés au cours de
la maturation ovocytaire (Zohar, 1982). Ce méme auteur a montré expérimentalement
gue ces niveaux de base élevés étaient nécessaires pour la synthése par les folli-
cules de la 17y hydroxy 20g dihydroprogestérone, inducteur final de la matura-
tion ovocytaire chez les salmonidés.

Par contre, l'administration de LHRH-A,sous forme d'implant,ne peut a
elle seule réscudre le probléme de la sensibilité de l'animal au LHRH-A chez d'au-
tres espices comme le poisson rouge. En effet, chez cette espéce, l'efficacité du
LH:~A n'est pas améliorée par son administration sous forme d'implant (Sokolowska
et al, 1984). Seule l'action simultanée du pimozide (agent antidopaminergique,
volr II) permet d'obtenir un pourcentage d'ovulation elevée, gue le LHRH-A soit
injecté ou administré sous forme d'implant. Il faut rappeler que la décharge ovu-
lante de GTH chez cette espéce est brave (Breton et al, 1972, Stacey et al, 1979).

L'utilisation du LARH-A sous forme d'implant semble avoir un avenir
prometteur chez des espéces comm> les salmonidés cod les niveaux de GTH sont élevés
pendant la maturation ovocytaire. Cependant, des études complémentaires restent a
faire. Des réponses gonadotropes plus soutenues pourraient se révéler nécessaires
et pourraient &tre induites en obtenant aussi une diffusion prolongée du pimozide.
Parmi les problémes gui surgissent, il apparait nécessaire de pratiquer l'inter-
vention & un mement précis du cycle, c'est-a-dire aprés que les taux d'cestradiol
aient commencé de décroitre. Il se peut en définitive que cette technique d4'admi-
nistration par implants demande plus de matériel, LHRH-A et pimozide, gque par in-
jection, ce qui en limiterait l'intérét.
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IV - CONCLUSION

Les travaux récents faisant appel au LHRH-A pour obtenir l'ocvulation
et la spermiation des poissons semblent prometteurs en particulier dans le cas
d'une levée préalable de l'inhibition dopaminergique de la sécrétion gonadotrope
hypophysaire.Une meilleure efficacité du GnRH se doit d'Etre recherchée en procé-
dant comme cela fut fait chez les mammiféres & la substitution des amino acides
dans la séquence du GnRH spécifigque.

Il est,par ailleurs,nécessaire d'obtenir, pour les différents groupes
et espéces, une bonne ccnnaissance des profils neurchormonaux et hormonaux lors de
la séquence maturation ovocytaire-ovulation et spermiation d'une part, et de la ré-
ceptivité des divers organes cibles de 1l'axe hypothalamo-hypophyso gonadique d'au-
tre part.
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