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PREFACE

Ce travail de thése s'intégre dans un vaste programme démarré depuis 1985
sur le contrble de la reproduction chez le titapia, mené en étroite collaboration
par le CIRAD et I'INRA.

Compte tenu des caractéristiques biologiques des tilapias, de l'importance
économique de ce groupe d'espéces pour faquaculture (3éme rang mondial
avec environ 600 000 tonnes produites par an} et de lenjeu qu'elles
représentent pour le développement (ces especes, d'origine africaine, sont
fargement répandues dans toute la ceinture tropicale et produites massivement
dans certains pays de I'Asie du Sud-Est), trois grandes problématiques liées a
la reproduction ont été considérées comme prioritaires par le CIRAD et I'INRA :

+ le conirle du sexe (thése de J.F. Baroiller, 1988 et programme
d'association CIRAD/EMVT-INRA actuetl) ;

» les interactions entre cycle sexuel et comportement parental (thése de P.
Tacon, 1995) ;

» le dimorphisme de croissance lié au sexe (le présent travail).

Le caractére exemplaire de ta collaboration menée entre ie CIRAD/EMVT et
I'INRA a l'occasion de ce dernier travaill mérite d'étre souligné. Initié par le
CIRAD/EMVT (J.F. Baroilier), ce fravail a conduit & la mise en ptace au
L. aboratoire de Physiclogie des Poissons de I'INRA a Rennes, d'un "noyau dur”
constitué de physiologistes de la reproduction (A. Fostier, INRA et J.F Baroilfer,
CIRAD/EMVT) et de physiologistes de la croissance (B. Fauconneau et P.Y. Le
Bail, INRA) a f'occasion du DEA d'A. Toguyeni.

Autour de ce noyau ont été développées des collaborations avec des
laboratoires frangais (T. Boujard et S. Kaushik du laboratoire de Nutrition des
Poissons de 'INRA & St Pée sur Nivelle ; J. Lazard et M. Derivaz du laboratoire
du GAMET-CIRAD/EMVT a Montpellier), belge (E.R. Kihn et K. Mol du
laboratoire d'Endocrinotogie Comparée de 'Université Catholique de Louvain),
gallois (Prof.J.A. Heardmore), ivoirien (J. Nunez-Rodriguez de
'ORSTOM/Centre de Recherches Océanographiques d'Abidjan), phitippins
(R.D. Guerrero du PCAMRD a Los Banos, G.C. Mair et J. Abucay du Fresh
Aquaculture Center/Central Luzon State University a Munoz;}.

Cette collaboration s'est appuyée sur des financements du CIRAD (ATP -
action thématique programmeée - et une partie importante du fonctionnement) et
de I'INRA {(une part de I'allocation de thése).

Ce mémoire constitue donc & ja fois un document de référence sur le
dimorphisme de croissance lié au sexe (une caractéristique importante pour
beaucoup d'especes d'élevage) mais aussi un excellent reflet de cette
collaboration entre le CIRAD et I'INRA en matiére de recherches aquacoles.
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B. Jailabert \ J. Lazard
Chef du Département d’Hydrobiogie Chef de I'Unité de Recherche
et Faune Sauvage Aquactulture

INRA CIRAD/EMVT
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Tables des abréviations

11B-OHA4 11B-hydroxyandrosténedione

[1-KT 11-cétotestostérone

ANOVA analyse de variance

ARN acide ribonucléique

ATD . 1,4,6-androstatrniéne-3, 17-dione

BSA bovine serum albumin = albumine sérique bovine

CEP coefficient d’efficacité protéique

CRE coefficient de rétention énergétique

CRL coefficient de rétention lipidique

Cup coefficient d’utilisation protéique

Cv consommation volontaire

E2-17B oestradiol-17p

FO 0% de femelle = cohorte 100% male

F100 100% femelle

F50 50% femelle = cohorte mixte (50% femelle et 50% maile)

F75 75% femelle

FAC/CLSU-UCS Freshwater Aquaculture Center/ Central Luzon State
University-University College of Swansea

GDX gonadectomie

GH growth hormone = hormone de croissance

GHH charge hypophysaire en GH

GHP taux plasmatique de GH

GIFT Genetic Improvment of Farmed Tilapia

HC heavy chain = chaine lourde

HPLC high pressure liquid chromatography = chromatographie
liquide 4 haute pression

IC indice de consommation

IGF-I insulin-like growth factor I = somatomédine C

IRD inner ring deiodinase

K coeflicient de condition

LC(1, 2, 3)f light chain (1,2,3) fast = chaine légére (1,2,3) de type rapide

LCls light chain 1 slow = chaine légeére de type lent

NRS normal rabbit serum = sérum normal de lapin

ORD outer ring deiodinase

RGS rapport gonado-somatique

RHS rapport hépato-somatique

RIA radioimmunoassay = dosage radio-immunologique

SEM erreur standard & la moyenne

SMAL - sérum de mouton anti-lapin

T testostérone

T3 triiodo-L-thyronine

T4 tétraiodo-L-thyronine

TAC truite arc-en-ciel

TAMOXIFENE trans-1-(p-P-dimethylaminoethoxypheny!-1-2-diphenylbut-1-ene

TCS taux de croissance spécifique

TESPA 3-aminopropyltriethoxy-silane



Tableau récapitulatif des différentes expériences en fonction des lieux de réalisation.

Numéro Intitulé expérience Lieu de réalisation Chapitre
expérience
1 Prospection phase précoce Bouaké (Cote d’Ivoire) 1L
11 Période d ’apparition Bouaké a1
I Comportement alimentaire St Pée-sur-Nivelle (France) v
v Effet des interactions sociales | Munoz (Philippines} VI
v Effet du génotype Munoz VIL
VI Endocrinologie de la croissance | Rennes (France) VI
A1 Implants stéroides Rennes VI
vl Implant ATD Rennes VI
IX Implant ATD + tamoxiféne Rennes VIII
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Introduction générale 1

Les tilapias et en particulier les espéces du genre Oreochromis constituent les
principales especes tropicales utilisées en aquaculture dans les pays d’Afrique et d’Asie. Ces
poissons possédent en effet I’essentiel des caractéristiques d’un bon poisson d’élevage :
reproduction facile en captivité et pontes étalées sur toute I’année, bonnes potentialités de
croissance, peu de probleme pathologique. Paradoxalement, ’expansion de leur élevage est
freinée par leur maturité sexuelle trés précoce qui, associée a la grande efficacité de leur
reproduction (ponte mensuelle, soins parentaux aux oeufs et aux alevins), conduit en milieu
fermé a une surpopulation, et, en situation de compétition alimentaire, au nanisme (Eyeson,
1983). L’élevage de populations monosexes est 'une des solutions actuellement accessibles
pour empécher toute reproduction dans les structures de grossissement.

Chez les tilapias, un différentiel de croissance lié au sexe apparait trés rapidement en
élevage, les males ayant de meilleures performances de croissance que les femelles. Ceci a
incité, pour une bonne rentabilité des exploitations aquacoles, a préférer 1’élevage de cohortes
monosexes méles produites soit par sexage manuel, soit par hybridation, ou enfin par inversion
hormonale du sexe.

La différence de croissance entre les maéles et les femelles n’a pas été caractérisée,
notamment du point de vue physiologique. La période d’apparition de cette différence de
croissance liée au sexe n’est pas précisément identifiée, en particulier par rapport a des étapes
essentielles du développement telle que I’ontogenése gonadique et la maturation sexuelle. Les
mécanismes qui sous-tendent cette différence de croissance ne sont pas connus. Seules
quelques hypothéses ont €té émises : effets anabolisants des androgénes chez les miles, coits
€nergétiques importants pour la production des ovules et I’incubation buccale des oeufs et des
alevins chez les femelles.

L’objectif de ce travail est de caractériser la différence de croissance liée au sexe chez
un tilapia, Oreochromis niloticus, du point de vue d’une part de sa période d’apparition et de
son amplitude, et d’autre part des facteurs et des mécanismes physiologiques susceptibles
d’étre impliqués dans son déterminisme. Ce travail fera I’objet d’un rappel bibliographique des
principales caractéristiques biologiques de I'espéce et des différentes hypothéses émises

jusqu’ici pour expliquer la différence de croissance entre sexes.



Rappels bibliographiques 2

1. Biologie et aguaculture du tilapia

Les tilapias constituent la sous-famille des Tilapiinae, appartenant a la famille des
Cichlidae et & l'ordre des Perciformes. Cette familie des Cichlidae est composée de plus de
1200 especes, ori.g_inaires des eaux douces et saumatres d'Afrique et introduites principalement
en Asie, en Amérique Centrale et Latine (figure 1). La sous-famille des Tilapiinae compte
plus de 70 espéces appartenant & 10 genres (Trewavas, 1982; 1983} dont principalement les
genres (planche I) Oreochromis, Sarotherodon (incubateurs buccaux avec soins parentaux soit
exclusivement femelle ou méile, soit méle et femelie) et les 7ilapia (pondeurs sur substrat)(cf.
tableau I).

La production des tilapias occupe aujourd'hui le 3*™ rang mondial aprés Ia carpe et le
milkfish (Lazard er al, 1991). Bien qu’originaires d’Afrique, la principale zone d’élevage des
tilapias est I’Asie (Tableau IT). La production mondiale est estimée a environ 500 000 tonnes
par an et son taux de progression est parmi les plus élevés (Lazard, 1990). L’importance de
cette production est liée 4 certaines caractéristiques de la biologie des tilapias :

* grande biodiversité : existence d'un grand nombre d'espéces

* grande facilité de reproduction, méme en milieu fermé, sans équipement complexe ni
induction hormonale de ponte

* facilité¢ d'adaptation a divers milieux (y compris le milien saumétre et marin; tableau III) et &
l'alimentation artificielle, bien que son régime naturel soit celui d’un microphage.

* grande résistance aux faibles taux d'oxygéne (Magid et Babiker, 1975; Mélard et Philippart,
1981; Tableau III), aux manipulations fréquentes, et possibilité d'élevage dans divers systémes
sans infrastructures trés onéreuses (étangs en terre, cages flottantes ou de type hapa, enclos).

* grande résistance aux maladies : trés peu de problémes pathologiques
* bonne qualité alimentaire et organoleptique, et aptitude a la conservation par séchage, salage
et fumage.

Cependant, la grande facilité de reproduction des tilapias conduit trés rapidement, en
milieu fermé, a des problémes de surpopulation, et en situation de compétition alimentaire au
namsme (faible croissance individuelle; Hickling, 1960; Mc Bay, 1961; Arrignon, 1969, Loya
et Fishelson, 1969, Hyder, 1970; Eyesson, 1983; Lazard, 1984). Le contrdle de cette

reproduction est donc apparu comme une nécessité.




Figure 1 : Aire de répartition originelle des deux principales espéces de tilapia utilisées en aquaculture (Oreochromis niloticus bande horizontale et
Oreochromis aureus bande verticale) et principales zones d'introduction des tilapias dans le monde (@ ).
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES




Tilapia guineensis (Bleeker 1862)

Planche [ Présentation des trois genres de tilapias selon la classification de Trewavas ( [983)



Tableau I; Caractéristiques de la reproductiondes tilapias et principales espéces

Genre Mode de reproduction Espéces
Tilapia pondeurs sur substrat (garde du | 7. zillii
nid) et ventilation des oeufs T. rendalli
Oreochromis incubateurs buccaux avec soin|O. niloticus
maternels 0. mossambicus
Q. aureus
Sarotherodon incubateurs buccaux avec soin|S. galilaeus

paternel ou bi-parental

S. melanotheron

Tableau II : Production aquacole mondiale de Tilapia, en tonnes (FAQ, 1991)

1984 1985 1986 1988 1989
Afrique 4554 6408 6714 7806 14 449
Subsaharienne
Asie 158 470 186941 221155 232114
Caraibes 14427 15771 16037 15719
Amérique Latine 1940 2262 3101 3861
Maghreb et 33497 34701 33490 62349
Moyen Orient
Autres 32 194 265 376
Totaux 212920 246277 280762 322225

Tableau 11! : Comparaison de la tolérance de 3 espéces d’élevage par rapport aux parametres

physico-chimiques classiques du milieu

Truite commune Carpe QOreochromis
niloticus
0, dissous minimum (mg/1) 5-5,5 0,7 0,1
pH 5-9,5 5-9 6,4-11
température (°C) 1-20 1-32 8-42
salinité 5-35 ppm 5 ppm 15-35 ppm




Rappels bibliographiques 3

2. Contréle de la reproduction cheg le tilapia

L'efficacité de la reproduction des tilapias repose essentiellement sur quatre
caractéristiques physiologiques ou €thologiques:

1) une maturité sexuelle trés précoce dés 20 g (8 cm) pour Oreochromis niloticus
(Baroiller, comm: Pers.) et 3,8 cm chez Sarotherodon melanotheron (Eyeson, 1983)

2) une reproduction non saisonniére avec des pontes étalées sur toute l'année (Lowe-
Mc-Connell, 1959; Mc Bay, 1961; Bruton et Bolt, 1975; Ruwet ef al, 1976; Philippart et
Ruwet, 1982).

3) une ponte effectuée par dépdts successifs de petits paquets d'ovules dans un nid
creusé par le male, chaque groupe d’ovules étant immédiatement fécondé par celui-ci.

4) des soins parentaux apportés aux oeufs par une ventilation (genre Tilapia) ou par
incubation buccale (genres Oreochromis et Sarotherodon) dés la fécondation, généralement
dans une zone protégée et riche en végétation (Rothbard, 1979; Mc Bay, 1961, Fishelson,
1966; Armignon, 1969, Ruwet ef al, 1983), une défense du nid et un maintien des soins
parentaux aux alevins aprés l'éclosion (Ruwet, 1962, Ruwet et al, 1976; Perrone et Zaret,
1979; Owusu-Frimpong, 1987).

Si I'efficacité de cette reproduction a permis le développement de leur aquaculture, le
contrble et la maftrise de celle-ci sont apparus comme une condition sine qua non pour
atteindre une rentabilité acceptable pour les entreprises aquacoles. Différentes solutions sont
actuellement utilisées:

1) L’élevage mixte tilapia-prédateurs. Il s’agit d'élever des tilapias en association avec
des prédateurs (Hemichromis fasciatus, Lates niloticus, Clarias gariepinus) qui consomment
les alevins produits (Lazard et Oswald, 1995). Ce systéme nécessite un élevage par classe d'ige
et donc un nombre plus important d'infrastructures. En outre, le Lares pent devenir, également
trés vite, un véritable prédateur pour les animaux de taille marchande et quant au Clarias, il
entre en concurrence avec les tilapias pour l'aliment et occasionne des dégats en étang de terre
en creusant le fond et les digues. L'Hemichromis devient inefficace dés que les alevins
atteignent le stade fingerling.

2) le sexage précoce basé sur le dimorphisme sexuel de la papille urogénitale (Huet,
1972, Balanin, 1979; planche II). Cette méthode n'est cependant réalisable que sur des
individus de 30 a 50g chez Oreochromis niloticus (Lazard, 1980; Mélard, 1986), ce qui
impose |'élevage de l'ensemble de Ia cohorte jusqu'a cette taille. 1.’élevage des femelles (soit

environ 50% du groupe), jusqu’a ce stade de sexage, a non seulement immobilisé initialement



Planche II : Dimorphisme sexuel de la papille uro-génitale entre un male de 24 g (a) et une
femelle de 20 g (b) chez Oreochromis niloticus. La papille femelle est caractérisée par la
présence d’une fente tranversale (orifice génital) entre |'anus et I’orifice urinaire.

Chez le male : A = anus ;, U = orifice uro-génital. Grossissement = 75 x.

Chez la femelle : A anus , U = orifice urinaire , G = orifice génital. Grossissement = 33 x
(Photo Toguyéni et Baroiller)
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une partie des infrastructures d'élevage, mais aussi contribué a {a moitié du co(it d’alimentation.
Cette technique de sexage requiert de la main d'oeuvre qualifiée et du temps, avec des risques
d'erreurs estimés d environ 2,7 4 10% (Lazard, 1980; Chervinski et Rothbard, 1982). De plus,
a cette taille, les femelles les plus avancees dans leur développement gonadique sont déja
matures {premiére reproduction éventuellement déja réalisée). La présence de quelques
femelles gardées accidentellement peut en quelques mois entrainer une surpopulation dans les
bassins d'élevage.

3) L’hybridation entre certaines espéces de tilapia, peut conduire a la production de
cohortes monosexes males. Théoriquement, le déterminisme du sexe chez le tilapia est de type
monofactoriel. Les espéces de tilapia sont divisées en deux groupes, celles & homogamétie
mile ZZ (type oiseau; Oreochromis aureus, Oreochromis hornorum, Oreochromis
machrochir) et celles a homogamétie femelle XX (type mammifere; Oreochromis niloticus,
Oreochromis mossambicus)(Chen, 1969; Jalabert ef al., 1971). Le premier croisement réalisé
entre deux espéces différentes de tilapia, Oreochromis mossambicus femelle et Oreochromis
hornorum mile, a fourni 100% de méles (Hickling, 1960). Cependant, I’aspect de cet hybride
est peu apprécié des consommateurs (coloration trés foncée) et sa croissance est faible.
Beaucoup d'autres hybridations ont é€té réalisées depuis lors. Malheureusement, ces
croisements ne fournissent pas systématiquement 100% d'individus maéles (80-90% entre
Oreochromis niloticus femelle et Oreochromis aureus male; Mires, 1977); de plus, les taux de
croissance observés sont en général intermédiaires entre ceux des deux parents, et de faibles
taux de reproduction, probablement liés a des incompatibilités partielies entre les especes
parentales, sont constatés. A cela s'gjoute le délicat entretien en station de lignées « pures » de
géniteurs indispensables 4 ’obtention des hybrides. Cette technique n’est donc pratiquement
plus utilisée & I’échelle commerciale pour [a production de cohortes monosexes males.
Toutefois, elle continue d’étre utilisée en Israél pour bénéficier de la meilleure résistance aux
basses températures d’Oreochromis aureus, mais les hybrides sont en général masculinisés par
des traitement hormonaux.

4) La production de cohortes monosexes males par des traitements hormonaux. Les
traitements, couvrant toute la période de différenciation sexuelle, avec des stéroides sexuels
incorporés dans l'aliment, ou par balnéation des alevins peu de temps aprés I'éclosion (5 4 6
jours), permet la production de cohortes monosexes males (Guerrero, 1982; Hunter et
Donaldson, 1983; Pandian et Varadaraj, 1987). Cette technique implique le traitement
systématique de chaque nouvelle cohorte d'alevins. En outre, ['efficacité du traitement est trés
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dépendante du stade de développement des alevins, ce qui peut constituer un handicap majeur
vue l'absence de synchronisation des pontes chez le Tilapia. Bien qu'utilisée avec succés dans
certains pays (Israél, Philippines, Taiwan), ¢lle reste interdite dans d'autres (France,
Angleterre} en particulier pour des raisons de méconnaissance du devenir des produits de
dégradation des stéroides artificiels, et de leur effet sur l'environnement. Plus récemment, des
techniques basées sur I’utilisation de stéroides naturels ont été mises au point (Baroiller et
Toguyéni, 1995; Baroiller et al., 1996).

5) La production de cohortes monosexes mailes par croisement d’individus
homozygotes. Elle est basée sur la production de géniteurs males et femelles homogamétiques
dans leur génotype sexuel. Chez Oreochromis aureus, des néo-femelles (miles génétiques de
phénotype femelle) ZZ sont obtenues par une féminisation fonctionnelle d’alevins & 1’aide d’un
traitement hormonal couvrant toute la période de différenciation sexuelle. Un testage des
descendances (analyse du sex-ratio des descendances individuelles) permet d’identifier les
femelles ZZ (descendances monosexes méles) des femelles classiques ZW (Shelton et al.,
1978; Mélard, 1995; Lahav, 1993). Chez Oreochromis niloticus, une telle approche est plus
complexe du fait de I’hétérogamétie méle XY. Des néofemelles XY sont d’abord obtenues par
féminisation et testage. Leurs descendances présentent un sex-ratio de type 3/1 (male/femelle)
et parmi les descendances madles figurent des méles classiques XY et des males YY (figure 2;
Baroiller, 1988; Scott ef al., 1989). Les miles YY croisés avec des femelles classiques de
génotype XX ou des femelles YY produisent théoriquement 100% d'individus males XY ou
YY. Cette technique jusqu’alors expérimentale, est en cours de testage en milieu aquacole
(Philippines); toutefois son application dans les piscicultures pourrait rencontrer les mémes
difficultés que I'hybridation, un lent retour vers un sex-ratio classique (Desprez ef al., 1995).
De plus, le déterminisme génétique du sexe est complexe chez le tilapia et ne peut étre
simplement expliqué par la théorie monofactorielle. En effet, des pourcentages variables de
femelles inattendues sont souvent observés dans les descendances de géniteurs YY (Scott ef
al, 1989). Ces déviations par rapport aux pourcentages théoriques sont particllement
expliquées par I'existence d’un déterminisme environnemental du sexe, mis récemment en
évidence chez Oreochromis niloticus et chez le tilapia rouge (Baroiller ef al., 1995a, b; 1996).

Une autre solution permettant de contréler la reproduction est la production
d’individus stériles. Cette technique, réalisée jusqu’ici par deux approches, I'une stéroidienne
par lutilisation de doses massives d’androgénes, et 1'autre génétique par la polyploidisation

(individus 3n), n’a pas encore donné de résultats satisfaisants. L’auto-immunisation contre les
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cellules germinales pourrait étre également envisagée. Il apparait également opportun d’étudier
plus spécifiquement le déterminisme de la différence de croissance entre les males et les

femelles, avec I’espoir de pouvoir intervenir sur les facteurs impliqués dans ce déterminisme.

3. Croissance différentielle li¢e au sexe

Les performances de croissance des males sont supérieures a celles des femelles dans
les différentes espéces de tilapia (Pruginin, 1967; Shell, 1967; Hickling, 1968; Lazard, 1980;
Bondari, 1982; Hanson et al., 1983, Legendre, 1986; Bolivar ef al., 1993; Palada-de-Vera et
Eknath, 1993). A titre d’exemple, chez Oreochromis niloticus et Oreochromis aureus, aprés
175 jours d'élevage, la longueur et le poids des males sont respectivement environ 1,25 et 1,67
fois supénieurs a ceux des femelles (figure 3; Mélard ef al., 1989).

Plusieurs hypotheses ont été émises pour expliquer cette croissance différentielle entre
miles et femelles. Une premiére hypothése suggere une origine génétique liee aux
chromosomes sexuels, une deuxiéme I’attribue au comportement reproducteur des femelles,
une autre a un cout énergétique de reproduction plus important chez les femelles et une
derniére a une différence de statut hormonal, conduisant notamment a un effet anabolisant des
androgénes chez les males. Ces différentes hypothéses attribuent donc le différentiel de

croissance A des régulations soit positive chez le male, soit négative chez la femelle.

3.1. Origine génétique de la croissance différentielle liée au sexe

Les meilleures performances de croissance des males par rapport aux femelles peuvent
présenter une base génétique. Hanson ef al. (1983) montrent en effet que la croissance des
femelles XX, inversées en maéles par la 17a-méthyltestostérone (figure 4, lot 2), est inférieure a
celle des animaux issus d'un croisement classique (male XY et femelle XX) traités dans les
mémes conditions (figure 4, lot 1). Le différentiel de croissance observé résulterait donc d’une
croissance supérieure des males sous I’effet d’un facteur li€ au chromosome sexuel Y et/ou aux
autosomes qui interviennent dans le déterminisme du sexe. Toutefois, le protocole
expérimental ne précise pas si les différentes cohortes sont issues d’une méme femelle, car les
différences observées pourraient étre liées a des effets maternels.

Cependant la croissance de ces néomales (males XX) est similaire a celle des mailes
classiques non traités (miles XY, figure 4, lot 3) et supérieure 4 celle des femelles classiques
non traitées (femelles XX, figure 4, lot 4). Les effets observés dans cette expérience résultent

peut étre alors des interactions de I’effet du génotype et de celui des androgénes.



130  —e-eceeeen.. avant sexage 124
élevage monoscxe
— meg - — Clevage mixte
— o 1004
=
w
=
o
(=9
0 30+
10 101
o8 10 1 1T O1 Ot G G4 a3 O% > Ia "W TIX T GIiTOL 93 08 O3 08 ham
— 1982 —* 1983 — 198y —+— 1983
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L’amplitude de la différence de croissance entre les males et les femelles varie selon
I’origine parentale, il existe donc certainement une composante génétique au sens large dans le
différentiel de croissance (Baroiller, 1995, Mair et al., 1995)

3.2. Role du comportement reproducteur et des interactions sociales dans
la croissance différentielle liée au sexe

Une part de la différence de croissance entre miles et femelles résulte du comportement
d'incubation buccale des oeufs par les femelles et de la garde parentale des alevins (Mélard ef
al., 1989). Pendant la période d'incubation buccale, les femelles arrétent presque totalement
toute activité alimentaire {Macintosh et Little, 1995). Des travaux ont montré l'existence d'une
forte corrélation entre la perte de poids et la durée de l'incubation buccale (Little, 1989). Une
femelle pouvant se reproduire successivement toutes les 4 a 6 semaines, avec une durée
d'incubation pouvant aller jusqu'a 23 jours, n'aurait pratiquement que 4 2 5 jours en moyenne
pour s’alimenter entre deux pontes. La phase de jeline est suivie d'une phase d'alimentation
intensive chez les femelles 4 la fin de l'incubation buccale, une femelle pouvant ingérer jusqu'a
40% de son poids corporel dans les 48 heures suivant la fin de lincubation (Macintosh et
Little, 1995). Toutefois, la différence de croissance entre les males et les femelles existe avant
la reproduction et, méme en l'absence de ponte et d’incubation buccale, la croissance des
femelles est inférieure a celle des males (Hanson ef al, 1983; Legendre, 1986). Chez
Sarotherodon melanotheron, la croissance des femelles, placées dans des conditions favorables
a la reproduction, est comparable a celle des femelles en groupe monosexe; la croissance des
maéles qui incubent les oeufs chez cette espeéce est inférienre a celle des femelles et la croissance
des males isolés est supérieure & celle des femelles (Legendre, 1986; figure 5). Chez Tilapia
guineensis, pondeur sur substrat (absence d'incubation buccale des oeufs) la différence de
croissance entre males et femelles est significative, et pratiquement identique en élevage mixte
ou en élevage monosexe (figure 6). Le comportement dincubation buccale, qui intervient
tardivement ne peut done, & lui seul, expliquer la différence de croissance entre males et
femelles.

Il existe chez les tilapias de fortes interactions sociales qui pourraient affecter
neégativement la croissance. Dans le milieu naturel, les miles adultes sont trés agressifs et
vivent pratiquement seuls sauf pendant les périodes de reproduction. Lorsque deux individus
sont mis ensemble expérimentalement, le rang social s’établit clairement en 10 & 45 minutes

(Fernandes et Volpato, 1993). Le dominé se tient prés de la surface occupant un espace trés
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réduit. Chez les espéces dites agressives, le taux de croissance est directement lié au rang
social de lindividu dans le groupe et la croissance des animaux dominés peut méme étre
bloquée. Les animaux dominants limitent typiquement la croissance des dominés. Dans la
plupart des cas, l'accés 4 l'aliment est directement contrdlé par l'animal dominant. Une
diminution de ['appétit des animaux dominés a également été observée (Allee ef al.,, 1948;
Yamagishi ef al, 1974; Koebele, 1985). L'hétérogénéité de croissance, observée chez les
espéces ol existent ces interactions sociales, serait liée d’une part a une compétition
alimentaire accrue et d’autre part & un stress social, qui entrainerait une modification du
métabolisme des dominés. Ainsi, chez le medaka (Oryzias latipes) et le guppy (Lebistes
reticulatus) une corrélation positive a ét€ observée entre la dominance sociale, la prise
alimentaire et le taux de croissance (Magnuson, 1962; Nagoshi, 1967). Brown (1946) suggére
que le stress subi par les dominés induit une augmentation des dépenses énergétiques et, en
conséquence, diminue l'énergie disponible pour la croissance. Une augmentation de la
respiration des dominés, comparée a celles des dominants, a été observée chez Oreochromis
niloticus (Volpato et al., 1989). Les interactions sociales ne peuvent cependant expliquer
entiérement la croissance différentielle liée au sexe puisque méme en élevage séparé, la

croissance des méles est meilleure que celle des femelles (figure 6).

3.3. Roles des dépenses énergétiques

Lors de la reproduction, il existe une orientation préférentielle de I'utilisation de
I’énergie métabolique des nutriments ou des réserves vers la gamétogenése. La croissance
différentielle pourrait donc résulter d’une orientation plus importante de 1’énergie métabolique
chez la femelie vers la fonction de reproduction, en particulier pour la production des ovules
(Philippart et Mélard, 1987). Dans cette hypotheése, la différence de croissance résulterait d’une
moins bonne croissance somatique des femelles. Aucune étude physiologique validant cette
hypothése n'a encore éié réalisée chez Oreochromis niloticus. Chez d'autres espéces de
téléostéens, des travaux ont montré une forte stimulation de la synthése des protéines dans le
foie chez le saumon atlantique (Salmo salar) et la truite arc-en-ciel dans la phase de
vitellogenése (Maitre et al., 1985, Olin et von der Decken, 1987; Olin ef al., 1989; Fauconneau
et al,, 1990). L'activation du géne de la vitellogenine chez la femelle par l'oestradiol-17p est
associée 3 une augmentation de la synthése des protéines dans le foie (Olin et von der Decken,
1987, Waters et von der Decken, 1989). Les acides aminés nécessaires & cette synthése intense

de protéines hépatiques proviendraient, soit d’un prélévement plus important des acides aminés



Rappels bibliographiques 9

alimentaires au détriment de leur utilisation pour la croissance, soit de la dégradation des
protéines des viscéres et surtout des tissus musculaires (Ng et Idler, 1983; Olin et von der
Decken, 1987; Bradley et Grizzle, 1989). Lors de la vitellogenése, la teneur en protéines du
muscle diminue dans les espéces s’alimentant peu ou pas. Sous l'influence de l'oestradiol-17f,
une diminution de 9% des protéines totales du muscle et de 17% des protéines myofibrillaires a
été observée chez le saumon atlantique (Nazar ef al,, 1991).

La baisse des performances de croissance chez les femelles devrait donc apparaitre au
moment de la maturation sexuelle ou de la reproduction, or la différence de croissance liée au

sexe semble pouvoir étre observée bien avant la maturation sexuelle.

3.4, Facteurs endocriniens susceptibles d’étre impliqués dans la croissance
différentielle liée au sexe

La principale hypothése, concernant I’endocrinologie de la croissance différentielle
entre miles et femelles chez le tilapia, implique l'effet anabolisant des androgénes, leurs effets
pouvant étre soit directs, soit indirects via d’autres hormones. En effet, chez les téléostéens,
plusieurs hormones sont impliquées dans le controle de 1a croissance somatique: I'hormone de
croissance (GH), la somatolactine, linsuline, les hormones thyroidiennes, et les stéroides
sexuels. Dans le contexte de la croissance différentielle liée au sexe, trois principaux groupes
peuvent étre impliqués pour les effets stimulateurs sur la croissance (Donaldson ef al., 1979;
Jalabert ef al., 1982; Weatherley et Gill, 1987; Le Bail, 1988): les stéroides sexuels, la GH et

les hormones thyroidiennes.

a} les stéroides sexuels

Chez les mammiféres, les hormones stéroidiennes sont divisées en 4 grands groupes sur
la base de leur fonctions physiologiques: les androgénes, les oestrogénes, les progestagénes et
les corticostéroides. Des représentants de l'ensemble des 4 groupes ont été identifiés chez les
poissons (Fostier ef al.,, 1983) et plus particuliérement pendant la période de différenciation
sexuelle chez le tilapia (Baroiller, 1988; Baroiller et al., 1988, figure 7). Les stéroides sexuels
sont principalement impliqués dans la régulation de la différenciation du sexe, de la
gamétogenese, de la reproduction, y compris dans ses aspects comportementaux.

De nombreux travaux ont montré une action directe des hormones stéroidiennes dans la
croissance et plus particuli¢rement la croissance musculaire. Parmi les hormones stéroidiennes,

les androgénes et les oestrogénes sont les plus couramment utilisés pour leurs effets



Tableau IV : Exemples d’effets anabolisants des stéroides sexuels administrés par balnéation ou via I alimentation chez les téléostéens 8
differents stades de développement

Espéces Traitements Hormones Doses Durée Effets Références

Stade Nature (ng/e) (jours)
Oreochromis oeuf (3 balnéation Androst. 5 mg/l 90 +61% poids Katzetal,, 1976
niloticus jours PF) + 21% longueur
QOreochromis alevins aliment 170-MT 15 21 +37% poids Guerrero, 1975
aureus 30 +43% poids

DHT 15 +57% poids

Oreochromis alevins aliment 170-MT 30 21 +180% poids Guerrero, 1976
mossambicus
Oncorhynchus alevins aliment 170-MT 2,5 08 +26% poids Yueral K 1979
kisutch E2-17p 2,5 o8 +15% poids
Oncorlynchus alevins aliment DES 1,2 30 -18% poids Matty et Cheema, 1978
myKkiss

alevins aliment DES 50 inhibition
Perca fingerlings aliment E2-17P 20 76 +60% poids  |Malison ef al., 1985
flavescens + 18% longueur

DES = diéthylsthilbestrol

170-MT = 170-méthyltestostérone
E2-178 = oestradiol-17@

Androst. = androsténedione

DHT = 1-dihydrotestostérone acétate
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anabolisants. Les stéroides peuvent également avoir une action indirecte sur la croissance,
d'une part au niveau hypophysaire et hypothalamique sur la synthése de facteurs endocriniens
impliqués dans la croissance, et d'autre part au niveau des tissus périphériques.

* Les androgénes possédent des propriétés anabolisantes sur les tissus sexuels
spécifiques et sous certaines conditions sur l'organisme entier. Une forte stimulation de la
croissance est observée chez le tilapia et plus généralement chez plusieurs autres espéces de
téléostéens par administration d'androgénes exogénes, soit par l'alimentation (tableau IV), soit
par balnéation (Guerrero, 1975; Katz et al., 1976; Owusu-Frimpong et Nijjhar, 1981; Hanson
et al., 1983; Ufodike et Madu, 1986; Melard ef ai., 1989).

* Les oestrogénes (oestrone, oestriol et oestradiol) proviennent de I'androsténedione et
de la testostérone par aromatisation du noyau A. Les effets des oestrogénes et de leurs dérivés
sur la croissance ont été testés chez les poissons mais les résultats sont contradictoires
(Tableau 1V). Dans certaines conditions, une stimulation de la croissance est obtenue chez les
juvéniles de plie, d’anguille, de saumon et chez les adultes de perche (Yu ez al., 1979; Malison
et al., 1985). Cependant, chez la plupart des téléostéens, comme c’est le cas chez la truite arc-
en-ciel, ce sont des effets inhibiteurs qui ont été observés avec les oestrogénes.

Les mécanismes par lesquels les stéroides sexuels influenceraient la croissance chez les
poissons demeurent encore mal connus. Ils pourraient agir directement sur I'expression d’un
certain nombre de genes (éléments de réponse aux stéroides dans les promoteurs) et
notamment des génes musculaires, ce qui entrafnerait une stimulation de la croissance. Ils
pourraient agir également de fagon indirecte sur ’activité de la thyroide, de I'interrénale et du
pancréas comme le suggérent certains travaux {Sage et Bromage, 1970; Higgs ef al,, 1977). s
pourraient également activer la libération d’autres hormones ou agir en synergie avec ces
hormones. Dans ces conditions, quel role les hormones stéroidiennes peuvent-elles jouer dans

I’apparition et/ou le maintien de la différence de croissance liée au sexe chez le tilapia.

b) l'hormone hypophysaire de croissance (growth hormone ou GH)

C'est une hormone protéique sécrétée par les cellules somatotropes du lobe antérieur
(pars distalis) de I'hypophyse. Le contrdle de 1a sécrétion de GH chez les téléostéens demeure
encore mal connu. Chez les mammiféres et les oiseaux, la sécrétion de la GH semble étre sous
le contrdle de 2 facteurs hypothalamiques: le “growth hormone releasing factor" ou GRF et le
"growth hormone inhibiting factor" SRIF (McCann ef al, 1974; Hall et Chadwick, 1976).
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L'état actuel des connaissances chez certaines espéces de poissons suggére un contrdle possible
par 'hypothalamus (positif par le GRF et surtout négatif par le SRIF).

La GH est impliquée dans la régulation de la croissance et du métabolisme (Donaldson
et al, 1979; Matty et Lone, 1985). L'ablation de l'hypophyse entraine un arrét ou une
diminution importante de la croissance chez plusieurs espéces de téléostéens (Pickford, 1953a
et b; Donaldson et McBride, 1967). En conditions naturelles, chez la perche, Perca fluviatilis,
pendant ['hiver ou la croissance est nulle, les concentrations hypophysaires en GH sont trés
faibles. Durant le printemps, ces niveaux augmentent pour atteindre leur maximum en juin, puis
diminuent en aoiit. Ce cycle de synthése de ['hormone de croissance coincide trés précisément
avec le cycle de croissance observée chez cette espéce, mais le taux circulant de la GH n’est
pas directement lié 4 la vitesse de croissance des poissons, et cela semble étre le cas également
chez le tilapia (Aupérin, 1994). Les taux circulants de GH augmentent, par contre, de fagon
considérable sous I’effet du jeline ou de la sous-alimentation, ce qui suggére un role de cette
hormone dans le contrdle de l'utilisation des réserves. Chez le tilapia, la GH augmente en
situation de stress (Aupérin, 1994), ce qui va dans le méme sens . Les effets de ["hormone de
croissance et son mode d’action ont surtout été étudiés par des expériences de
supplémentations (Donaldson et a/,, 1979), depuis que les travaux de Pickford et Thompson
(1948) ont montré que la bovine-GH était active chez un téléostéen (Fundulus heteroclitus).
Chez le tilapia, Oreochromis mossambicus, I'administration de GH purifiée de tilapia a des
alevins (Clarke ef al., 1977) entraine une stimulation de la croissance. Cet effet porte
davantage sur la croissance pondérale que sur la croissance en longueur qui implique ’action
conjointe des hormones thyroidiennes. L'efficacité des traitements a la GH dépend par ailleurs
de facteurs externes telle que la température d'élevage (Pickford, 1957, Adelman, 1977, Le
Bail ef al., 1991b). La GH agit sur la croissance par une augmentation de la prise alimentaire
(Higgs er al, 1977, Markert ef al, 1977) mais aussi par une amélioration du taux de
conversion alimentaire, grice notamment A une utilisation plus importante des lipides
alimentaires ou des lipides de réserve (Markert ef al., 1977; Clarke, 1976), et un accroissement
de la synthése protéique (Markert ef al., 1977, Higgs et al., 1975). Les effets métaboliques de
la GH seraient soit directs, soit indirects via une stimulation de la synthese et de la sécrétion de
l'insuline (Markert et al., 1977).

L'action de la GH sur la croissance est en fait indirecte, elle agit par l'intermédiaire de
récepteurs membranaires de type cytokine, en induisant au niveau du foie la synthése d'insulin-

like growth factors (IGF), qui agissent directement au niveau cellulaire (Daughaday et al,
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1975). L'existence d'une corrélation significative entre le nombre de sites de liaison hépatiques
et les effets de la GH a été mise en évidence chez les mammifeéres (Postel-Vinay, 1989). Chez
les poissons, des travaux récents ont montré l'existence de récepteurs spécifiques a la GH dans
une variété de tissus, notamment dans le foie (Fryer, 1979; Yac et al., 1991; Ng ez al,, 1991).
Les premiers travaux sur les IGFs chez les poissons semblent montrer que les taux d’IGFs
circulants sont corrélés avec la vitesse de croissance. Un rétrocontrle négatif des IGFs au
niveau du complexe hypothalamo-hypophysaire semble également fonctionnel chez le poisson.
Plusieurs types d’interactions entre les fonctions de croissance et de reproduction ont
été identifiés chez les poissons (Le Gac er al, 1993). La gonadolibérine (GnRH), en
particulier, peut stimuler la sécrétion hypophysaire de GH (Marchant ef al., 1989). La GH

potentialiserait I’induction de la synthése de la vitellogénine par I’ocestradicl-17f (Peyron et al.,

1996),

¢) les hormones thyroidiennes

Les follicules de la glande thyroide de la plupart des téléostéens, contrairement aux
mammiféres, ne sont pas encapsulés mais disséminés autour de l'aorte ventrale et les arcs
branchiaux. Chez d'autres espéces, les follicules ont migré vers des sites extra-pharyngiens
comme par exemple dans la zone rénale (Barr, 1965; Barrington, 1975). La régulation de la
fonction thyroidienne est sous le contréle d'une hormone hypophysaire, la thyréotropine
(thyroid stimulating hormone ou TSH). Comme chez les mammiféres, la glande thyroidienne
des poissons sécrete essentiellement la tetra-L-iodothyronine (T4) et trés peu de triiodo-L-
thyronine (T3). Cette sécrétion de la T4 est sous le contrdle de la TSH, avec un rétrocontréle
négatif sur les cellules 4 TSH dans I'hypophyse. De plus, I'hypothalamus semble exercer un
controle négatif (inhibiteur) sur la sécrétion de TSH (Peter, 1973). La T3, quant 2 elle,
proviendrait principalement de la monodésiodination périphérique de la T4. Deux catégories
d'enzymes sont définies en fonction du noyau interne (Inner Ring Deiodinase ou IRD) ou
externe (Quter Ring Deiodinase ou ORD) sur lequel elles agissent. Ces deux catégories sont
scindées en 3 types en fonction des substrats qu'elles utilisent préférentiellement (figure 8).
Chez la truite, environ 70% de la T4 plasmatique est rapidement transformée en T3 (Higgs et
Eales, 1977, Eales, 1977a; b). La T4 apparait comme une pro-hormone et la T3 serait la forme

biologiquement active des hormones thyroidiennes.
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Les hormones thyroidiennes semblent intervenir trés précocement au cours du
développement. Des taux significatifs de T4 et de T3 sont présents dans la vésicule vitelline de
nombreuses espéces (Leatherland, 1994). Des supplémentations précoces en hormones
thyroidiennes par une immersion des embryons dans une solution de T4 induit une
augmentation de la vitesse de résorption de la vésicule vitelline et du taux de survie chez la
carpe et le tilapia (Lam, 1980; Nacario, 1983; Lam et Sharma, 1985). Chez les adultes, la
supplémentation en hormones thyroidiennes entraine une stimulation de la croissance globale
(Donaldson ef al., 1979, Higgs ef al., 1982). Cependant, des injections de fortes doses de T4
peuvent se traduire par des malformations et une diminution du coefficient de condition. Les
hormones thyroidiennes seraient impliquées dans le contrdle de la croissance osseuse. La
radiothyroidectomie chez des juvéniles de truite arc-en-ciel (TAC) inhibe la croissance des
écailles et un amincissement du derme d’une part et une modification de la téte avec un
développement du cartilage au détriment des tissus calcifiés d’autre part (La Roche ef al,
1966). De méme, un retard dans la croissance de la téte et une réduction de 1’os de I"opercule
sont observées chez les alevins de TAC aprés une radiothyroidectomie (Norris, 1969). Les
hormones thyroidiennes interviennent également sur la croissance et la différenciation
musculaire. Certains travaux ont montré que les hormones thyroidiennes sont les principaux
facteurs contrdlant la transition des isoformes des protéines musculaires telle que la myosine
chez les mammiféres et les oiseaux (Gambke ef a/., 1983; Buttler-Browne ef al., 1984, Whalen
et al., 1985; Gardahaut et al, 1992).

Les hormones thyroidiennes peuvent agir sur la croissance a travers la stimulation de
l'appétit (Gross ef al., 1963; Higgs ef al., 1977) et/ou de la conversion alimentaire (Bjorklund,
1965). Mais la voie métabolique par laquelle les hormones thyroidiennes influenceraient
directement ou indirectement la conversion alimentaire est mal connue. Les hormones
thyroidiennes semblent jouer un rdle important dans le métabolisme intermédiaire des animaux.
Chez les mammiferes, la T3 a une action particuliérement significative sur la régulation du
métabolisme et la thermogenése (Lissitsky, 1990). Chez les poissons, les hormones
thyroidiennes exerceraient des effets lipolytiques (Sheridan, 1986 ; Scott-Thomas ef al., 1992).
Elles semblent également intervenir dans la régulation des métabolismes protéique et
glucidique (Donaldson ef al,, 1979; Higgs er al., 1982). Compte tenu de leurs nombreuses
actions sur la croissance, le role des hormones thyroidiennes dans la mise en place de la

croissance différentielle liée an sexe doit étre envisagé.
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OBJECTIFS DE CE TRAVAIL

Ce travail a pour objectifs de caractériser le différentiel de croissance entre maéles et
femelles chez Oreochromis niloticus et de rechercher des mécanismes physiologiques qui
expliqueraient cette différence. Il s'organise autour des axes de recherche suivants:

* une premiére approche descriptive vise a préciser la période d'apparition du différentiel de
croissance et a le caractériser par des mesures morphométriques et des analyses biochimiques
et histologiques. Un suivi endocrinien sur cette période permet d’analyser I'évolution des
hormones (hormone de croissance, hormones thyroidiennes et stéroidiennes) susceptibles
d’étre impliquées dans I’apparition de ce phénomene.

* I"étude des principales composantes du comportement alimentaire des males et des femelles
(prise alimentaire, comportement) en situation de restriction alimentaire ou non, vise a évaluer
la contribution des différences de consommation volontaire dans la croissance différentieile.

* La comparaison de différentes structures sociales (pourcentages variables de chaque sexe
dans un groupe) doit permettre d’évaluer la contribution des interactions sociales intra et
intersexe dans la différence de croissance entre les méles et les femelles.

* La comparaison des performances de croissance d’individus de sexe phénotypique et
genotypique différents aide a estimer I'importance des facteurs génétiques.

* L'analyse des mécanismes d'action des hormones susceptibles d'étre impliquées dans le
processus de la croissance différentielle est abordée a travers des expériences de
supplémentations (hormones stéroidiennes) ou déplétion spécifique (oestrogénes), par I’étude
du métabolisme de certaines hormones (hormones thyroidiennes), ainsi que par la recherche de

récepteurs (hormone de croissance).




CHAPITRE 1l
MATERIELS ET METHODES
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1. Animaux

Les tilapias, Oreochromis niloticus (L. 1758), utilisés pour la majorité des
expérimentations, proviennent de la station piscicole de I'IDESSA (Institut des Savanes,
Bouaké, Céte d'Ivoire) dont la souche a été génétiquement identifiée, appelée “Souche
Bouaké" (Rognon, 1993). Des géniteurs de cette souche ont été introduits en France, d'une
part & Rennes ou ils ont été maintenus dans les instailations expérimentales du Laboratoire de
Physiologie des Poissons de 'INRA, et dautre part a Montpellier dans les structures du
CIRAD-EMVT/GAMET (Groupe d'Aquaculture Méditerranéenne et Tropicale). La deuxiéme
souche utilisée est la "Souche Egypte Manzala" introduite aux Philippines et maintenue dans
les structures expérimentales du FAC/CLSU (Freshwater Aquacuiture Center / Central Luzon
State University).

Les reproductions sont réalisées en aquarium en maintenant un sex-ratio d'un méle pour
trois femelles. Les alevins sont prélevés de la bouche des femelles 4 11 jours post-fécondation
(PF). Dans certaines expériences, les oeufs ont été incubés artificiellement dans des bouteilles
Mc Donald (Rana, 1986).

2. Conditions d'élevage

Différentes structures d'élevage sont utilisées :
a) Des aquariums de 400 litres pour la reproduction et l'alevinage (pour les expériences
réalisées 3 Bouaké et 4 Rennes). Une couche de sable de quelques centimétres de hauteur est
déposée sur le fond de ces aquariums pour la nidification. Ces aquariums fonctionnent en
circuit fermé avec un systéme de filtration mécanique. Ces structures sont thermorégulées
(27°C) et placées sous une photopériode de 12L:12N.
b) Des bacs en plastique d'environ 100 litres alimentés en eau recyclée avec un environnement
thermique et photopériodique identique 2 celui des aquariums (expériences réalisées a Rennes
et & St Pée-sur-Nivelle). Ces structures sont utilisées pour la croissance des poissons aprés
I’elevinage.
c) Des bacs en béton de 2 x 2 x 0,5 m installés a J'air libre et soumis aux conditions naturelles
de température et de photopériode. Ces bacs sont alimentés en eau non recyclée provenant
d'une retenue d'eau située en amont de la station de Bouaké (Cote d'Ivoire). La température est
relevée 2 fois par jour, le matin a 8h30 et 'aprés-midt & 15h30. Elle varie en moyenne entre 25

et 31°C. Les bacs sont recouverts par des filets afin d'éviter la prédation par les oiseaux.
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d) Des hapas (cages réalisées avec des filets) de 1 x 1 x 0,50 m installés dans un étang en terre
et soumis également aux conditions naturelles de température et de photopériode (expériences
réalisées aux Philippines). L’étang est alimenté par pompage dans une nappe souterraine. La
température est également relevée 2 fois par jour, et varie en moyenne entre 26°C le matin et
29,5°C Iaprés-midi.

Aux cours des différentes expérimentations, les animaux ont été nourris a différents
taux en fonction de leur poids corporel (tableau V) avec de l'aliment "Trouvit" ou "Aqualim”,
soit par des distributeurs automatiques 4 tapis, soit par des distributeurs en libre service (figure

9).
3. Technigues de marquage

Différentes techniques de marquage ont été mises au point en tenant compte du stade

de développement des animaux:

3.1. Le strontium

C'est une technique de marquage biologique s'effectuant par substitution d'un élément
biologique abondant par un autre plus rare. Le strontium (Sr), inoffensif dans sa forme
naturelle et présent naturellement en trés faible quantité dans l'organisme, est facilement
incorporé dans les organes calcifiés (vert¢bre, écaille, otolithe). Cette technique de marquage a
été utilisée avec succés sur d'autres especes (Ophel et Judd, 1967, Yamada et al, 1979,
Yamada et Mulligan, 1982; Guillou et De la Noiie, 1987).

Le marquage des animaux est réalisé dés la premiére alimentation sur des alevins de 11
jours post-fécondation par incorporation du chlorure de strontium (SrCl;-6H,0) dans ['aliment.
1ls sont alimentés pendant 21 jours avec cet aliment. L'identification des animaux marqués est
réalisée par analyse des écailles selon la méthode décrite par Moreau et Barbeau (1979, voir

paragraphe 14) par spectrophotométrie d'absorption atomique (Varian Techtron, lampe Sr).

3.2. La fluorescéine

Les marqueurs vitaux sont des substances qui se fixent sélectivement sur les surfaces
squelettiques en voie de minéralisation (vertébre, dent, otolithe, écailie} de fagon pérenne. Ils

présentent en outre la propriété d'absorber les rayons UV pour émettre une fluorescence dans
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le spectre visible. C'est cette propriété qui est utilisée pour le repérage du marqueur a Y'échelle
microscopique (Meunier, 1972; 1974).

Comme pour le Sr, le marquage a ¢té réalis€¢ sur des alevins de 11 jours post-
fécondation. La fluorescéine (sodium de fluorescéine, CyHoOsNay) a été incorporée dans
l'aliment. L'identification des animaux marqués est réalisée par un prélévement d'écailles,
d'opercule et/ou d'otolithe, qui sont analysés soit:

* par observation directe sous lampe UV (longueurs d'ondes 240 - 280 nm)

* au microscope a fluorescence avec un filire fluorescéine ( excitation 460-500 nm, émission
510-560 nm).

* par histo-immunologie (paragraphe 9) avec un anticorps polyclonal contre la fluorescéine.
L'anticorps primaire est révélé par un second anticorps couplé a la péroxydase qui est, elle,

révélée par la technique du DAB (3,3"-Diamino-benzidin-tetrahydrochloride).

3.3. Les polymeéres

Clest un systéme de marquage utilisant des polyméres biocompatibles. Ces polymeres
mélangés a des pigments fluorescents, sont injectés dans des zones translucides des poissons.
Le marquage par les polyméres présente l'avantage d'étre visible a 'oeil nu pour des quantités
suffisantes injectées.

Le marquage a été réalisé sur des alevins d'environ 5g (jusqu’'a 0,9 g) de poids
corporel. Le liquide contenant le polymére est injecté dans la partie translucide de l'opercule.
L'injection de la solution est réalisée sous pression pendant 2 secondes a l'aide d'une seringue.

Les polyméres se solidifient au bout de quelques heures.

3.4. Les transpondeurs électroniques

C'est un systéme de marquage individuel couramment utilisé pour le marquage des
animaux domestiques. Ce systéme comprend un lecteur et des transpondeurs €lectroniques
implantables. Ces transpondeurs sont des cylindres de verre de 11 x 2 mm, aux extrémités
arrondies, bien tolérés par les tissus organiques. Ils sont introduits sur des animaux anesthésiés
dans la musculature dorsale, au dessus de l'opercule et 4 proximité de la nageoire dorsale, a
I'aide d'une seringue spéciale munie d'un poussoir et d'une aiguille creuse & biseau long. Chaque
transpondeur posséde un code différent de 12 caractéres numériques ou alphanumériques.

L'identification des poissons est réalisée par un balayage du lecteur (Handy, modéle
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HS5600L1) au dessus de la zone de marquage. Ce marquage est realisé sur des juvéniles

d'environ 10g.

4. Techniques chirurgicales

4.1, Gonadectomie

Aprés avoir anesthésié les animaux, une ouverture longitudinale de la cavité
péritonéale, allant de la base des nageoires pelviennes a l'anus, est réalisée. Le mésentére est
coupé et les gonades sont retirées délicatement en prenant soin de ne pas déchirer ou couper
les viscéres. La cavité est ensuite refermée simplement, sans suture, et les animaux (isolés par
sexe) sont remis en aquarium, Pour éviter des risques de cannibalisme chez les témoins operes
(individus simplement ouverts sans prélévement des gonades = sham), et particulierement chez
les males (& cause de leur comportement d'agressivité), les animaux sont maintenus soit
individuellement dans des aquariums, soit a trés faible densité jusqu’a la cicatrisation. L'incision

est généralement cicatrisée au bout de 7 a 12 jours.

4.2, Pose d’implants

4.2.1. Beurre de cacao

Les hormones stéroides utilisées sont l'adrénostérone {Sigma) et l'oestradioi-17p (IBF).
L'hormone est solubilisée dans l'éthanol absolu (Merck). Les implants sont préparés par
adjonction d'une quantité connue de la solution éthanolique d'hormone dans du beurre de cacao
{Coopérative pharmaceutique frangaise) préalablement chauffé (40°C). Cette suspension est
injectée a chaud (25°C) en intrapéritonéale a raison de 200ul par poisson a l'aide d'une seringue
de 1 ml et d’une aiguille de 1,5 mm de diamétre. Le beurre de cacao contenant I’hormone se

solidifie trés rapidement a ['intérieur du poisson et se comporte donc comme un implant solide.

4.2.2. Silastic

Les composés utilisés sont le 1,4,6-androstatriene-3,17-dione (ATD, Steraloids Inc.) et
le tamoxiféne (trans-1-(p-B-dimethylaminoethoxyphenyl-1-2-diphenylbut-1-ene, Sigma). Le
Silastic, sous forme liquide, est mélangé a un durcisseur selon un ratio de 9/1. L'hormone est

ensuite directement additionnée a la solution. Aprés avoir été bien homogénéisée, l1a suspension



Matéricls et méthodes 19

est coulée dans des moules de 16,5 x 2 x 2 mm. Les moules contenant les implants sont ensuite
incubés a 37°C pendant une nuit pour permettre la polymérisation. La mise en place des
implants est réalisée sur des animaux anesthésiés. Les implants sont insérés dans la cavité
abdominale par une petite incision réalisée a l'aide d'un scalpel. Les animaux sont remis aprés

implantation dans les aquariums, sans points de suture.

5. Prélevements

5.1. Conditions de prélévements

Les prélévements et l'abattage des animaux sont effectués le matin aprés un jetine ou
non de 24 heures selon les expériences. Les poissons sont pesés individuellement ou par
groupe (poids vif). Les protocoles de prélévements sont définis de maniére 4 limiter au
maximum les effets de stress lors des péches. Au cours des premicres expérimentations, les
animaux sont anesthésiés par une solution d'éthyléneglycol monophényléther a raison de 5 ml
pour 10 litres d'eau. Suite aux travaux d’Aupérin (1994) montrant un stress lors des bains
d'anesthésique, les prélevements de sang ont été réalisés trés rapidement aprés capture sur des

animaux non anesthésiés dans les expérimentations suivantes.

5.2. Les tissus prélevés

* les prélévements sanguins sont effectués dans la vasculanisation caudale a l'aide d'une
seringue de 1 ml préalablement rincée par I'héparine (solution exempte de Na et de K, Labo
Express Service).

Les poissons sont ensuite tués par section de la colonne vertébrale.
* Le cerveau et I'hypophyse sont prélevés par ouverture de la boite crinienne 4 l'aide d'un
scalpel. Sur les individus de petite taille, le prélévement est effectué sous loupe binoculaire.
* Le foie, situé trés en avant de la cavité péritonéale a proximité du coeur, est prélevé apres
ouverture du poisson et séparé tres délicatement de la vésicule biliaire.
* Les gonades sont localisées dorsalement dans la cavité péritonéale et sont reliées a celle-ci
par deux fins mésentéres. Elles sont prélevées a l'aide de pinces fines aprés section des
mésenteres,
¥ Le rein, situé dans la cavité abdominale sous la vessie natatoire, est prélevé a l'aide de pinces

fines.
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* Un échantillon de muscle blanc épaxial est prélevé sur les deux cétés, au dessus de la ligne
latérale, aprés avoir arraché la peau et éliminé le muscle rouge superficiel & I'aide d'un scalpel.

* Les branchies, situées sous les opercules, sont prélevées immédiatement aprés la prise de
sang en sectionnant les extrémités des arcs branchiaux.

* Les €cailles sont prélevées a l'avant du corps, juste derriere I'opercule et autour de la ligne
latérale.

* les otolithes, situés dans la bofte cranienne, sont prélevés aprés la dissection du cerveau et de

I'hypophyse.

5.3. Traitements et stockage des échantillons

Le sang est centrifugé & 3000 g pendant 15 minutes, a 4°C, et les plasmas sont
récupérés, distribués en aliquotes dans des tubes coniques (Eppendorf) et stockés a -20°C
jusqu'aux dosages des hormones.

Les tissus prélevés sont immédiatement congelés dans I'azote liquide puis conservés a
~20°C. Les tissus utilisés pour le dosage des activités enzymatiques (foie, cerveau, branchies,

reins), sont conserves a -80°C.

6. Techniques in vitro : évaluation de la synthése des protéines dans les écailles

6.1. Protocole d’incorporation de la glycine marquée au C

L’incorporation de glycine marquée dans les écailles permet d’évaluer la capacité de
synthese des protéines.

Les écailles (2x3 écailles par poisson) sont prélevées dans la partie antérieure, au dessus
de la ligne latérale sur des poissons nourris ad libitum ou restreints. Deux protocoles sont
testés:

a) Incorporation totale de glycine

Les ¢cailles sont incubées dans une solution saline contenant 0,5 puCi/mi de glycine
marquée sans glycine froide. Aprés une incubation pendant 30 min, 1, 2, 3 et & heures, elles
sont rincées dans une solution saline (NaCi 9 g/l) et une partic est congelée a -20°C. Les
écailles (congélées et non congélées) sont séchées dans une étuve (55°C), puis pesées et

solubilisées dans une solution de NaOH 1N.
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b) Incorporation spécifique aux écailles
Les écailles sont mises a incuber dés le prélévement pendant 30 munutes, 1, 2, 3 et 6

heures, a 30°C dans 0,2 ml d'une solution de sérum physiologique (NaCl 14 mM, KCi 2,68
mM, CaCl; 1,51 mM, NaHCO; 15 mM, Hepes 25 mM, pH 7,5 ajusté avec du HCI) contenant
1 pCi/ml de L-[U-"C}-glycine, 0,05 M glycine froide et 0,5 mg/mi de glucose. Aprés
incubation, 0,2 ml de TCA 10% (Acide trichloroacétique) est ajouté dans la solution contenant
les écailles (TCA 5% en final). Au bout de 10 minutes, les écailles sont reprises et lavées 2 fois
avec du PCA 5% (acide perchiorique), 2 fois avec de I'éthanol 95% et une fois avec de I'éther.
Elles sont ensuite séchées et solubilisées dans 0,6 mt de NaOH 1N a 50°C pendant 1 heure.

6.2, Analyse des écailles

Le dosage des protéines est effectué sur 2 fots 50 pl de la solution d’écailles
solubilisées dans la soude, selon la méthodes décrite par Lowry et al (1951, décrite au
paragraphe 8.4). La radioactivité incorporée dans les écaitles est mesurée dans deux aliquotes
(2x200 ul), auxquels sont ajoutés 4 ml de scintillateur (Instafluor, Packard) pour un comptage

en scintillation liquide (compteur Béta Packard).

7. Composition chimique corporelle

L'analyse de la composition chimique est réalisée sur des broyats Iyophilisés d'animaux

entiers.

7.1. Dosage des protéines par dosage de I'azote total (Nx6)

Le principe de cette méthode dite de Kjeldahl est 'oxydation, a chaud, de l'azote
organique par de I'acide sulfurique (H,SOs) concentré en présence de catalyseur. Le carbone et
'hydrogéne se retrouvent sous forme de CO; et de HO. L'azote des échantillons est fixé par
facide sous forme de (NH,);SO,. L'ammoniac (NH;) est libéré par une solution de NaOH, puis
entrainé par un courant de vapeur d'eau afin d'étre recueilli dans une solution tampon d'acide
borique. I est ensuite titré par une solution de H,SO, de normalité précisément connue:

2 NH; + H,S0: — (NH(),S0,

La minéralisation est réalisée sur 200 3 300 mg d'échantillon auxquels on ajoute 5 ml de

H;S04 (1 N). Dés le début de la minéralisation (environ 10 minutes, le mélange devient noir),

deux %2 pastilles de Kjeltass S 3,5 (3,3 g KoSO4 + 3,5 mg Se) sont ajoutées et le mélange est
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chauffé a 220°C (température basse) pendant 1 heure, puis & 420°C (température haute)
pendant 3 heures et 30 minutes. Les tubes sont ensuite refroidis a la température ambiante et 5
mi d'eau distillée sont ajoutés dans chaque tube. Les échantillons sont alors passés dans
l'appareil Kjeltec Auto 1030. L'addition de H,SO, est réalisée automatiquement et le volume
ajouté est directement affiché (1 ml de H,SO, 0,5 N versé correspond a2 7 mg d'azote). La
quantité de protéine est estimée par la teneur en azote:

% N = Volume de H,SO, x 7 x 10 000, cette valeur est donnée directement par
l'appareil.

Quantité de protéines (N x 6,25) = Valeur lue / poids de I’échantillon (mg)

7.2. Dosage des lipides par I'appareil de Soxtherm

Les lipides sont extraits par I'éther de pétrole chauffé 4 155°C dans un appareil de
distillation Soxtherm. Les échantillons lyophilisés sont pesés (3 a 4 g) dans des cartouches et
recouverts avec du coton de verre. Les cartouches sont placées dans des béchers préalablement
pesés avec de la pierre ponce (pour éviter une trop forte ébullition). Aprés avoir ajouté 140 mi
d'éther de pétrole, 'ensemble est placé sur une plaque chauffante. L'extraction s'effectue en 4
phases. Au cours de la premiére phase qui dure une !4 heure, les matiéres grasses sont
solubilisées et le solvant, recondensé dans le systéme réfrigérant, coule goutte a goutte dans les
cartouches. La deuxiéme phase consiste a évaporer une partie du solvant pour abaisser le
niveau dans les cartouches a un % cm en dessous du bord. La troisiéme phase est identique 4 la
premiére et dure 1 heure. Au cours de la quatriéme phase, le solvant est évaporé
complétement, les béchers sont d'abord mis & l'étuve jusqu'a évaporation totale du solvant,
puis dans un dessicateur pendant 2 heures en présence de P,0s. Le bécher est a nouveau pesé
pour la détermination du poids des lipides.

Poids lipides = poids final bécher - poids initial (bécher + pierre ponce)

% lipide = (poids des lipides/ poids échantillon) x 100,

7.3. Dosage de I’énergie en bombe calorimétrique

La détermination de l'énergie totale est réalisée par combustion d'une quantité
déterminée d'échantillon lyophilisé (10g environ pressé sous forme de pastille) en enceinte
close appelée bombe calorimétrique adiabatique (Gallenkamp). Les calories libérées par la
combustion dans la bombe, entrainent une élévation de la température de I'eau de la bombe qui

est préalablement stabilisée 3 27°C.
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Energie (kJ) = ((6f - 6i) x 9,03) - 0,05) / poids échantillon (mg)
avec 8f = température finale, 61 = température initiale, 9,03 = constante de l'appareil et 0,05
une constante correspondant a la combustion du fil de nickel (conducteur) et du fil de coton

(méche)

8. Analyses biochimiques

8.1. Extraction des protéines et des ARN

L'extraction des protéines et des ARN {otaux est réalisée en milieu acide sur un
échantillon de muscle blanc (200 mg) 4 raison de | g pour 5 volumes acide d’acide
perchlorique 2% (PCA). Aprés une centrifugation & 3200 trs/min pendant 20 minutes, le culot
est repris dans 1,8 ml d'eau, puis incubé au bain-marie 3 37°C pendant 30 minutes. Les tissus
sont ensuite solubilisés par addition de NaOH 3M (200 pl) pendant une heure au bain-marie

a 37°C. 200 pl sont prélevés pour le dosage des protéines totales.

8.2. Extraction des myoefibrilles

L'extraction des myofibrilles est réalisée par la méthode décrite par Zabari (1984).
L'échantillon de muscle (200mg) est homogénéisé au polytron pendant 45 secondes, a vitesse
maximale (1000g), dans 12 volumes de tampon A (EDTA 4 mM, KCl 80 mM, Tris HCl 10
mM, mercaptoéthanol 5 mM, NaN3 | mM, pH 7) en présence d'un inhibiteur de protéase
(PMSF | mM). Apres une heure d'extraction a 4°C, I'homogénat est centrifugé i 2000 g
pendant 15 minutes a 4°C. Le culot est repris dans 5 volumes de tampon d'extraction B
(EDTA 1 mM, KCl 50 mM, mercaptoéthanol 5 mM, NaN; 1 mM, pH 6,4) en présence de
PMSF 1 mM et homogénéisé au polytron pendant 45 secondes a vitesse maximale.
L'extraction et la centrifugation sont réalisées dans les mémes conditions que précédemment.
Le culot est ensuite repris dans 5 volumes de tampon d'extraction C (KCl 50 mM,
mercaptoéthanol 5 mM, NaN; 1 mM, pH 6,4) suivi des mémes opérations. Le culot recueilli
est repris dans 5 volumes de tampon d'extraction C, en présence de PMSF 1 mM et
homogénéisé au polytron pendant une minute. On obtient ainsi un extrait de myofibrilles qui

sera utilisé lors de V'électrophorése.
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8.3. Analyse des ARN totaux

Pour le dosage des ARN totaux, la fraction solubilisée (1,8 ml) est précipitée & froid
(sur des paillettes de glace) avec du PCA 20% (0,5 ml) pendant 10 minutes. Aprés une
centrifugation a 3200 trs/min pendant 20 minutes, le surnageant est dilué suffisamment (x5)
dans la solution servant de blanc (9 volumes de NaOH 0,3 M + 2,5 volumes de PCA 20%). La
lecture des €chantillons est réalisée simultanément avec celle des blancs, au spectrophotomeétre
a 260 nm, longueur d'onde correspondant au maximum d'absorption d'une solution pure d'ARN
(260nm), puis & 232nm pour corriger les interférences avec les protéines résiduelles présentes
dans la solution.
ARN (pg/ml) = 10,53 (3,4 x A260 - 1,44 x A232) avec A260 = absorption échantillon a
260 nm - absorption blanc et A232 = absorption échantillon & 232 nm - absorption blanc.

8.4. Analyse des protéines

La détermination des protéines totales est effectuée par la technique au Folin décrite
par Lowry ef al. (1951) et adaptée aux microplaques de type Elisa (96 puits, CEB Nunc). 1l
s’agit d’une technique de colorimétrie. Elle consiste a révéler la tyrosine et le tryptophane par
le réactif de Folin (Phosphomolybdique phosphotungsténique).

A partir des 200 pl prélevés précédemment, une dilution au 1/5 (addition de 400 pl
H20 + 400 pl NaOH 0,1 N) est réalisée et les échantillons sont distribués en duplicats dans les
microplaques. Une courbe d'étalonnage est réalisée avec de la BSA (Albumine Sérique Bovine)
a différentes concentrations (5, 10, 25, 75, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/ml). Aprés avoir
ajouté 25 pl du réactif alcalin au cuivre (figure 10) dans chaque puits, les microplaques sont
agitées pendant 10 minutes. Le réactif de Folin, dilué au ¥ dans du NaOH 0,5 M, est distribué
dans chaque puits, et les plaques sont de nouveau agitées pendant 20 minutes. Apreés lecture de
la densité optique &4 690 nm, les concentrations en protéines (ug/ml) sont calculées a l'aide d'un

logiciel d'analyse de microplaques Elisa, Kincalc (Biotek).

8.5. Analyse des myofibrilles

La separation des protéines myofibrillaires est réalisée par électrophorése sur un gel de
polyacrylamide en présence de SDS (Sodium Dodécyl Sulfate). Les gels de polyacrylamide
sont obtenus par polymérisation des monoméres d'acrylamide (CH,=CH-CO-NH) et de co-
monoméres de méthyléne bisacrylamide (CH,~CH-CO-NH-CO-CH) pour la réticulation. La
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polymérisation s'effectue en présence de catalyseurs (Temed ou tetraméthyl éthyléne diamine,
ammonium persulfate). La densité, I'élasticité et la résistance du gel dépendent de la
concentration en polyacrylamide. L'analyse des chaines légéres de la myosine s'effectue sur un
gel de concentration (Stacking gel) a 5% et un gel de séparation a 15% de polyacrylamide.
L'analyse de ces chaines légéres est effectuée en condition dénaturante, en présence de SDS
(Laemmli, 1970). Le SDS est un détergent anionique qui donne au complexe SDS-protéines
une charge globale toujours identique, ce qui permet une vitesse de migration dépendante
uniquement du poids moléculaire.

Le gel de séparation (tableau VI) est coulé entre deux plagues de verre de 102 mm de
longueur et 83 mm de hauteur avec une épaisseur de 1 mm. Un film d'eau distillée est ajouté
pour assurer la linéarité & la surface du gel et éviter une déshydratation. Aprés la
polymérisation, réalisée au bout de 45 minutes & 1 heure, l'eau est vidée et le gel de
concentration (tableau VI) est coulé a la surface, jusqu'au bord des plaques ou des peignes sont
déposés pour former des puits de dépdt des échantillons. Les plaques sont ensuite déposées
dans une cuve contenant du tampon de nugration (Tris 0,025 M, Glycine 0,192 M, SDS 0,1%,
Azide de sodium 0,02%, pH 8,6). Un volume identique (7,5 ou 10 ul) de chaque échantillon,
contenant du bleu de bromophénol, est déposé dans un des puits, aprés dénaturation a 100°C
(dans de I’eau bouillante) pendant 5 minutes. Un volume identique de marqueurs de poids
moléculaire (kits SDS 7 et 200, Sigma) est déposé dans les puits de chaque extrémité du gel.
La migration est réalisée a une différence de potentielle constante, 100 V pour le gel de
concentration et 120 V pour le gel de séparation. Le bleu de bromophénol permet de suivre le
front de migration: |'électrophorése est arrétée lorsque ce front atteint la base du gel (1h30). La
coloration des gels est réalisée sous agitation légére pendant 1 nuit dans une solution colorante
(5 volumes de méthanol, 1 volume d'acide acétique, 5 volumes d'eau distillée, 2% de bleu de
Coomassie R250). Les gels sont ensuite décolorés dans une solution décolorante (70% d'eau
distillée, 10% d'acide acétique, 20% de méthanol). Elle est poursuivie jusqu'a la décoloration
totale du fond du gel. Les différentes protéines sont représentées par des bandes dont les
dimensions et l'intensité de coloration dépendent de leur taille et de leur quantité.

L'analyse des gels est faite, aprés numérisation des images, par un logiciel développé

par 'INRA (E1D, Trubuil) qui permet la quantification des différentes bandes.
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9. Histologie classique et histoimmunologie

9.1, Les échantillons musculaires

L’échantillon de muscle frais (5 mm de large), prélevé juste a I'arriére de 12 nageoire
dorsale, est fixé pendant 72 heures dans du liquide de Bouin Hollande (2,5g/100ml H;O + 8g
CsH3N307 + 10ml HCHO 40% + 1ml CH3;COOH). 1l est ensuite rinc€ a [’eau courante pendant
une nuit.

L’échantillon est ensuite déshydraté pendant 24 heures par un passage successif dans
des bains d’alcool et de butanol (alcool 70°: 2x1 heure, alcool 95° 3x3 heures, alcool
95°%butanol: 1x3 heures, butanol: 3x3 heures, bain de butancl d’attente).

Un paraffinage de I’échantillon est ensuite réalisé dans une étuve a 60°C par des bains
successifs dans la paraffine pendant 48 heures (2x1 heure, 2x2 heures, 2x3 heures, puis 1x36
heures). L’échantillon est ensuite inclus dans un bloc de paraffine a température ambiante.

Des coupes de 10um d’épaisseur, réalisées au microtome {Minot), sont étalées sur une
lame de verre avec une extrémité dépolie portant les références de I’échantillon. Une goutte
d’albumine d’oeuf (dilué dans de 1’eau) est glissée sous les coupes pour faciliter I’étalement et
’adhérence. Les lames sont ensuite mises & sécher a I’étuve pendant 48 heures & 37°C.

Les lames sont ensuite déparaffinées dans du toluéne (2x10 min), hydratées par des
bains successifs d’alcool (alcoel 100°; 1x3 min, alcool 95°: 2x3 min, alcool 70°: 1x3 min) et
d’eau (5 min), et colorées a 1’azorubine (2g azorubine + 1g acide molybdique + 2 ml acide
acétique + 200ml H,0) pendant 1h30 min,

Les lames sont ensuite déshydratées par un passage successif dans I’alcool (alcool 95°;
2x2 min, alcool 100°: 1x2 min) et le toluéne (2x5min), puis recouvertes par des lamelles. Le
montage des lamelles sur les lames est réalisée par une solution d’afcoléne (72 g afcoléne +
450 ml de toluéne). L’ensemble est séché a I’étuve pendant 48 heures a 37°C.

Les lames sont observées au microscope (Leitz, grossissement x25 pour le muscle blanc
et x40 pour le muscle rouge) et des champs représentatifs de chaque type de muscles sont

photographiés (pellicule Ektachrome 160, lumiére artificielle).
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9.2, Analyse des écailles

9.2.1. Préparation des lames

Les lames sont traitées au Tespa (3-aminopropyltriethoxy-silane, Sigma) pour
permettre une bonne adhésion des coupes. Ce traitement s'effectue par un passage successif
des lames dans du HCl 10% (dilué dans de l'alcool 70). Elles sont ensuite rincées a l'eau
distillée, passées dans une solution d'éthanol 95%, puis placées au four 4 150°C pendant 5
minutes. Aprés un refroidissement & température ambiante, elles sont traitées au Tespa 2%
(dilué dans l'acétone 100) pendant 10 secondes, puis lavées 3 fois 4 I'acétone 100 et & l'eau

distillée. Les lames sont ensuite séchées a 42°C i l'étuve.

9.2.2. Détection de la fluorescéine

Les écailles, congelées, sont déposées sur les lames préalablement traitées au Tespa,
puis fixées a l'aide de paraformaldéhyde 2% {dilué dans du PBS 0,1 M, pH 7,4} pendant 20 a
30 minutes. Les lames sont ensuite rincées dans du tampon PBS-T (pH 7,4) pendant 10
minutes et saturées avec du NPS (dilué au 1/10 dans du PBS) pendant 20 minutes. Une goutte
de l'anticorps primaire, l'antifluorescéine couplé & la peroxydase (dilué au 1/100 dans du
tampon PBS-T-NPS) est déposée sur chaque lame. Aprés 1 heure d'incubation 4 37°C, les
lames sont rincées avec du tampon PBS-T pendant 2 x 10 minutes puis 2 x 5 minutes. La
peroxydase est ensuite révélée par le DAB (Fluka Chemical AG, CH-9470) pendant 20
minutes (4 2 5 mg de DAB dilués dans 10 ml de Tris-HCI 0,05 M + 100 ul H;O, a 30%).
Apres une série de lavages dans du tampon PBS-T (3 x 5§ minutes), les lames sont déshydratées
par passage successif dans de l'alcool 95, l'alcool 100 et le toluéne. Quelques gouttes
d'afcolene sont ensuite déposées et la coupe est recouverte par une lamelle. L’ensemble est
séché 4 l'étuve (37°C) et observé au microscope & fluorescence (excitation: 450-500 nm,

émission: 510-560 nm).

10. Dosages par radio-immunologie
10.1. L’hormone de croissance
10.1.1. Principe
La technique utilisée est celle du déplacement, c'est-d-dire que l'anticorps (obtenu sur

lapin) est préincubé avec J'hormone froide pendant 24 heures, avant I'ajout du traceur. Le

dosage de la GH chez le tilapia (Ricordel er al., 1995) a été adapté A partir de celui mis au
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point chez les salmonidés (Le Bail er al, 1991a). L'hormone utilisée est une hormone
recombinante de tilapia (Eurogentec) et le radio-isotope utilisé est liode 125 (**’I). Une
seconde réaction immunologique précipite le complexe (addition de Serum de Mouton Anti-
Lapin = SMAL) en présence de serum de lapin non immunisé (NRS).

NRS + Ag + Ag* + Ac + SMAL < Ag-Ac-SMAL + Ag*-Ac-SMAL + NRS-SMAL

I Z N 4 - ¥

Ag = antigéne froid
Ag* = antigéne marqué a I'iode 125

AC = anticorps de lapin dirigé contre I’antigéne (GH)

10.1.2. Protocole de dosage

Le dosage de la GH circulante est réalisé directement sur le plasma et celui du contenu
hypophysaire sur des extraits d’hypophyse.

L'hypophyse congelée est broyée dans une solution de Tris-HC] (Tris 50 mM, MgCl,
10 mM, Azide 0,05%, ajusté a pH 7,5 puis addition de BSA 1%, Triton X100 0,1%). Aprés
une centrifugation & 3200 trs/min pendant 1 heure, le surnageant est récupéré et congelé a
-20°C. A partir de 25 pl, une dilution au % dans du tampon Tris-HCI avec BSA est réalisée et
les échantillons (100 pl) sont distribués en duplicats dans des tubes de 5 ml. Une courbe
d'étalonnage (0,025, 0,05; 0,1; 0,2: 0,4; 0,8; 1,6; 3,2, 6,25; 12,5 ng/ml) est réalisée par dilution
successive au % a partir d'une solution concentrée d'hormone froide (100 ng/20 ul) diluée au
1/10. L'anticorps (rti GH $82, 10?) dilué 2 10” dans du NRS 1% (Normal Rabbit Serum) est
distribué (100 ul ) dans chaque tube sauf dans les blancs (NRS uniquement). Aprés une
incubation de 24 heures a 20°C, I'hormone marquée 4 ‘I (10 000 cpm/100 pl) est distribuée
dans chaque tube, et est suivie d'une incubation de 10 ou 24 heures & 20°C, en présence de
200ul d'une solution a 5% (plus 7,5% PEG, Tris 20 mM) pour le dosage de la charge
hypophysaire ou 10% (plus 3,75% PEG, Tris 20 mM) pour la concentration plasmatique de
SMAL (sérum de mouton anti-lapin). A la fin de lincubation, 3 ml d'une solution de Tris
20 mM sont ajoutés dans chaque tube. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 3200 trs/min
pendant 1 heure. Aprés avoir éliminé le surnageant par retournement des tubes et égouttage, la

radioactivité des échantillons est comptée dans un compteur y (Packard Cobra II, Auto-

Gamma).
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10.2. Les stéroides sexuels

10.2.1. Principe

| La technique de dosage utilisée est également celle du déplacement. Elie a été réalisée
selon la méthode décrite par Fostier ef al. (1982) et Fostier et Jalabert (1986). Le radio-isotope

utilisé est le tritium CH).

10.2.2. Protocole de dosage

10.2.2.1. Extraction des échantillons

Aprés décongélation, 150, 200 ou 300 ul de plasma sont prélevés dans chaque
| échantillon et transférés dans des tubes en verre de 5 ml. 2 ml d'un mélange acétate d'éthyl :
\ cyclohexane (50 : 50) sont distribués dans chaque tube. Aprés avoir été bien agités au vortex
| (2 x 15 sec), les tubes sont mis au congélateur a -20°C. La phase organique, non congélée, est

ensuite récupérée et évaporée 4 sec sous courant d'air. Aprés une deuxiéme extraction et un
‘ ringage de la paroi des tubes a 1'éthanol absolu (Merck), le résidu sec est dissout dans du
| tampon phosphate gélatiné (Na,HPO, 0,01 M, NaH,PO, 0,01 M, NaCl ¢ g/, pH 7.5, gélatine
1g/l) par léger chauffage et agitation au vortex. Les échantillons sont congelés pour

conservation jusqu'au moment du dosage.
Jusq g

‘ Trois androgénes (la  testostérone, la  1l-cétotestostérone, la  11p-

‘ différentes hormones s'étale sur 2 jours. Une courbe d'étalonnage (5; 8; 12; 20; 35; 55; 90; 150,
\ 250; 400; 650; 1100; 1800; 3000 pg / 100ul) est réalisée a partir d'une solution mére de
100 pg/ml. Les différents points de la gamme (en triplicats), plus 6 blancs et 3 nuls, et les

10.2.2.2. Dosage des hormones

hydroxyandrosténedione) et un oestrogéne (l'oestradiol-17f3) ont été dosés. Le dosage des

échantillons (en duplicat) sont distribués (100 pl) dans des tubes en polypropyléne de 3 ml.
| Aprés avoir distnibué 100 pl d'anticorps (dilué dans une solution de y-globulines, 0,5 mg/ml de

¥-G) ou de ¥-G, les tubes sont rapidement agités au vortex et incubés a 4°C pendant 2 heures.

‘Le traceur, dilué dans du tampon gélatiné (10000 ou 15000 cpm/100 pl), est ensuite distribué

(100 ul/ tube), et les échantillons, aprés avoir été agités au vortex, sont mis a incuber a 4°C

pendant 3 heures. Aprés une nuit d'incubation a 4°C dans du PEG 25% précipitant les y-G
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(polyéthylene glycol, 2 ml par tube), les échantillons sont centrifugés 4 3200 trs/min pendant
1 heure & 12°C. Le surnageant est €liminé par retournement des tubes et 2 ml de PEG sont
ensuite ajoutés, pour ringage, dans chaque tube. Aprés une deuxiéme centrifugation, dans les
mémes conditions pendant une % heure et élimination du surnageant, les échantillons ainsi que
les standards totaux, sont repris dans 100ul d'éthanol absolu (Merck). Aprés avoir été agités au
vortex et additionnés de 2,8 ml de scintillateur (Picofluor 40 ou Instafluor, Packard), les tubes
sont bouchés et agités vigoureusement. Ils sont ensuite chauffés légérement, agités & nouveau

vigoureusement, et mis & compter dans un compteur 3 (Minaxi Tri-Carb, 4000 Series).

10.3. Les hormones thyroidiennes

Le principe du dosage des hormones thyroidiennes (T3 et T4) est similaire a celui des
hormones stéroidiennes. Le dosage a été réalisé selon la méthode décrite par Byamungu et al.
(1990, 1991) chez le tilapia. Il est similaire pour les deux hormones (T3 et T4), avec cependant
quelques spécificités. La prise d'essai est de 10 pl pour la T4 et de 20 pl pour la T3. La gamme
d'étalonnage est également différente entre la T4 {100; 50; 25; 12,5; 6,25, 3,25; 1,56; 0,78;
0,39 ng/ml) et la T3 (8; 4; 2, 1, 0,5; 0,25; 0,125; 0,063 ng/ml).

Les différents points de la gamme sont distribués en triplicats. La distribution des
echantillons est réalisée simultanément avec l'anticorps, dilué dans du tampon barbital (Barbital
0,05 M, Azide 0,05 M, EDTA 0,05 M, pH 8,6; BSA 1%), a l'aide d'un dispenseur (Micro Lab
M Hamilton). Le traceur, marqué 4 liode 125 (T4-'*T ou T3-'I) et dilué dans du tampon
barbital (10000 cpm/ 50 ul), est ensuite distribué. Les échantillons {aprés avoir été agités au
vortex) sont mis a incuber une nuit a température ambiante, Apres avoir ajouté 50ul de ¥-G de
bovin et 500 ul de PEG 20%, les tubes sont de nouveau incubés pendant ' dheure a la
température ambiante. Le surnageant est éliminé aprés une centrifugation 4 3000 g pendant Y%

d'heure et le culot est mis a compter dans un compteur y.
11. Essais de dosages radiorécepteurs de la GH
11.1. Principe
La technique radiométrique de dosage des récepteurs de la GH est adaptée de celle
mise au point chez les salmonidés (Yao ef al,, 1991). Le principe de cette technique est la

compétition entre une hormone marquée (H*) et son homologue non marquée (Hf) pour

l'occupation des sites.
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Rc¢ + H* + Hf < Rc-H* + Rc-Hf

11.2. Protocole de dosage

11.2.1. Préparation des extraits tissulaires

Apreés avoir pesé le foie, les tissus sont découpés en morceaux a l'aide d'un scalpel,
rincés 2 a 3 fois dans du tampon A (Tris 20 mM, MgCl, 5 mM, azide 0,1%, pH 7,5) et broyés
au polytron dans 5 volumes du méme tampon. Le broyat est ensuite filtré sur de la gaze,
homogénéisé au potter, et centrifugé &8 4200 g pendant 40 minutes. Le culot est repris dans le
méme tampon, agité longuement au vortex et homogénéisé au potter. Une deuxiéme
centrifugation suivie des mémes opérations est réalisée. Aprés une troisiéme centrifugation, le
culot est repris dans la moitié en volume du poids initial, homogénéisé au potter, et dosé

directement ou conservé a -20°C.

11.2.2. Qualité de I'hormone et liabilité des récepteurs

A partir de la solution obtenue précédemment (2 mg/ml), des dilutions en cascade au
Y4, jusqu'au 1/32 sont réalisées sur chaque échantilion dans du tampon C (tampon A, inhibiteur
de trypsine 0,25 mg/ml, acide ascorbique 0,5 mM, BSA 0,5%, pH 7,5). Les différentes
solutions (tampon, membrane, hormone froide, hormone marquée) sont réparties dans un ordre
spécifique pour chaque type de liaison: tampon - hormone marquée (20 000 cpm/100 pl)-
membrane pour les liaisons totales (LT) et hormone froide (1000 ng/ 100 pl) - hormone
marquée - membrane pour les liaisons non spécifiques {(LNS). Les tubes sont ensuite mis a
incuber a2 12°C pendant 20 heures. Aprés avoir distribué 3 ml de tampon A dans chaque tube et
centrifugeé a 3200 trs/min pendant 10 minutes 4 4°C, le surnageant est éliminé par retournement
des tubes dés l'arrét de la centrifugeuse, et la radioactivité des échantillons est comptée dans un

compteur .

12. Dosage immunoenzymatique (ELISA) de la vitellogénine
12.1. Principe
It est basé sur le méme principe que les méthodes de radio-immunologie. C'est un

dosage de type non compétitif. L'anticorps primaire (anti-vitellogénine) réagit dans un premier

temps avec l'antigéne a doser, la vitellogénine, qui est immobilisée sur une plaque de
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polystyréne, puis avec un second anticorps (anti-immunoglobuline) marqué a l'aide d'une
enzyme, la peroxydase-anti-peroxydase. L'enzyme est ensuite révélée par I'OPD (O-

Phénylénediamine) en présence d'eau oxygénée (H,0;).

12.2. Mise au point du dosage chez le tilapia

Le protoc;ole de dosage utilisé est adapté de celui mis au point chez la sole par Nunez-
Rodriguez ef al. (1989). Trois anticorps et trois antigénes (vitellogénine purifiée, plasma de
male sauvage, plasma de femelle traitée a l'oestradiol-17B) ont été testés. Le dosage est réalisé
dans des microplaques en polystyréne de 96 puits (CEB Nunc). Le coating (fixation) de
l'antigéne (200 pl) est réalisé dans du tampon carbonate 0,05 M a pH 9,6 (figure 11}. Les
blancs sont réalisés avec la méme concentration de BSA, de plasma lyophilisé de méle ou de
I'hapténe ayant servi au couplage de l'antigéne pour limmunisation. La gamme de référence (1
ug 4 100 pg) est réalisée a partir d'une solution purifiée de vitellogénine. Les plaques,
recouvertes de papier en aluminium, sont mises a incuber une nuit a 37°C, sous agitation
constante. Les puits sont ensuite saturés avec 200 pl de tampon PBS-T-NPS a 2% et incubés
pendant 30 minutes a 37°C. 1ls sont ensuite rincés (3 X 2 minutes) au PBS-Tween a l'aide
d'une pissette. L'anticorps primaire, dilué dans du tampon PBS (1/2000 a 1/40000), est
distribué (200 pl} et incubé pendant 2 heures 2 37°C. Aprés une série de 3 ringages au PBS-
Tween, 'anticorps secondaire (dilution 1/1000 a 1/10000) est ajouté et incubé 45 minutes a
37°C, suivi d'une incubation avec le complexe PAP (dilution 1/1000 a 1/50000) dans les
mémes conditions aprés une série de ringages des puits. Aprés un nouveau ringage, la réaction
est révélée par I'OPD dilué dans du tampon citrate-phosphate a pH 5. La révélation est arrétée
au bout de 15 & 30 minutes par H,SO4 4M (50 pul par puits). La lecture de la densité optique
des plaques est effectuée a 490 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques (Metertech modéle
960).

13. Dosages enzymatiques: les désiodinases

La glande thyroide des poissons, comme chez les mammiféres, secréte principalement la
thyroxine. Les autres hormones (T3, rT3 et T2) sont essentiellement des produits des activités
enzymatiques. Le dosage de ces différentes enzymes est réalisé selon la méthode décrite par

Mol e al. (1993) sur des fractions microsomales de foie, de rein, de branchies et de cerveau.
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13.1. Préparation des fractions microsomales

13.1.1. Le foie

Le foie encore congelé est pesé (1 g) et broyé dans 5 ml de tampon A sans saccharose
(figure 12) 4 l'ultraturax pendant 20 secondes. Le broyat est ensuite homogénéisé au potter et
centrifugé a4 10 000 g pendant 20 minutes & 4°C. Le surnageant est récupéré dans d'autres
tubes (équilibration des tubes avec du tampon A sans saccharose) pour une ultracentrifugation
4 135 000 g pendant 1 heure a 4°C. Apreés avoir éliminé le surnageant et rince les parois du
tube, le culot est repris dans 1ml de tampon B (figure 12) et homogénéisé a l'aide du potter. 20
pl sont alors prélevés pour le dosage des protéines et le reste est réparti en deux aliquotes.

L'ensemble des tubes est immédiatement congelé a l'azote liquide et conservé a -80°C.

13.1.2. Lerein
Le protocole de préparation, pour l'ensemble des tissus, est pratiquement le méme que
pour le foie avec toutefois quelques spécificités. Le broyage des reins s'effectue dans du
tampon A avec du saccharose 0,25 M, et la centrifugation est réalisée a 25 000 g pendant 20

minutes et I'ultracentrifugation a 100 000 g pendant une heure a 4°C.

13.1.3. Les branchies
Le broyage des tissus s'effectue dans du tampon A avec du saccharose 0,25 M, la
centrifugation a 10 000 g peﬁdant 20 minutes et l'ultracentrifugation 4 100 000 g pendant une

heure a 4°C.

13.1.4. Le cerveau
S'il y a suffisamment de tissus, la préparation des fractions microsomales est identique a
celle des reins. Dans le cas contraire, l'activité de la désiodinase est mesurée a partir des
homogénats. Les tissus sont alors broyés dans 3 volumes de tampon B et centrifugés 4 10000 g
pendant 20 minutes, 4 4°C. Le surnageant est ensuite prélevé et congelé immédiatement dans

l'azote liquide.

13.2. Protocole de dosage

Apres avoir dosé les protéines, les échantillons sont dilués de fagon & aboutir & 0,25 mg

de protéines/ ml.



Matériels et méthodes 34

13.2.1. IRD IlI

Les échantillons sont distribués en duplicats (100 pl/tube) et 50 ul de DTT (30 mM) et
50 pl de traceur (T3-'2’1, 200 000 cpm/50 ul de H>O) sont ajoutés & chaque tube. Aprés avoir
agité au vortex puis incubé les tubes pendant 1 heure a 37°C, la réaction est arrétée par
addition de 300 pl de méthanol. Les tubes sont a nouveau agités au vortex et centrifugés i
4000 g pendant 10 minutes & 4°C. 300 ul du surnageant sont récupérés dans d'autres tubes et
250 ul d'acétate d'ammonium sont ajoutés dans chacun d’eux. Aprés avoir bien agité au vortex,

150 pl de chaque échantillon sont prélevés et analysés en chromatographie liquide a haute
pression (HPLC).

13.2.2. ORD I et ORD II

Le protocole est pratiquement le méme pour les deux types d’ORD. Le substrat pour
I'ORD 1 est la rT3-"%I (50 000 cpmy/ 50 ul) et pour I'ORD II, la T4-*T (50 000 cpm/ 50 ul).
La concentration de DTT est de 15 mM et 30 mM respectivement pour le type I et le type IL
La réaction est cette fois-ci arrétée par addition de 100 ul de BSA (5%) pendant 5 minutes sur
de la glace, suivie d'une précipitation par 500 ul de TCA 10% pendant 15 minutes. Aprés une

centrifugation a 400 g pendant 10 minutes 4 4°C, 500 pl du surnageant sont prélevés et la

radioactivité est mesurée au compteur ¥.

14, Analyse du Sr par spectrophotométrie de flamme

Les écailles, prélevées sur chaque c¢6té du poisson juste derriére l'opercule et autour de
la ligne latérale, sont d’abord congelées a -20°C, puis lyophilisées & -55°C pendant 90 minutes.
Elles sont ensuite pesées avec une microbalance. Une partie des échantillons est minéralisée au
four a 550°C pendant 4 heures dans des capsules en porcelaine émaillée. Trois concentrations
différentes de HCI (0,1, 0,5 et 1 N) ont été utilisées pour la solubilisation des cendres. L'autre
partie des échantillons a été directement solubilisée dans 0,5 m! de HCl IN plus 10% de
glycérol. Les échantillons ont ensuite été centrifugés 4 1000 g pendant 20 minutes et le
surnageant a €té récupéreé.

A chaque échantillon (250 pl), a été ajouté : soit 1 mi de lanthane et 1ml de chlorure de
césium (CsCl) avec 7,75 ml dH;O; soit 200 ul de chacun des 2 produits avec 1,35 ml d'H,O,
afin de diminuer les interférences avec d’autres minéraux. Une gamme d'étalonnage (200, 100,

50 pg de St/l) est réalisée en présence de lanthane et de césium (figure 13). Les échantillons



Solution mére 14,453 mg Sr/ |
Préparer 10 ml de solution intermédiaire : 10 mg/1 (6,92 solution mére + 3,08 ml H,O)
Points de la gamme
200 pg/l
200 pl de la solution 10 mg/l
1 ml de lanthane
1 ml de CsCl
7.8 ml H,O
100 pg/l
5 ml de la solution 200 pg/l
500 ul de lanthane
500 pl de CsCl
4 ml H,O
50 pg/l
5 ml de la solution 100 pg/l
500 pl de lanthane
500 pl de CsCl
4 ml H,O

Blanc
5 ml de lanthane

5 ml de CsCl
5 ml de HCI IN
35 ml H,O

Figure 13 : préparation de la gamme de référence pour le dosage du strontium en
spectrophotométrie de flamme.
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sont ensuite analysés au spectrophotométre d’absorption de flamme (Varian Techtron) avec

une lampe Sr.

15. Techniques d’analyse d’images: analyse de la conformation externe

Des prises de vue, sont réalisées sur les poissons anesthesi¢s avec un appareil photo
vidéo CCD Canon Ion RC-260. Les poissons sont disposés a plat sur un c4té, les nageotres
relevées pour bien distinguer leur base. Pour éviter les reflets, les poissons sont déposés sur un
support blanc et mat, éclairé par une lampe halogéne de 500 W. Un disque de diameétre connu
(étalon), est associé a chaque prise de vue. Les photos sont ensuite converties en images
numériques & partir de l'appareil photo {format PCX) grice a une carte graphique et un micro-
ordinateur compatible (IPC Dynasty 486). L'ordinateur, muni d'une carte graphique specifique
et du logiciel de traitement d'image Ion, transforment les images en format PCX. Un certain
nombre de points spécifiques (figure 14), préalablement choisis sur I'image, grice a une grille
(superposée sur celle-ci) et au logiciel « Emmanuelle », sont saisis 4 l'aide d'une table a
digitaliser (Océ Graphics G642). L'analyse des données de la conformation externe (tableau
VI, figure 15) est reéalisée par le logiciel "Emmanuelle”, qui calcule des longueurs et des
hauteurs a partir des coordonnées x et y d'une premiére série de 24 points remarquables, et des

surfaces a partir d'une seconde série de 20 points de contours.

16. Calculs

* rapport gonadosomatique (RGS) = poids des gonades / poids final

* Rapport hépatosomatique (RHS) = poids du foie / poids final

* Taux de croissance spécifique (TCS) = ((LN (poids final) - LN (poids initial))/ temps
d'élevage) x 100

* Consommation volontaire {CV) = aliment consommé / poids corporel final (poids sec / poids
vif)

* Indice de consommation (IC) = aliment ingéré / gain de poids (poids sec / poids vif)

* Coefficient d'efficacité protéique (CEP) = gain de poids / protéine ingérée (poids vif / poids
sec)

* Coefficient d'utilisation protéique (CUP, %) = gain protéique par poisson / protéines ingérées
(poids sec / poids sec)

* Coefficient de rétention lipidique (CRL, %) = gain lipidique par poisson / lipides ingérés
(poids / poids sec)



1. Intitulés des points & saisir sur le poisson
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: arriére nageoire dorsale

: artiére partie épineuse nageoire dorsale

: contour milieu haut

: début nageoire dorsale ou contour avant haut
: début haut téte

: bout du nez

: début bas téte

: contour avant bas

: contour milieu bas

: nageoire pelvienne

: projection bas arriére partie épineuse nageoire dorsale

projection bas arriére partie épineuse nageoire dorsale ou debut nageoire anale
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Figure 14 : Points saisis lors de la prise de mesure de la conformation sur les poissons




Tableau VII : Liste des paramétres de conformation calculés a l’aide du logiciel
« Emmanuelle ». Les différentes longueurs, hauteurs et demi hauteurs sont exprimées en cm, et
les surfaces en cm2 (Lefranc, 1992a, b)

Paramétres de conformation Abréviations
Surface totale al
Surface carcasse a2
Surface téte a3
Surface viscérale a4
Surface viscérale postérieure as
Surface viscérale antérieure ab
Surface musculaire totale a7
Surface musculaire dorsale antérieure a8
Surface musculaire dorsale postérieure a9
Surface musculaire ventrale postérieure al0
Surface antérieure all
Surface postérieure al2
Longueur téte al3
Longueur machoire ald
Longueur antérieure als$
Longueur postérieure sans nageoire caudale alé
Longueur totale al7
Longueur standard al8
Longueur sans téte et sans nageoire caudale al9
Longueur antérieure sans téte a20
Longueur postérieure a2l
Hauteur 1 (Hauteur pédoncule caudal) a22
Hauteur 11 (diagonale zone caudale) a23
Hauteur 12 (diagonale zone caudale) az4
Hauteur 2 (hauteur fin nageoire dorsale) a25
Hauteur 21 (diagonale zone fin nageoire dorsalel) a26
Hauteur 22 (diagonale zone fin nageoire dorsale2) a27
Hauteur 3 (hauteur milieu nageoire dorsale) a28
Hauteur 31 (diagonale milieu nageoire dorsale 1) az29
Hauteur 32 (diagonale milieu nageoire dorsale 2) a30
Hauteur 4  (hauteur début nageoire dorsale) a3l
Hauteur 41 (diagonale début nageoire dorsale 1) a32
Hauteur 42 (diagonale début nageoire dorsale 2) a33
Hauteur 43 (diagonale début nageoire dorsale 3) a34
Hauteur 5 (hauteur début nageoire dorsale) a35
Hauteur 6 (hauteur téte) a36
Demi hauteur 41  (demi hauteur musculaire) a37
Demi hauteur 42 (demi hauteur viscérale) a38
Demi hauteur 31  (demi hauteur musculaire) a39
Demi hauteur 32 (demi hauteur viscérale) 240




Surface musculaire totale
/f -,

Surface musculaire dorsale anténeure Surface musculaire dorsale postérieure

Surface téte

Surface viscérale anténieure Surface viscérale postérieure

o
T Surface viscérale T

Surface antérieure Surface posténieure

Figure 15 :Les différentes grandeurs morphologiques calculées par le logiciel "Emmanuelle” (Lefranc,
1992a, b).
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* Coefficient de rétention énergétique (CRE, %) = gain d'énergie par poisson / énergie ingérée

(poids sec / poids sec).

17. Analyses statistiques des résultats

Des analyses de variances de type ANOVA, & un ou deux facteurs avec ou sans
covariables, ont été effectuées sur l'ensemble des données, lorsque les conditions d'applications
étaient satisfaites, 4 l'aide du logiciel Statgraphics. Le test de Turkey ou le test "t" de Student a
ensuite été utilisé pour comparer les différences, au seuil de 5% pour le test de Student. Des
régressions linéaires ont été effectuées entre certains parametres, de méme que des analyses de

corrélations.



CHAPITRE Il
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1. INTRODUCTION

La différence de croissance entre les miles et les femelles chez les tilapias, est une
préoccupation importante pour I'aquaculture de cette espéce. Cette croissance différentielle est
bien connue en élevage. Toutefois, sa caractérsation se limite i l'analyse de données
morphométriques et elle a surtout été faite lors des traitements d'inversion hormonale du sexe
(Guerrero, 1975; Yamazaki, 1976, Hanson ef al., 1983; Ufodike et Madu, 1986; Philippart et
Mélard, 1987). 1l existe peu de données, d'une part sur la période d'apparition d'une différence
de croissance entre les deux sexes, et d'autre part sur les facteurs génétiques, physiologiques,
comportementaux ou environnementaux qui la sous-tendent. Nous ne savons pas, par exemple,
s'il existe une période pendant laquelle la croissance est comparable entre les 2 sexes, ou si au
contraire cette différence se met en place dés I'éclosion ou au cours du stade larvaire. Aucune
corrélation concernant la mise en place de cette caractéristique biclogique avec I’apparition de
la premiére gamétogenése n’a été rapportée chez le tilapia.

L'existence d'une différence de croissance entre les méles et les femelles ne peut étre
mise en évidence pratiquement qu'a partir du moment ou les animaux sont sexables d'apres la
papille urogénitale, c'est a dire & un poids moyen de 30 a 50 g. Or a cette taille, certaines
femelles peuvent étre déja sexuellement matures (ovogenése avancée ou achevée), au moins
dans certaines conditions d'élevage. Chez d'autres espeéces, la période précédant la puberté est
caractérisée par une croissance importante dans une premiére phase, suivie dans une deuxiéme
phase d'une diminution également importante de la croissance au moment de la maturation
sexuelle et de la reproduction (Hunt ez al., 1982; Le Bail, 1988).

De plus, la période pubertaire est caractérisée par une augmentation trés importante du
niveau plasmatique de certaines hormones impliquées directement ou indirectement dans le
contréle de la croissance (Hunt ef al., 1982; Baynes et Scott, 1985). Chez les salmonidés, au
cours de la maturation sexuelle, l'augmentation du taux de vitellogénine coincide ou est
précédée par une augmentation des taux d'oestrogénes, particuliérement de l'oestradiol-178
(Ho, 1991). La synthése hépatique de la VTG induite par I'cestradiol-17p se fait au dépend de
la croissance musculaire (Olin et von der Decken, 1987, Waters et von der Decken, 1989). Les
stéroides sexuels pourraient donc étre impliqués dans le déterminisme de la croissance
différentielle liée au sexe chez le tilapia, directement ou indirectement par leurs actions sur

d'autres systémes hormonaux impliqués dans la croissance (axes somatotrope et thyréotrope).
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Cette premicre partie a pour objectif de caractériser la croissance différentielle chez le
tilapia. 11 s"agit en particulier d’identifier la période la plus précoce d'apparition de la différence
de croissance en relation avec la mise en place des organes sexuels et la maturation sexuelle.
Une étude séquentielle a donc été réalisée depuis la résorption de la vésicule vitelline jusqu'a
l'apparition d'une différence de croissance significative entre les méles et les femelles. Dans
cette étude, une méthodologie appropriée d'évaluation de la croissance a été mise au point. La
recherche de différence de croissance précoce nous a amené a mettre en oeuvre des analyses de
la croissance instantanée du muscle {rapport ARN/protéines). Le suivi de la croissance globale
est associé 4 une analyse du statut endocrinien (axe somatotrope, hormones stéroidiennes)
durant toute la période (pré et post différentiel de croissance), afin de déterminer les hormones
susceptibles d'étre impliquées dans le processus.

Cette premiére étude séquentielle, qui vise a analyser les changements tissulaires et
hormonaux dans la période précédent l'apparition d'une croissance différentielle entre les miles
et les femelles, a suggéré un effet de 'alimentation ad /ibitum sur l'installation du différentiel de
croissance. Nous avons donc testé dans une deuxiéme étude les effets du niveau d'alimentation.
Par ailleurs, nous avons voulu explorer le réle possible des interactions sociales, en particulier
alimentaire, en comparant des cohortes présentant différents sex-ratios. Une méthodologie

d'analyse de l'apparition du différentiel de croissance lié au sexe a également été testée.

2- PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les expériences ont été réalisées a la station piscicole de IDESSA a Bouaké (Céte
d'Tvoire). La souche utilisée est la "Souche Bouaké" (Rognon, 1993). Les reproductions, de
méme que I'¢levage larvaire, ont été effectués en aquarium. Les animaux sont transférés dans

des bacs extérieurs en béton (1x1x0,5 m) pour la phase de croissance.

2.1. Expérience I

L'objectif de cette premiere expérience est de suivre les croissances des méles et des
femelles d'une cohorte d'Oreochromis niloticus & partir des stades précoces, dans des
conditions d'élevage homogeénes et de prélévements les moins perturbantes possibles pour les

poissons. Le suivi des performances de croissance, de la mise en place des gonades et de la



Composition :

farine de poisson, concentre soluble de protéines de poisson,

levures, huile

de poisson, lactosérum, amidon cuit, farine de soja toasté, composé minéral vitaming.

Garanties : au minimum

au maximum

Vitamines ajoutées par 100 kg
Vitamine A
Vitamine D3
Vitamine E
Vitamine K3
Vitamine C
Vitamine Bl

Supplementations par 100 kg
Zinc
Manganése
Antioxydant

Protéines brutes
Matiéres grasses
Humidité
Cellulose

Matiéres minérales

53,00%
8,50%
10,50%
2,00%
8,00%

2 000 000 IU
200 000 IU

6 000 mg

300 mg

40 000 mg

1 500 mg

6 000 ppm
11 000 ppm
15 000 ppm

Figure 16 ; Composition de I'aliment "Trouvit" utilisé au cours des différentes expénmentations
(aliment complet pour alevin 2éme phase)
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Figure 17 : Evolution de ta température de l'eau dans les bacs au cours de I'expérimentation

Tableau VIH : Répartition des bacs en fonction des classes de poids

B N° de classe Intervalles de poids N° des bacs

| 1 2,4 let2

' 2 [4, 8] 3etd
3 8, 16[ Set6
4 [16, 24 Tet8 |
5 [24 , 32] 9et 10 !
6 [32, 100[ 11et 12 B
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maturité sexuelle, est associé a une analyse de certains critéres biochimiques du développement
musculaire et du statut endocrinien.

Les poissons utilisés sont issus de deux couples différents. Les alevins prélevés 4 11
jours post-fécondation (PF) de la bouche des femelles, sont élevés dans un aquarium de 400
litres. Ils sont nourtis ad /ibitum (30% de la biomasse par jour) durant 15 jours et en continu
pendant la photophase (distributeur automatique) avec de I'aliment TROUVIT 2*™ phase (53%
de protéines, figure 16). 1ls sont ensuite repartis, de fagon aléatoire, dans des bacs en béton a
raison de 100 individus par bac recevant le méme taux d'alimentation avec le méme mode de
distribution. Ils sont nourris jusqu'au 40™ jour PF a 30% de la biomasse, puis & 20% jusqu'a
55 jours PF et enfin a 15% jusqu'a la fin de l'expérience. Suite 4 une rupture de stock a 10
jours de la fin de l'expérience, l'aliment commercial TROUVIT a été remplacé par un aliment
extrudé 2GE (granulés d'engraissement fabriqués sur place, 35% de protéines). La température
varie en moyenne entre 25 et 32°C en conditions naturelles (figure 17).

Afin de minimiser les stress de manipulations, deux lots témoins sont utilisés pour
suivre la croissance de I’ensemble des lots. Chaque abattage porte sur la totalité d’un des lots
pour éviter de modifier la structure du groupe par des échantillonnages réguliers. Pour cela, 12
lots destinés a €tre abattus a 6 stades différents ont été constitués et placés dans 12 bacs. Les
stades représentés par des classes de poids (Tableau VIII) ont été choisis en fonction de
données antérieures reliant le poids corporel et la gamétogenése (Baroiller, données non
publiées). Les replicats sont pesés alternativement toutes les deux semaines. Lorsque les
individus des bacs témoins atteignent l'une des classes de poids fixées, les animaux des deux
bacs correspondants sont péchés et pesés individuellement. Des prélévements de sang,
d'hypophyse, de foie, de gonades et de muscle bianc sont alors effectués sur une cinquantaine
d'individus, a raison de 10 individus par jour, de fagon alternative dans les 2 bacs concernes.
Les organes prélevés sont immeédiatement congelés dans l'azote liquide. Le plasma, prélevé

apres une centrifugation a 3000 g pendant 15 minutes, est conservé a -20°C.

2.2, Expérience I

3 types de groupes ont été utilisés (tableau IX) :
- un groupe mixte classique composée théoriquement de 50% de miles et 50% de femelles.
- un groupe génétiquement femelle composée d'un pourcentage de femelles proche de 100%
(Baroiller, 1995) issue d'un croisement entre un néomdle, individu de génotype femelle et de

phénotype méle (méle de génotype XX, figure 2) et une femelle normale (génotype XX).



Tableau IX : Nombre de réplicats en fonction du type de population et du niveau

d'alimentation

Niveau haut = ad libitum Niveau bas = restreint
Type de population (D (2)
Mixte (50% / 50%) 4 4
Monosexe femelle 2 2
Mélangée (25% / 75%) 2 2

Tableau X : Taux de nourrissage appliqués au cours de I'expérimentation il en fonction de l'dge

ou du poids corporel

Age ou Poids corporel Niveau haut = Niveau bas = restreint (2)
ad libitum (1)
11 - 31 jours PF 30% 30%
mise en lot (31 joursPF)aZ g 16% 8%
2-6¢g 12% 6%
6-45¢g 8% 4%
45-100 g [ 4% 2%
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Figure 18 ; Evolution de la température de 1’eau dans les bacs au cours de [’expérimentation.
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-un groupe dit "mélangé" composé de 50% de la cohorte monosexe femelle et 50% de la
cohorte mixte classique ( sex-ratio théorique : 25% males et 75% femelles).

Les différents groupes seront respectivement désignés par F50, F100 et F75 (F =
femelle, 50 = % de femelles dans le groupe)

Chaque groupe a été nourri, avec de I’aliment TROUVIT 2" phase (53% de
protéines, figure 16), a niveaux d'alimentation (tableau X). Pour obtenir les deux niveaux que
sont l'ad libitum (niveau haut ou 1) et la restriction (moitié¢ de l'ad libitum = niveau bas ou 2),
les quantités d'aliment distribuées ont été fixées en fonction de la table d'alimentation de Marek
(1975).

Les alevins sont prélevés sur la femelle 4 11 jours PF et élevés pendant 2 semaines en
aquarium puis transférés dans des petits bacs en béton soumis aux conditions naturelles de
photopériode et de température. Les 3 types de cohortes d'alevins sont alors répartis dans 16
bacs 4 raison de 100 individus par bac. Cette densité est inférieure a la densité maximale. Les
poissons sont nourris dans les mémes conditions que lors de la premiére expérience. Les
températures sont relevées 3 fois par jour et varient en moyenne entre 19 et 33°C (figure 18).

Une péche est effectuée toutes les 2 semaines, de fagon alternative, dans les 2 ou 4
replicats (figure 19) de chaque groupe afin de suivre I'évolution du poids corporel. Des
fréquences de distribution, des poids individuels sont établies 4 chaque péche. Dés l'apparition
d'une bimodalité au sein du groupe F50 (exemple figure 20), 70 individus (35 méles et 35
femelles) sont péchés dans les groupes F50 et F75, et 40 dans le groupe F100 pour obtenir les
mensurations et effectuer le preélevement des différents tissus (voir expérience I}.

Dans les deux expériences (I et II), le sexage des poissons de poids corporel inférieur a
10 g a été réalisé par la technique du "Squash gonadique" (écrasement de la gonade entre lame
et lamelle, et observation au microscope photonique; planche IIT) et observation des gonades
dans la cavité abdominale (planche IV). Les ARN totaux sont quantifiés par
spectrophotométrie a 260 nm et les protéines totales par la technique au Folin, Les stéroides
sexuels (11-KT, T, 11-BOHA4, E2-17P) la charge hypophysaire en GH (quantité totale de GH
dans une hypophyse rapportée au poids de 'animal) et les taux circulant de GH ont été dosés
par RIA. De plus, au cours de la deuxiéme expérience, les hormones thyroidiennes (T4 et T3)

sont quantifiées, également par RIA et la vitellogenine par ELISA (cf. chapitre IT).
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Figure 19 : Etalement des péches (fléches) dans les réplicats (bacs 1 & 4) pour chaque niveau
d'alimentation et pour chaque groupe. Fléche continue = 4 réplicats ; fléche discontinue = 2
réplicats.
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Figure 20 : Distribution des fréquences des poids corporels en classes au sein des différentes
cohortes au moment de 1’abattage.



Planche III : Observation microscopique d’un « squash » de testicule (a) chez un male de 46 g
et d’ovaire (b) chez une femelle de 30 g. Les ovaires sont caractérisés par la présence de
nombreuses cellules ovoides de grosses tailles (ovocytes) munies d’un volumineux noyau, et
les testicules par I’existence de structures lobulaires et cystiques . Grossissement = 33 x.

(Photo Toguyéni et Baroiller).



Planche IV : Dimorphisme sexuel des gonades dans la cavité péritonéale chez un méle de 10 g
(a) et chez une femelle de 7 g (b). Les ovaires apparaissent plus trappus alors que les testicules
sont filiformes et occupent toute la longueur de la cavité. Les gonades et la cavité sont
colorées par du Bouin Hollande. Grossissement = 40 x.

(Photo Toguyéni et Baroiller).
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3. RESULTATS

3.1. Difficultés méthodologiques

Les prélévements de sang dans 'aorte dorsale a I'aide de seringue a insuline (1ml,
aiguille 0,5 x 16 mm) n’ont pu étre réalisés sur les animaux de poids corporel inférieur a 4g
(classe 1). La centrifugation du poisson aprés décapitation a été testée sans plus de succes, le
sang recueilli étant souillé par les féces.

Sur les poissons de cette méme classe de poids, il n'a pas été possible de séparer
intégralement le muscle blanc du muscle rouge.

Sur les individus de 4 a 25 g, les quantités de plasma recueillies se sont révélées
insuffisantes pour le dosage de l'ensemble des hormones prévues. La GH plasmatique a donc
¢€té dosée en priorité.

Le changement d’aliment dans la phase finale de ’expérience I a entrainé une baisse des
performances préjudiciables a ’analyse de I'installation du différentiel de croissance lié au sexe.
De pius, il a été accompagné d’une importante mortalité. La teneur en protéines (25 a 30%) de
cet aliment est inférieure a celle de l'aliment précédent (53%).

Pour 'expérience I, les sex-ratios au sein de chaque lot sont assez équilibrés, mais sont
significativement différents entre certains replicats (tableau XI).

Au cours de I’expérience II, la méthode de marquage (ablation de la nageoire pectorale
ou pelvienne) n'a pu étre réalisée a cause de la petite taille des animaux, Il n'a donc pas été
possible de comparer les croissances des femelles, provenant d'une part de la cohorte F100 et
celles provenant d'autre part de la cohorte F50, dans les groupes F75. C’est donc une analyse
globale des différences entre les males et les femelles qui a été faite dans les groupes mélangés.

Les quantités de plasma recueillies ont été insuffisantes pour permettre le dosage des
hormones thyroidiennes sur l'ensemble des animaux.

Au cours de I'expérience I, la quantité de membrane extraite a partir du foie prélevé sur
chaque individu était insuffisante pour I'étude de la liaison de I'hormone de croissance aux
récepteurs hépatiques et pour des tests de spécificité des liaisons. Nous avons donc procédé au
regroupement d’échantillons pour ces analyses. L'adaptation de la technique d'analyse des
récepteurs mise au point chez les Salmonidés (Yao ef al., 1991) n’a pu étre faite. Lors des tests
de saturation, une diminution de la quantité de liaisons spécifiques est observée avec
l'augmentation de la concentration tissulaire (figure 21), ce qui laisse penser a une activité

protéolytique beaucoup plus importante chez les tilapias.



Tableau XI : Taux de survie et sex-ratio dans les différents bacs d’élevage au cours de

I’expérience 1.

N° de bac Taux de survie (%) % de mailes % de femelles

1 95 61 39
100 60 40

3 96 43 57
4 97 62 38
5 97 54 46
6 98 57 43
7 92 42 58
8 98 51 49
9 94 50 50
10 98 54 46
11 82 42 58
12 84 46 54
13 97 31 49
14 100 40 60
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Les mémes difficultés ont également été rencontrées au cours de la deuxiéme expérience,
et ce malgré l'utilisation d'un autre inhibiteur de protéase, plus spécifique que le PMSF utilisé
précédemment. Les prélévements étant réalisés 8 Bouake (Cote d'Ivoire), tous les échantillons
ont pourtant été congelés i l'azote liquide et ramenés 4 Rennes (France) dans la carboglace
pour les analyses. Les analyses que nous avons ensuite effectuées sur des fractions de foie
congelées dans l'azote liquide puis décongelées, et sur du foie frais, suggérent un effet négatif
de la congélation sur les liaisons des récepteurs.

Une nouvelle mise au point des conditions d'incubation, prenant en compte les

spécificité biochimiques des tissus de tilapia, est a faire.

3.2. Expérience 1

3.2.1. Performances zootechnigues des groupes étudiés

Le taux de survie dans les bacs varie de 82 4 100%. Les plus forts taux de mortalité ont
été observés dans les 10 derniers jours de I'expérience et cela aprés le changement d'aliment.

L'analyse de la courbe de croissance (figure 22) montre une évolution pratiquement
linéaire du poids corporel en fonction de l'dge, avec cependant un léger tassement de la
croissance i la fin de l'expérience. Cette inflexion de la courbe de croissance correspond a la
période de changement d'aliment. La différence de poids vif entre chaque stade
d’échantillonnage est significative. Par contre, il n'y a pas de différence significative entre les
miles et les femelles a tous les stades analysés (de 2 g a 35-40 g). Dans la premiére classe de
poids, les femelles présentent méme un poids légérement plus élevé que les miles.

Les lots témoins, utilisés pour suivre la croissance et déterminer les périodes
d’abattage, ont eu une croissance légérement inférieure, mais non significativement, a celle des
lots expérimentaux abattus. Leur poids moyen final (25 g) est inférieur 4 la moyenne des
individus de méme age (34 g) qui n'ont pas été manipulés durant tout le cycle d'élevage.

Les analyses des « squash » gonadiques (planche III) réalisée sur les individus de la
premiére classe de poids ont révélé des gonades bien différenciées aussi bien chez les miles que

chez les femelles.
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Figure 21 : Test de liabilité de ’hormone de croissance aux récepteurs hépatiques en fonction
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Figure 22 : Evolution du poids corporel moyen au cours de I'expérimentation. Moyenne +
SEM; n =200 males + 200 femelles. La fléche indique la période de changement de Paliment.
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3.2.2. Analyses biochimiques

Les taux d'ARN et de protéines du muscle ont été mesurés sur un échantillon de 36
individus, a raison de 6 individus (3 maéles, 3 femelles) par classe de poids.

Les plus fortes quantités d'ARN, exprimées en mg/g de muscle frais, ont été observées
dans les premiéres classes (figure 23A). Elles diminuent d’une maniere générale en fonction du
poids (r = -0,87, p< 0,001) et de l'dge (r = -0,92, pﬁ 0,001). Les teneurs en ARN sont
corrélées positivement avec les charges hypophysaires en GH ( r = 0,50, p< 0,001). Il n'y a pas
de différence significative entre les males et les femelles pour les teneurs en ARN.

Les quantités de protéines totales du muscle évoluent trés peu au cours de la croissance
(figure 23b). Elles varient autour de 150 mg/g de muscle pour toutes les classes de poids. Il n'y
a pas de différence significative des teneurs en protéines entre les males et les femelles.

Le rapport ARN/protéines dans le muscle (figures 24} décroit significativement en
fonction du poids corporel (r =- 0,91, p< 0,001) et de I'dge (r = -0,95, p< 0,001). Cette
diminution en fonction du poids corporel des poissons est légérement plus importante chez les
méles que chez les femelles, mais la différence n’est pas significative. Ce rapport
ARN/protéines est corrélé positivement avec la charge hypophysaire de GH (r = 0,51, p<
0,001).

3.2.3. Evolution du statut endocrinien au cours de I'ontogeneése post-larvaire
(tableau XII)

3.2.3.1. L'hormone de croissance

3.2.3.1.1. Les niveaux hypophysaire

La charge hypophysaire en GH a été mesurée sur l'ensemble des 6 classes de poids
(figure 25A). De fortes charges (150 a 200 ng/g de poids corporel) sont obtenues chez les
individus de la premiére classe (2 4 4 g de poids corporel) avec une différence significative
(P<0,05) en faveur des males (178 ng/g pour les méles et 146 ng/g pour les femelles). Ces
charges sont significativement plus faibles (environ 50 ng/g) dans les classes 3 4 5 (8 4 32 g),
mais sont de nouveau significativement plus élevées dans la derniére classe (figure 25A). Cette
évolution de la charge hypophysaire est similaire pour les deux sexes et il n'y a pas de

différence significative entre les males et les femelles, si on excepte le premier stade.
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Figure 25: Charge hypophysaire en GH (A) et taux plasmatiques (B) en fonction des classes de
poids. Moyenne + SEM; n = nombre d’individus. Les moyennes repérées par des leftres

différentes sont significativement différentes (p<0,03).



Tableau XJ1 : Evolution des concentrations hormonales et des différences entre mailes et
femelles en fonction de I'dge. Les fléches dirigées vers le haut et vers le bas indiquent
respectivement une augmentation ou une diminution avec I’dge. Les symboles < et > signifient
inférieur ou supérieur respectivement. # : peu différent

Males + femelles Différences entre males et femelles
Charge hypophysaire en GH Q > Sdanslaclasse 1
5, 9
GH plasmatique

o > Qdans

les classes 5,6

11-cétotestostérone

d. £

dans les classes 1,2

Testostérone
d' > Q dans la classe 3

113-Hydroxyandrosténedione o > Qdanslaclasses

d' < Q dans la classe 6

Oestradiol-17p

\L I/

d' < 9 dans la classe §
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3.2.3.1.2. Les niveaux plasmatiques

De faibles taux circulants de GH sont observés dans la premiére classe de poids (figure
25B). Ces niveaux sont de ’ordre de 1 ng/ml pour les femelles et 2 ng/ml pour les miles, mais
ces différences ne sont pas significatives. Ces niveaux sont de plus en plus élevés lorsque le
poids augmentent pour atteindre 3,5 ng/ml pour les femelles et 5,5 ng/ml pour les males
(individus de la classe 5, 24 4 32 g). Les valeurs observées dans la demiére classe de poids sont
légérement plus faibles. 1l n'y a pas de différence significative entre les méles et les femelles,
excepté pour la classe de poids (24 a 32 g), ou les concentrations plasmatiques sont enviren

40% plus élevés chez les males que chez les femelles.

3.2.3.2. Les stéroides sexuels

Pour la 11-KT et la T, les niveaux plasmatiques sont significativement plus élevés dans
les premiers stades ou ils ont été recherchés (classe 2 et 3 respectivement) que dans les
suivants.

Les niveaux de 11-KT sont d'une maniére générale significativement plus importants
(p< 0,01) chez les miles que chez les femelles (figure 26A). 1ls décroissent avec ’dge. Les
différences entre les classes de poids sont significatives chez les males, et seulement pour les
derniéres classes de poids chez les femelles.

La testostérone, analysée seulement a partir de la 3éme classe de potds (poids corporel
supérieur & 8 g), est plus importante chez les femelles (3500 pg/ml) que chez les males (2000
pg/ml) de cette classe (figure 26B). Aucune différence significative n’est ensuite cbservée entre
les miles et les femelles. Les taux circulants de cette hormone diminuent également avec 1’age.
Des taux circulants de 200 pg/ml sont obtenus dans les derniers stades.

Contrairement aux deux précédents androgénes, les niveaux de 113-OHA4 sont faibles
(120 pg/ml) dans les premiéres classes de poids (figure 26C). Des valeurs significativement
différentes (300 pg/ml chez les femelles et 450 pg/ml chez les miles) sont observées chez les
individus des stades suivants. Chez les individus de la derniére classe de poids, des niveaux (20
pg/mi) trés inférieurs a ceux trouveés initialement chez les males, sont observés. Les différences
entre les méles et les femelles ne sont pas significatives, excepté chez les individus de la classe
5(24a32g).
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Figure 27 : Evolution du poids corporel au cours de I’expérience. Moyenne = SEM. n = 100.

-y
(=]
L

so{ 2 a
= 45 s
- T
s soﬁ N p b b
g"o_‘ 2C 33 az
o]
© 30
-
& 20
a

10

0

g 9 ? g 9

Groupe F50 Fi00 F75
Ration haut

70
a
—_ 60 1 X1 a
= 50 J T b 3
E 17 b ,—T—
g 40 by
S
9 g
B
O 20 -
o
10 ~
0
J ? 9 d
Groupe F50 F100 F75
Ration bas

Figure 28 : Poids corporel final dans les groupes nourris ad libitum (A) a 120 jours PF et
restreints (B) a 142 jours PF. Moyenne + SEM; n = nombre d’individus. Les moyennes

repérées par des lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05). F50

femelles dans le groupe.

% de




Mise en place de la croissance différenticlle liée au sexe 45

Le seul oestrogéne analysé est l'oestradiol-178. Les niveaux circulants sont
indétectables chez les méles sauf chez les individus de la derniére classe de poids (figure 26C).
Chez les femelles les taux sont assez faibles dans I'ensemble (300 pg/ml) et méme indétectables

dans I’avant derniére classe de poids.

3.2.3.3. Comreélation entre les différentes hormones

Sur I’ensemble de la période étudiée, les niveaux de 11-KT sont corrélés, positivement
(r=0,53, p< 0,001) avec les niveaux de testostérone chez les méles, et négativement avec ceux
de la 11B-OHA4 (r = -0,28, p< 0.001) chez les femelles. Il existe également une relation
positive entre la GH plasmatique et la 118-OHA4 (r = 0,31, p< 0,001) chez les males. Par
ailleurs la charge hypophysaire en GH est corrélée négativement avec la testostérone (r=
-0,27, p< 0,02) chez les femelles, et positivement avec l'oestradiol-178 (r = 0,43, p< 0,001)
chez les males.

3.3, Expérience II

3.3.1. Performances zootechniques

Le taux de survie a été trés élevé (environ 95%) durant toute l'expérience pour
I'ensemble des lots des deux rations alimentaires. La croissance a été faible au cours du premier
mois d'élevage en bac dans tous les groupes (cf. courbe de croissance des animaux nourris ad
libitum figure 27). Ces mauvaises croissances sont, sans doute, la conséquence directe des
faibles températures (19 a 25°C) pendant cette période. Cette phase est suivie d'une croissance
exponentielle dans tous les groupes et dans les 2 conditions d'alimentation. Les animaux
nourris ad libitum ont eu une croissance significativement plus élevée que les restreints dés 60
jours PF. Les poids corporels moyens a 142 jours PF des lots restreints sont équivalents & ceux
des lots nourris ad libitum a 120 jours (figures 28A et B).

L'abattage des animaux au moment ou une bimodalité est observée dans les groupes
F50 a bien été associé dans la cohorte & des différences de croissance significatives entre les
miles et les femelles. La différence de croissance est observée d'abord chez les animaux nourris
ad libitum (120 jours PF), avec des poids corporels moyens d'environ 35 g pour les femelles et
50 g pour les males, et ceci quel que soit le sex-ratio. Elle est apparue plus tardivement (142
jours PF) chez les animaux restreints, autour des mémes poids corporels moyens que dans les

lots nourris ad libitum.
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Figure 30 : Charges hypophysaires en GH (A) et taux plasmatiques (B) en fonction du groupe
et du niveau d’alimentation. Moyenne + SEM; n = nombre d’individus. Les moyennes repérées

par des lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05). FS0 = % de femelles
dans le groupe.



Mise en place de 1a croissance différentielle liée au sexe 46

L'analyse des poids moyens finaux (figure 28A et B) révéle des différences
significatives (p< 0,01) entre les males et les femelles quels que soient le sex-ratio du groupe et
sa ration alimentaire. Il n'y a pas de différence significative entre les males d'une part et entre
les femelles d'autre part quel que soit le sex-ratio au sein d'une méme ration alimentaire.

Le rapport ARN/protéines varie trés peu entre les différents groupes et ne
présente pas de différences significatives entre les mdles et les femelles (figure 29) pour les
poissons nourris ad libitum. Une différence significative est observée entre les monosexes

femelles nourries ad libitum et celles restreintes.

3.3.2. Analyses du statut endocrinien

Nous avons choisi d’analyser le statut endocrinien de I’ensemble des lots nourris ad
libitum et du lot monosexe femelle restreint.

La charge hypophysaire en GH, pondérée par le poids corporel (figure 30A) est
similaire dans les deux lots ayant des sex-ratios différents (F50 et F100). Il n'y a pas de
différence significative entre les mdles et les femelles. Les femelles restreintes ont par ailleurs
des charges équivalentes a celles des autres femelles nourries ad /ibitum.

Les niveaux plasmatiques de GH (figure 30B) présentent une trés grande variabilite
inter-individuelle. Il n'y a pas de différence significative entre les mailes et les femelles. Les
niveaux de GH chez les individus du groupe F100 restreintes sont significativement plus faibles
que chez les animaux du lot F100 nourries ad libitum. Les plus forts niveaux sont observés
chez les femelles du groupe F50.

Les niveaux moyens de 11-KT (figure 31A) et de E2-17B (figure 31B), sont
significativement plus importants (p< 0,01) respectivement chez les males et les femelles quel
que soit le groupe. Il n’y a pas de différences significatives d’une part entre les males et d’autre
part entre les femelles pour les deux stéroides en fonction des groupes.

Les niveaux circulants de 11B-OHA4 (figure 31C) ne présentent pas de différence
significative entre les males et les femelles. Une tendance a un plus fort niveau est observée
chez les femelles restreintes.

D'une maniére générale, les niveaux de T4 (figure 32A) sont plus importants que ceux
de T3 (figure 32B), aussi bien chez les males que chez les femelles. Une trés grande variabilité
des taux circulants des deux hormones est observée dans tous les lots. Les niveaux

plasmatiques des deux hormones sont plus élevés chez les males que chez les femelles, mais
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Tableau XIII : Corrélations significatives entre les différents paramétres. Les valeurs
représentent respectivement le coefficient de corrélation, le nombre d’individus et la
signification. A : femelles; B : males.

PC = poids corporel; T = taille; VTG = vitellogénine; GHH = charge hypophysaire en GH,
GHP = GH plasmatique; 11-KT = 11-cétotestostérone; E2 = Oestradiol-170; 118-OHA; =
11B-hydroxy-androstenedione; RGS = rapport gonado-somatique, ARN/PRO = rapport ARN
sur protéines.

A PC T
T
0.203
VTG 99
0.0436
0.262 0.214
GHH 128 128
0.0028 0.0156
GHP
11-KT
0.296
E2 122
0.0009
11p-OHA,
0.444
RGS 126
0.0000
ARN/PRO
(.0238 0.0020 0.0440
B PC T VTG GHH GHP HKT E2 11p-0HA, RGS
T
VTG
0.279
GHH 86
0.0093
GHP
11-KT
E2
11p-0HA
0.572
RGS 86 .
0.0000 0.0000 0,0036 L
-0.533 3.515 0.274 0.371
ARN/PRO 86 RE 54 86
0.0000 ©.0000 0.0452 0.0004
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cette différence n’est pas significative. Les plus faibles niveaux de T4 sont obtenus chez les
individus du groupe F100 nourries ad libitum alors que les femelles du groupe F75, du méme
taux d'alimentation, ont les plus faibles niveaux de T3. Les niveaux de T4 sont relativement
plus élevés chez les individus des deux sexes du groupe F50 comparativement a ceux du
groupe F75. Les individus du groupe F100, du niveau restreint, ont des niveaux de T3 plus

faibles que ceux du niveau haut (ad libitum).

3.2.4. Statut sexuel des animaux

L'observation des gonades (par squash gonadique et observation des gonades dans la
cavité abdominale, planches III et IV) n’a permis de détecter que trés peu d'ovocytes en
vitellogenése exogeéne. Sur les gonades de 1400 individus analysés, seules 5 femelles présentent
un début de vitellogenése. Les taux circulants de vitellogénine sont faibles chez la majorité des
femelles (figure 31D). Les plus fortes valeurs sont observées chez les femelles du groupe F100.

De faibles niveaux ont également été observés chez les méles dans tous les groupes.

3.2.5. Corrélations entre les paramétres

Des analyses de corrélations ont été effectuées sur l'ensemble des données
morphométriques et endocriniennes (tableau XIIIA et B). Une régression lin€aire est ensuite
réalisée sur les corrélations les plus significatives. Chez les femelles, des corrélations
significatives entre l'oestradiol-17P et le rapport ARN/protéines d’une part, la 113-OHA4 et la
vitellogénine d'autre part, sont observées. Chez les miles, une corrélation négative est observée
entre les charges hypophysaire en GH et le poids corporel ou la taille (longueur standard). Une
corrélation positive est observée entre la charge hypophysaire en GH et les niveaux

plasmatiques de 11-KT.

4. DISCUSSION

4.1. Contraintes et limites méthodologiques

Chez le tilapia, une difficulté majeure, dans les expériences qui nécessitent de nombreux
individus, réside dans la faible taille des pontes. De plus, le tilapia est une espéce asynchrone. 1l
faut alors procéder a des mélanges de plusieurs cohortes issues de couples différents dont les
fécondations ont eu lieu a 1 ou 2 jours d'intervalle. Les effets parentaux peuvent alors

introduire des biais notamment au niveau de la croissance. Une solution serait de féconder in
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vitro les ovules de deux femelles avec le sperme d'un seul méle et d'incuber artificiellement les
oeufs. Toutefois, une forte variabilité est observée dans les taux de mortalité lors de la phase
d'incubation des oeufs et des larves. Une amélioration de la technique doit étre préalablement
réalisée.

Une autre difficulté de ce type d'expérience réside dans les techniques
d'échantillonnage. Méme si les individus sont répartis de fagon aléatoire dans les différents lots,
des biais peuvent apparaitre tel qu'un sex-ratio hétérogéne d'un replicat a l'autre, comme nous
l'avons observé dans cette expérience. Les différences, non significatives, de croissance entre
certains replicats d'une méme classe pourraient étre expliquées par des différences de sex-
ratios.

Un des objectifs de ce travail était aussi de rechercher et de préciser les conditions et
les techniques optimales de prélévements pour les expériences futures. Des techniques de
prélévements, notamment pour la prise de sang devraient €tre mises au point pour pallier la
faible taille des veines caudales. Néanmoins, le volume de sang recueilli reste un facteur
limitant pour la seule analyse des niveaux d’une hormone.

La petite taille des gonades a nécessité le sexage par la technique du "squash
gonadique”, qui constitue un outil fiable dés lors que la différenciation est suffisamment
avancée. La prévitellogenése chez les femelles et I’apparition de lobules chez les méles ne sont
bien distinctes que vers 45-50 jours PF. Utilisée précocement, cette technique comporte alors
des possibilités d'erreurs, notamment sur les gonades insuffisamment engagées dans leur
différenciation. Les résultats obtenus peuvent étre confirmés par des coupes histologiques, qui

permettent de déterminer avec précision les stades gamétogénétiques.

4.2, Performances globales

4.2. 1. Effet de Vige

Comparativement aux précédentes expériences réalisées a la station piscicole de
Bouaké (figure 33, Baroiller et Shep, comm. pers), nous avons observé de meilleures
performances de croissance aussi bien chez les méles que les femelles. Cette bonne croissance
pourrait s'expliquer par les conditions d'élevage contrblées et des conditions favorables
d'alimentation (nature de I'aliment et mode de distribution). En effet, les animaux ont été
nourtis en continu pendant toute la photophase a l'aide de distributeurs a tapis roulant alors
que l'aliment est habituellement distribué manuellement 3 a 4 fois par jour. Des travaux ont en

effet montré que le mode de distribution de l'aliment, et notamment ’augmentation de la
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fréquence de distribution améliore les performances de croissance (Grayton et Beamish, 1977,
Luquet ef al., 1981; Fauconneau et Luquet, 1984, Boujard et Leatherland, 1992a).

De plus, les densités d'élevage (25 poissons/ m?) sont faibles et les poissons n’ont pas
été manipulés pendant la période d’élevage. Le stress lié a des péches réguliéres semble jouer
un role trés important sur la croissance des individus puisque les lots témoins, maintenus dans
les mémes conditions, mais réguliérement péchés et pesés toutes les semaines ont eu une moins
bonne croissance. Cette sensibilité au stress devrait étre prise en compte systématiquement
dans les expériences a caractére zootechnique.

Le rapport ARN/protéines est souvent utilisé pour I'évaluation du taux de croissance
(Bulow, 1987, Busacker ef al., 1990). La forte corrélation négative observée entre ce rapport
et I'évolution du poids moyen des individus traduit une baisse des capacités de synthése
protéique (Houlihan, 1991), en relation avec la diminution de la vitesse de croissance avec
l'age.

La baisse de la charge hypophysaire en GH concomitante avec 1’augmentation des
niveaux circulants de GH traduirait une maturation de I’axe somatotrope avec |’dge en relation
avec la baisse de la capacité de croissance (Donaldson ef al., 1979; Le Bail, 1988). Ceci a déja
été observé au cours de I’ontogenése dans des espéces comme la truite (Le Bail, 1988).

Une forte comélation positive entre la charge hypophysaire en GH et le taux d'ARN
d'une part, et le rapport ARN/protéines d'autre part, est observée. Des travaux ont montré chez
les mammiféres que la GH influence le taux de synthése d'ARN, ce qui augmente la capacité de
synthése des protéines, et a un effet positif sur les mécanismes de transcription (Donaldson e?
al., 1979). La capacité de synthése de la GH pourrait donc constituer un facteur limitant de la
croissance avec ’age. Toutefois, il serait intéressant d’évaluer si ce n’est pas la réceptivité
hépatique qui devient un facteur limitant avec ’dge.

Indépendamment du sexe, les niveaux circulants des androgénes, élevés dans les stades
précoces exceptés ceux de la 11B-OHA4, diminuent avec 1'dge, ce qui pourrait étre lié a la fin

de I’ontogenése gonadique et de la différenciation sexuelle.

4.2.2. Alimentation et maturation sexuelle

Les bonnes performances de croissance observées dans cette expérience semblent avoir
affect¢ I'ontogenése gonadique et la maturation sexuelle. Dans les conditions de la station de
Bouake (Cote d’Ivoire), la maturation sexuelle est généralement observée chez cette méme

espéce a partir de 12 4 15 g (Baroiller, données non publiées). D'autres travaux réalisés sur 7
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souches de la méme espéce montrent que la premiére reproduction a lieu autour de 8 g pour
les femelles précoces et de 25 g pour les tardives (Bolivar ef al., 1993). Comparativement aux
données de la littérature (Rothbard ef al, 1987; Baroiller, 1988; Nakamura et Nagahama,
1989), 'augmentation des niveaux plasmatiques des stéroides au cours de cette expérience est
plus tardive. Les résultats de I’expérience I suggérent que |’alimentation, en favorisant une
meilleure croissance, pourrait retarder la maturation sexuelle. Cependant ces résultats sont en
contradiction avec ceux de la littérature (Wee et Tuan, 1988). D'aprés ces auteurs, une
maturation précoce est observée chez les femelles nourries avec une alimentation & 42 ou 50%
de protéines par rapport a celles nourries & 35%. Au cours de notre expérience, nous avons
utilisé un aliment avec 53% de protéine.

Les interactions entre la croissance et la reproduction sont complexes chez les poissons,
mais elles démontrent souvent, comme c’est le cas chez les salmonidés, que I’accélération de la
croissance favorise une maturation précoce. Toutefois, les bonnes performances de croissance
que nous avons observées pourraient résulter simplement d’une meilleure croissance des
femelles dont la maturation serait tardive. En effet, les travaux de Bolivar et al. (1993)
montrent chez le tilapia que les femelles & maturation tardive ont un meilleur taux de croissance
que les femelles précoces.

Les résultats de ’expérience I suggérent que le taux d'alimentation pourrait retarder
l'ontogenése gonadique et la gamétogenése chez Oreochromis niloticus, contrairement & ce qui
existe dans la littérature chez les mammiféres. L’expérience II a donc cherché a approfondir le
role de V'alimentation, en comparant une alimentation ad /ibitum i une alimentation restreinte
(utilisation normale).

L'analyse des gonades, au moment ou une différence de croissance significative entre
les males et les femelles est installée, n'a révélé aucune femelle en vitellogenése. Ces
observations sont confirmées par les niveaux de vitellogenine qui sont trés faibles chez la
majorité des femelles (4,5 pg/ml), comparativement aux taux circulants observés chez les
femelles matures (20 mg/ml; Tacon, 1995). De plus, les taux d’E2-17p, principale hormone
induisant la synthése de la vitellogenine dans le foie, sont encore trés faibles (1,5 ng/ml) par
rapport a ceux de femelles matures (5 a 25 ng/ml; Tacon, 1995). Ces résultats corroborent les
effets de la ration alimentaire sur la gamétogenése suspectés lors de I’expérience I. Cependant,
I’analyse des gonades montre que les individus nourrs ad /ibitum sont a des stades sexuels plus
avancés que les individus restreints, ce qui suggeére qu’a partir d’une certain niveau

d’alimentation, c’est la croissance qui détermine prioritairement le statut sexuel.
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4.2.3. Alimentation et croissance

Deux niveaux d’alimentation: ad libitum et restreint ont été appliqués. Le niveau ad
libitum est en faite supérieur & la consommation volontaire pour s’assurer que tous les
poissons s’alimentent a satiété. Le niveau restreint est donc proche de ’ad libitum les animaux
ont probablement pu compenser leur ration alimentaire par la production primaire dans les bacs
d'élevage.

Quel que soit le niveau d’alimentation, nous avons observé de bonnes performances de
croissance et les différences de croissance entre les deux niveaux sont faibles bien que
significatives. Dans cette expérience, il est montré clairement que la restriction alimentaire
n’accélére pas 1’apparition du différentiel de croissance mais la retarde. En effet, la différence
de croissance entre les males et les femelles est apparue plus tardivement dans les groupes
restreints que chez les groupes nourris ad libitum. 1.a croissance différentielle pourrait donc
résulter d’un €quilibre entre la quantité totale d’énergie disponible pour les besoins de maintien
et celle destinée 2 la reproduction et 4 la croissance.

La charge hypophysaire en GH n’est pas affectée par la ration alimentaire. Par contre,
les niveaux circulants sont plus faibles chez les monosexes femelles restreintes que chez les
individus nourris ad /ibitum. La ration alimentaire pourrait donc intervenir dans la régulation
de la libération de "hormone de croissance dans le sang. Cette relation entre le niveau
d’alimentation et les taux circulants de GH a ét¢ observée au cours d’autres expériences
(Toguyéni er al, 1996a) et pourrait s’expliquer par une diminution de la réceptivité des
récepteurs & la GH.

La ration alimentaire ne semble pas affecter directement les niveaux circulants des
hormones stéroidiennes, puisqu’aucune différence n’est observée entre les femelles restreintes
et celles nourries ad /ibitum. Cependant, une influence plus tardive, liée 4 la reproduction

particulierement chez les femelles, n’est pas a exclure.

4.2.4. Sex-ratio et croissance

L'analyse des performances de croissance en fonction du sex-ratio révéle une tendance
a une croissance plus faible des miles comme des femelles du groupe F75 par rapport aux
animaux du groupe F50. Cette tendance est observée pour les deux rations alimentaires et les
différences entre les deux groupes sont pratiquement identiques. Cette différence de croissance

pourrait étre liée a l'existence d'interactions sociales différentes entre les 2 types de lots
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comme cela a €té observe chez le tilapia (Koebele, 1985; Volpato et al., 1989). Les travaux de
Volpato ef al. (1989) démontrent en effet l'existence d’interactions ayant des conséquences sur
la croissance au sein des groupes de tilapia, indépendamment du sexe. Nos travaux montrent
donc que le sex-ratio d'un groupe ou le mélange de cohortes différentes, a travers des
interactions sociales, peut affecter positivement ou négativement la croissance de l'ensemble
des groupes. Ces interactions affectent négativement la croissance aussi bien des maéles que
des femelles. La croissance des femelles est variable en lot F50 dans les deux régimes, tout
étant plus faible que celle des males. Ces résultats semblent suggérer que ce ne sont pas les
interactions sociales qui seraient déterminantes dans la différence de croissance entre les méles

et les femelles.

4.3, Période d’apparition de 1a différence de croissance liée au sexe

L'analyse de !'évolution du poids corporel par sexe révéle une tendance, non
significative, a une meilleure croissance des femelles dans la premiére classe de poids (poids
corporel inférieur 4 4 g). Cette tendance résulte de la présence d’individus de grande taille
(tétes de lots) qui sont essentiellement des femelles. Ceci a déja été observé dans d'autres
expériences réalisées sur la méme espéce (Baroiller, données non publiées). A ce stade (54
jours PF) la différenciation ovocytaire se met en place chez les futures femelles (Rothbard et
al., 1987, Baroiller, 1988), ce qui pourrait étre associé a une phase d’anabolisme. Ceci est
conforté par ies niveaux circulants de testostérone qui sont plus importants chez les femelles
que chez les miles. Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature (Rothbard et al,
1987; Baroiller, 1988). Or de nombreux travaux ont montré que la 17a-méthyltestostérone,
une hormone de synthése analogue de la testostérone, utilisée en inversion hormonale du sexe
avait dimportants effets anabolisants (Guerrero, 1975; Fagerlund et McBride, 1975;
Yamazaki, 1976; Fagerlund ef al,, 1978; Ufodike et Madu, 1986). Ces différences de statut
stéroidiens pourraient expliquer cette tendance a une croissance plus importante des femelles.

Aprés les premiers stades et jusqu'a la fin de la premiére expérience nous n'avons pas
observé de différence significative de croissance entre les méles et les femelles. Elle est par
contre observée, au cours de la deuxiéme expérience, sur des animaux de 35 g de poids
corporel pour les femelles et 45-50 g pour les miles, sous dépendance de la ration alimentaire.
En effet, les groupes du régime restreint dont la croissance est inférieure 4 celle des animaux
nourris ad libitum, présentent une différence de croissance entre les males et les femelles plus

tardive (142 jours PF au lieu de 120 jours), mais a des poids corporels identiques.
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Ces résultats suggérent par ailleurs que ’apparition d’une différence de croissance
significative entre les miles et les femelles pourrait étre retardée par une meilleure croissance
des individus. En effet, la différence de croissance liée au sexe, habituellement observée dans
les conditions de la station piscicole de Bouaké autour de 12 4 20 g de poids corporel
(Baroiller et Shep, données non publiées), n’était pas établie a 30g dans nos conditions, au
cours de la premiére expérience. Ces résultats semblent indiquer que la différence de croissance
entre les miles et les femelles, dans des conditions d’alimentation et de croissance favorables,
serait étroitement lié au poids corpore! des individus.

Nos résultats montrent, en outre, que la différence de croissance entre les males et les
femelles chez Oreochromis niloticus n’existe pas dans les phases précoces. Les «squash »
gonadiques, réalisés chez les animaux de la classe 1, ont révélé des gonades bien différenciées,
¢e qui démontre que la différence de croissance entre les miles et les femelles se met en place
aprés la différenciation sexuelle.

Enfin, dans I’expérience II, la bimodalité est apparue un peu plus tardivement dans les
groupes F75 qui se caractérisent par des performances de croissance plus faibles par rapport
aux groupes F50. Ces résultats suggérent que le sex-ratic d’un groupe peut affecter
négativement la croissance aussi bien des mailes que des femelles, probablement a travers les
interactions sociales, entre autre la compétition alimentaire comme cela a été montré chez
d’autres espéces (Jobling, 1985; Koebele, 1985).

4.4. Déterminisme endocrinien de la différence de croissance liée au sexe

Au cours des deux expériences, nous avons observé d’une part des charges
hypophysaire en GH plus élevées dans les phases précoces (classe 1 de I’expérience I) chez les
méles que chez les femelles, et d’autre part une corrélation positive, en particulier chez les
males, entre les charges hypophysaires en GH et la 11-KT, qui est significativement plus élevée
chez les miles que chez les femelles. La mise en place du déterminisme de la croissance
différentielle pourrait peut étre passer (au moins en partie) par ces charges précoces en GH a
travers une régulation positive par la 11-KT, I’expression de la différence de croissance
n’apparaissant que plus tard. De plus, les niveaux plasmatiques de GH sont plus élevés,
significativement ou non, chez les males que chez les femelles a la fin de ’expérience . Ces
différences de taux circulants dans les phases précédant la visualisation d’une différence de

croissance significative entre les miles et les femelles, confortent cette hypothése d’une
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implication précoce possible de la GH dans le déterminisme de la croissance différentielle lie
au sexe.

Par ailleurs, les niveaux circulants de GH sont corrélés positivement chez les miles
mais pas chez les femelles avec la 113-OHA4, un androgéne spécifique du male. Ces relations
entre I'hormone de croissance et des androgénes connus pour leurs effets anabolisants,
pourraient témoigner d’une régulation hormonale, dont le mécanisme reste a étre analysé, de la
différence de croissance entre les males et les femelles, ce mécanisme permettant une capacité
de croissance plus forte chez les méles que chez les femelles. Des travaux ont en effet montré
une action des stéroides sexuels sur la synthése et la sécrétion de GnRH (Breton et Sambroni,
1996) qui lui méme stimule ia libération de GH (Marchant ef al., 1989).

Chez les femelles, une corrélation négative entre la GH hypophysaire et la testostérone
est observée et pourrait constituer un autre élément de régulation négative de la différence de
croissance liée au sexe.

La combinaison de ces types de régulation, positive chez les méles et négative chez les
femelles, pourrait correspondre a4 la sexualisation des régulations hormonales de la croissance
a |’origine de I’installation de la différence de croissance entre les miles et les femelles.

L'analyse des niveaux circulants des hormones stéroidiennes révéle un statut stéroidien
normal, la 11-KT étant plus élevée chez les males et 'E2-17p chez les femelles.

Chez les femelles, I'oestradiol-17[3 est corrélée positivement avec le poids corporel et
une forte corrélation positive est également observée entre les taux plasmatiques d’E2-17f3 et
de vitellogenine. Cette relation traduit certainement l'entrée en vitellogenése des gonades
femelles. Elle est également associée a une relation négative entre l'oestradiol-17p et le rapport
ARN/protéines dans le muscle. Des travaux ont montré que la mobilisation des acides aminés
pour la synthese de la vitellogénine dans le foie se fait aux dépens de la synthése protéique dans
le muscle (Olin et von der Decken, 1987; Waters et von der Decken, 1989) et coincide avec la
période de forts niveaux circulants de ’'E2-17B. Ceci pourrait révéler une autre régulation
négative impliquée dans le déterminisme de la croissance différentielle entre les miles et les
femelles.

L’analyse du statut des hormones thyroidiennes ne révéle aucune différence
significative entre les males et les femelles en ce qui concerne les niveaux de T4 bien qu'il
existe une tendance a de plus forts niveaux chez les méles. Cette hormone ne présente pas de
corrélation significative ni avec le poids corporel, ni avec le rapport ARN/protéines, un

estimateur de la croissance instantanée, ce qui est en accord avec le fait que la T4 n’est pas la
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forme active. Cette hormone, principale production de la thyroide, est considérée plutot
comme un précurseur de la T3. Une corrélation positive est en effet observée entre les niveaux
plasmatique de T4 et de T3. Les taux circulants de T3 ne sont pas non plus significativement
différents entre les méles et les femelles. Toutefois, le dosage des hormones thyroidiennes a été
réalisé, pour cette expérience, uniquement sur des animaux pour lesquels du plasma restait
disponible apres les dosages des autres hormones. D'autres études sont donc nécessaires pour
analyser le rGle de ces hormones au cours de la croissance chez le tilapia et en particulier dans

le processus de mise en place de la différence de croissance liée au sexe.

5. CONCLUSION

Les résultats obtenus au cours de cette expérience s’accordent avec 1'hypothese d'un
effet de la ration alimentaire sur la gamétogenése. Cependant, en 1’absence d’un lot reellement
restreint, cet effet n’est pas clairement démontré.

Au cours de Uexpérience I, des différences de niveaux hormonaux trés précoces (classe
1, expérience I) sont observées entre les males et les femelles (charge hypophysaire en GH et
taux plasmatiques de 11-KT plus élevés chez les miles que chez les femelles). Or 4 un stade
plus avancé, dans I’expérience I, une corrélation positive est observée chez les miles entre les
charges hypophysaires en GH et les taux plasmatiques de 11-KT. Ce phénomeéne est peut étre
un élément important de la mise en place de la croissance différentielle liée au sexe.

Plus tard, sur des animaux de poids corporel supérieur a 4 g (expériences I et II), nous
n’observons plus de différence sexuelle pour les charges hypophysaires en GH. Par contre les
niveaux plasmatiques de GH sont soit plus élevés chez les miles (expérience I, classe 24 a 32
g), soit au contraire plus faibles (expérience II). Ceci confirme que la mesure (du moins
ponctuelle) de la GH plasmatique n’est pas toujours un bon critére de croissance.

Pour un groupe F50, les courbes de croissance, aussi bien pour I’expérience I et pour
'expérience II, des méles et des femelles commencent a diverger a partir d’une trentaine de
grammes, période ol la maturation sexuelle n’est que peu ou pas engagée, ce qui indique que
la croissance différentielle n’est pas liée uniquement a une mobilisation d’énergie importante
pour le développement ovarien.

Malgré les réserves faites sur I'utilisation de la GH plasmatique dans I'interprétation des
régulations de la croissance, il faut noter que dans cette période d’un début d’expression de la

croissance différentielle, les niveaux plasmatiques de GH sont environ 40% plus élevés chez les
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males (expérience I) que chez les femelles. C’est aussi un moment ou la 11B-OHA4 est 2 fois
plus élevée chez le male que chez la femelle (expérience I). Or il existe une corrélation positive
entre la GH plasmatique et la 113-OHA4 chez les males (expérience I). On peut donc imaginer
une régulation en 2 phases : une charge hypophysaire précoce plus élevée chez le mile (avant
Papparition de 1a croissance différentielle), puis une stimulation de la libération de la GH au
moment de la mise en place de I’expression de la croissance différentielle.

Plus tard, au début de U'entrée en maturation sexuelle (expérience 1), les différences de
niveaux de 11B-OHA4 entre les méles et les femelles ne sont plus détectables. La différence
persiste pour la 11-KT, et s’affirme pour Poestradiol-17P. 1l pourrait alors intervenir une
régulation négative directe sur la synthése protéique {(corrélation négative entre I’E2-17f et le
rapport ARN/protéines, expérience I). A cela s’ajouterait également le coit énergétique de la
vitellogenése pour les femelles. En effet, les femelles du groupe F100 ont les plus faibles poids
corporels et les taux de vitellogénine les plus élevés pour des concentrations d’oestradiol-17(
comparables aux femelles des autres groupes.

Le sex-ratio semble également influencer la croissance aussi bien des males que des
femelles, probablement & travers des interactions sociales qui pourraient affecter Ia
consommation et la physiologie générale des individus en groupe. Le comportement
alimentaire et I’influence des interactions sur la mise en place de la différence de croissance liée

au sexe seront analysés plus spécifiquement dans les prochains chapitres.



CHAPITRE IV
CARACTERISATION DE LA CROISSANCE
DIFFERENTIELLE LIEE AU SEXE
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1. INTRODUCTION

L’objectif du travail décrit dans ce chapitre est de caractériser la différence de
croissance entre les méles et les femelles du point de vue de la croissance relative des
différentes zones corporelles, de la croissance musculaire et du métabolisme protéique en
relation avec la croissance.

Jusqu’a présent, les analyses morphologiques ont été orientées vers le sexage. Elles ont
révélé un dimorphisme au niveau de la papille urogénitale (2 fentes chez la femelle et une chez
le méle, planche II), des nageoires pelviennes (atteignant I’anus chez le méle et non chez la
femelle) et des nageoires dorsale et anale (arrondies chez la femelle et pointues chez le male)
(Chervinski, 1965; 1983, Oliveira et Almada, 1995). La premiére partie de ce chapitre, réalisée
sur les animaux de I'expérience III (cf. chapitre IV), vise a une analyse plus systématique de la
conformation extérieure des maéles et des femelles, et a rechercher des paramétres discriminants
les deux sexes en relation avec la différence de croissance.

La deuxiéme partie de ce chapitre, réalisée sur les animaux de I’expénience VIII (cf.
chapitre VIII), vise 4 étudier les caractéristiques des tissus musculaires a travers une analyse de
la distribution de la taille des fibres du muscle rouge et du muscle blanc. Les caractéristiques
des muscles squelettiques ont été décrites chez la plupart des téléostéens d’intérét aquacole et
halieutique, mais, 4 notre connaissance, aucune étude de ce type n’a été réalisée chez le tilapia.
La croissance post-natale du muscle squelettique des poissons présente la particularité d’étre le
résultat d’une augmentation de la taille des fibres (hypertrophie) mais aussi d’une augmentation
du nombre de fibres (hyperplasie). L’analyse de la contribution de ces deux types de croissance
chez les especes 4 faible et 4 fort taux de croissance suggérent que les forts taux de croissance
sont fonction du taux de recrutement de nouvelles fibres plus que de la capacité
d’augmentation de la taille des fibres. I s’agissait donc, dans notre travail, d’examiner si la
différence de croissance entre les males et les femelles pouvait étre associée a une différence
dans la croissance hyperplasique et/ou hypertrophique entre les deux sexes.

La recherche de différence de croissance précoce entre les males et les femelles nous a
amené a mettre en oeuvre, dans I’expérience I, une analyse de I’état de différenciation (profil
€lectrophorétique des chaines légéres de la myosineg) du muscle blanc. La croissance est
associ¢e & une stimulation du métabolisme protéique dans les tissus participants a la croissance
(muscle, os) et particuliérement dans des structures dont le dépét de protéines sert de soutien

au dépdt de minéraux (otolithes, écailles).
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La myosine, protéine la plus abondante des protéines myofibrillaires, est une molécule
hexanumérique, formée de deux chaines lourdes ( Heavy chain, HC) et de deux paires de
chaines légéres (Light chain, L.C), dont une phosphorylable et I'autre alcaline. Dans le muscle,
il exaste 3 classes de chaines légéres (1.C1, L.C2, LC3). Ces différentes chaines légéres sont de
type rapide (fast, f) dans le muscle blanc et lent (slow, s} dans le muscle rouge. Les
caractéristiques des protéines myofibrillaires évoluent en fonction de 1'dge et le rapport de la
LC3f/LCIf dans le muscle varie au cours du développement et traduit 1'état de maturation du
muscle.

Enfin, nous avons analysé, dans ’expérience II, la synthése des protéines dans les
écaifies a travers 1'incorporation de la glycine marquée au **C. Chez fes poissons, une forte
corrélation positive est en effet observée entre la croissance et la concentration d’ARN d’une
part, et d’autre part le taux de synthése protéique dans le muscle blanc (Bulow, 1987;
Fauconneau et al., 1990). Le rapport ARN/protéines qui traduit le taux de synthése de
protéines du muscle blanc est donc souvent utilisé comme un index du taux de croissance,
L’analyse de ce ratio au cours des précédentes expeériences n’a pas révélé de différence
significative entre les maéles et les femelles. Il apparaissait intéressant d’analyser I’activité de
synthése protéique dans les écailies. Chez plusieurs espéces de téléostéens, une forte
corrélation est en effet observée entre le taux de croissance et I'incorporation de la glycine
dans les écailles (Ottaway et Simkiss, 1979; Adelman, 1980; Smith, 1986). La glycine est le
principal acide aminé du collagéne (1/3) et de l'ichtylepédine qui représentent 1’essentiel des
protéines structurales des écailles (Seshaiya er al, 1963; Ottaway et Simkiss, 1977).
L’incorporation de la glycine-marquée dans les écailles est donc utilisée comme un index de la
croissance instantanée du poisson (Ottaway, 1978). Cette technique pourrait permetire en

outre une détection précoce des différences de croissance entre les males et les femelles.

2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

2.1, Analyse de la conformation

L’étude de la conformation a été réalisée sur une vingtaine d’individus de chaque sexe
de P'expérience III (cf. liste des expériences). Le poids corporel moyen est de 60 g pour les
males et de 40 g pour les femelles.

Certaines grandeurs remarquables (surfaces, longueurs, hauteurs) sont calculées a I’aide

du logiciel « Emmanuelle ». Une analyse en composante principale est réalisée a I’aide d’un
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logiciel statistique SPADN pour visualiser les grands traits de la morphologie globale. Des
analyses discriminantes sont ensuite réalisées, sur les variables présentant des différences
significatives (analyse de variance) entre les deux sexes a ’aide du méme logiciel statistique,

afin de déterminer les paramétres qui discriminent le plus les méles et les femelles.

2.2, Structure histologique du muscle

Les échantillons de muscle sont prélevés sur les individus des lots témoins et implantés
par un bloqueur de synthése de I’oestradiol-17p (ATD, cf. expérience VIII), Une partie des
animaux de cette expérience sont supplémentés soit en tamoxiféne, soit en ATD a travers des
implants Silastic, 4 une dose de 50 ug/g et 3 pug/g de poids corporel respectivement.Le poids
corporel moyen est de 250g pour les méles et de 200g pour les femelles,

Des tranches de muscle de 5 mm d’épaisseur, prélevées a I'arriére de la nageoire
dorsale et au dessus de la ligne latérale, sont fixées dans le liquide de Bouin-Hollande pendant
72 heures, puis déshydratées et inclues dans la paraffine. Des coupes transversales de 10
microns sont réalisées sur chaque échantillon (voir chapitre II, paragraphe 9) et montées entre
lame et lamelle. Les lames observées au microscope et des champs représentatifs de chaque
type de muscle sont photographiés. Les diapositives sont ensuite projetées sur une table a
digitaliser et les diametres de 100 fibres par échantillon et par type de muscle sont enregistrés
sur un micro-ordinateur.

La distribution des fréquences de tailles de fibres est ensuite calculée pour chaque

individu et une moyenne par classe de taille de fibres est réalisée pour chaque sexe.

2.3, Analyse biochimique du muscle

Les analyses ont été réalisées sur les echantillons de muscle prélevés au cours de
I’expérience 1.
Les protéines myofibrillaires sont séparées par électrophorése sur un gel de
polyacrylamide (15%) en présence de SDS (2%). Les gels ont ensuite été analysés par un
logiciel de traitement d’image (cf.. chapitre IT). |

2.4. Incorporation de la [[“C]-Glycine dans les écailles

L’analyse de la cinétique d’incorporation de la glycine marquée au *C dans les écailles
est effectuée sur une partie des poissons de 1’expérience 1. Le poids corporel moyen est de

50g pour les males et de 40g pour les femelles.



Tableau XIV : Comparaison des différents paramétres de conformations (moyenne, écart-type)
entre les miles et les femelles. Les différences sont testées par le test t de Student. Les différentes
grandeurs de surface, de longueur et de hauteur ont été pondérées par la longueur totale. Les
moyennes ont été arrondies au chiffre supérieur ou infédeur. (* = 5% ; ** = 1%, *** =0,1%)

Variables Miles Femelles Signification des
{n=19) {n=24) différences male/femelle

Poids corporel 66,352 + 17,124 | 41,866 £ 11,022 | ***
Longueur totale 14,395+ 0,831 | 12,883 11,148 |***
- Coefficient de condition (K) 2,186 + 0,288 1,935+ 0,222 |**
Surface totale 0,453 £ 0,014 0,437 £ 0,006 |***
Surface carcasse 0,417 £0,013 0,400 + 0,007 |***
Surface téte 0,177 + 0,009 0,172 £0,006 |*
Surface viscérale 0,254 £ 0,011 0,236 + 0,009 | ***
Surface viscérale postérieure 0,188 £ 0,011 0,176 £ 0,008 |[***
Surface viscérale antérieure 0,169 £ 0,012 0,156 £ 0,008 [***
Surface musculaire totale 0,331 £0,013 0,324 £ 0,008
Surface musculaire dorsale antérieure 0,191 1 0,008 0,185+ 0,006 |*
Surface musculaire dorsale postérieure 0,223 £ 0,013 0,221+ 0,008

| Surface musculaire ventrale postérieure 0,153 £0,011 0,149 £0,012

| Surface anténicure 0,320+ 0,012 0,308 + 0,005 |***
| Surface postérieure 0,318+ 0,010 | 0,309+0,006 |***
| Longueur téte 0,260+ 0,017 | 0,254 £ 0,009
Longueur machoire 0,048 1 0,006 0,050 £ 0,006

| Longueur antérieure 0,435+0,009 | 0,427£0,010 |*
Longueur postérieure sans nageoire caudale | 0,427 + 0,008 0,420+ 0,008 |**
Longueur standard 0,862 + 0,015 0,847+ 0,017 |**
Longueur sans téte et sans nageoire candale | 0,603 +0,015 0,593 + 0,018
Longueur antérieure sans téte 0,175 £ 0,013 0,172+ 0,014
Longueur postérieure 0,565 £ 0,009 0,573+ 0,010 |*
Hauteur 1 (Hauteur pédoncule caudal) 0,139 + 0,006 0,136 + 0,006

| Hauteur 11 (diagonale zone caudale) 0,093 £ 0,010 0,092 +£0,012

| Hauteur 12 (diagonale zone caudale 0,159+0,009 | 0,154+0,008 |[*
Hauteur 2 (hauteur fin nageoire dorsale) 0,165+ 0010 0,159+ 0,013
Hauteur 21 (diag. zone fin nageoire dorsalel | 0,164 + 0,009 0,165 £ 0,009
Hauteur 22 (diag. zone fin nageoire dorsale2 | 0,261 + 0,014 0,254 £ 0,012
Hauteur 3 (hauteur milieu nageoire dorsale 0,296 + 0,008 0,280 £ 0,010 |***
Hauteur 31 (diag. milieu nageoire dorsale 1) | 0,295 £ 0,018 0,280 £ 0,010 |***
Hauteur 32 (diag. milieu nageoire dorsale 2) | 0,397+0,024 | 038140010 |**
Hauteur 4 (hauteur début nageoire dorsale) 0,336 £ 0,021 0,315+ 0,010 |***
Hauteur 41 (diag. début nageoire dorsale 1) | 0374 +0,016 | 0,351+0,011 |***
Hauteur 42 (diag. début nageoire dorsale 2) | 0,337 0,022 0,315+£0,013 |[***
Hauteur 43 (diag. début nageoire dorsale 3) | 0,407 +0,014 0,3890+0,010 [***
Hauteur 5 (hauteur début nageoire dorsale) | 0,319 1 0,020 0,295+ 0,009 |***
Hauteur 6 (hauteur téte) 0,249+ 0,013 0,238 £ 0,006 |***
Demu hauteur 41 (demi hauteur musculaire) | 0,174 + 0,013 0,168 £ 0,011

Demi hauteur 42 (demi hauteur viscérale) 0,163 10,016 | 0,147+£0,012 |***
Demi hauteur 31 (demt hauteur musculaire) | 0,139 +£0,016 0,140 £ 0,011

@emi hauteur 32 (demi hauteur viscérale) 0,154 40,011 0,140+ 0,012 |***
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Les prélévements d’écailles sont réalisés le matin 4 8 heures sur une dizaine d’individus
de chaque sexe dans les groupes mixtes, nourris ad libitum ou restreints. 4 échantillons de 3
écailles sont prélevés dans la partie antérieure du poisson, derriére I’opercule. IIs sont ensuite
incubés pendant quatre durées différentes: 1, 2, 3 ou 6 heures. L’incorporation est arrétée par
un ringage des écailles dans une solution saline (NaCl 9 g/1).

La radioactivité incorporée dans les écailles est mesurée par comptage en scintillation
liquide (compteur béta) aprés dissolution des écailles et les protéines totales par la technique au
Folin.

3. RESULTATS
3.1. Analyse de la conformation

Sur I’ensemble des grandeurs morphologiques mesurées et pondérées par la longueur
totale (tableau XIV), 28 sont significativement différentes (p<0,05) entre les males et les
femelles. Sur le plan morphologique, les miles présentent un coefficient de condition plus
important, qui peut étre relié & un développement plus important des surfaces et des hauteurs
viscérales par rapport aux femelles. Des différences entre les sexes sont également observées
pour les principales hauteurs : téte (H6), début (H5), milieu (H4) et fin (H3) de la nageoire
dorsale mais pas pour les hauteurs du pédoncule caudal.

L’analyse discriminante & deux groupes, effectuée sur la totalité des parametres, permet
d’identifier 95% des males et 100% des femelles (tableau XV; figure 34). Les analyses
réalisées en utilisant différentes combinaisons des variables les plus significativement différentes

offrent des pourcentages plus faibles de distinction entre les deux sexes (tableau XV).

3.2, Analyse histologique du muscle

L’analyse des coupes histologiques montre que les trois types de muscles (le muscle
rouge périphérique, le muscle intermédiaire et le muscle blanc profond) qui constituent le
muscle squelettique ne sont pas séparés anatomiquement au sein de chaque myomére. Le
muscle rouge est en continuum avec le muscle blanc (planche IV). Nous avons analysé plus
spécifiquement le muscle rouge et le muscle blanc.

Le muscle rouge situé juste sous la peau est constitué¢ de fibres de taile assez
homogene. Le diamétre des fibres varie entre 6 et 29 microns. La distribution des diamétres

des fibres suit approximativement une loi normale (figure 35a). Il n’y a pas de différence



Tableau XIV : Efficacité de la discrimination entre miles et femelles de tilapia de poids
corporel moyen 50 g : pourcentage des individus bien classés en fonction des différentes
combinaisons de paramétres.

Variables Groupe mile Groupe femelle
Ensemble des paramétres 94,7 100

al, al8, a25, a40- 68,4 91,7

al, al9, a25, a40 73,7 83,3

al8, a25, a31, a40 73,7 91,7

al9, a25, a3, ad0 78,9 87,5

al, al8 al9, a25, a31, a40 73,7 91,7




— — —

Planche V : Coupe transversale du muscle rouge (R) et du muscle blanc (B) d’ Oreochromis
niloticus sur des individus de 200 g de poids corporel. Fixation au carnoy ; coloration par le
trichrome de Masson, variant Golner , coupe 10u. Grossissement microscope 20 x.

(Photo Toguyéni et Cauty).
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Figure 34 : Distribution des individus méles et femelles en fonction des valeurs de la
fonction discriminante.

A : lensemble des paramétres

B : paramétres al, al8, a25, a40

C : paramétres al8, a25, a31, a40
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individus par sexe.
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significative de tailles de fibres entre les males et les femelles. Toutefois, une tendance a un
plus grand nombre de fibres dans la classe centrale est observée chez les femelles.

Le muscle blanc est constitué de fibres de plus grand diamétre et est plus hétérogéne
que dans le muscle rouge. Les diamétres des fibres varient de 10 a 120 microns, mais la
majeure partie des fibres a un diamétre inférieur & 60 microns (figure 35b). Il n’y a pas de
différences significatives de taille des fibres entre les miles et les femelles. Les méles ont un
plus grand nombre de fibres de petite taille par rapport aux femelles, mais la différence n’est

pas significative.

3.3. Analyses biochimiques du muscle

Les teneurs en protéines myofibrillaires sont plus faibles que les teneurs en protéines
totales. Elles représentent en moyenne 90% des protéines totales. Cette teneur augmente avec
l'dge (r = 0,38, p< 0,02) et est corrélée négativement avec la teneur en ARN (r = -0,50, p<
0,001). Il n'y a pas de différence significative entre les males et les femelles pour la teneur en
protéines myofibrillaires.

Chez les jeunes poissons pour lesquels nous avons prélevé l'ensemble de la
musculature, les chaines légéres de la myosine (LClfast, LC2f, LC3f) caractéristiques du
muscle blanc sont contaminées par les chaines légéres du muscle rouge (LC2slow, figure 36).
Le rapport LC3f/LC1f n'évolue pas de maniére significative en fonction de I'dge des poissons.
Par contre, des dédoublements de certaines chaines légéres LC3f et LC1f sont observés chez

certains individus.
3.4. Incorporation de la [*C]-Glycine dans les écailles

La radioactivité incorporée au cours de la premiére heure d’incubation des écailles est
élevée (figure 37). L’incorporation augmente et se poursuit ensuite a un taux plus faible, pour
atteindre un plateau au bout de 3 heures d’incubation.

Les quantités de glycine radioactive incorporées, exprimées en finol/mg de protéines ou
d’ écaille sont significativement plus élevées chez les animaux nourris ad libitum (figure 37A et
37B) que chez les restreints (figure 37C et D),

Il n’y pas de différence significative entre les miles et les femelles. Cependant une
tendance & des capacités d’incorporation plus importantes chez les femelles est observée chez

les animaux nourris ad libitum, principalement a partir de la troisiéme heure (figure 37A et B).
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Chez les animaux restreints, les quantités incorporées par mg d’écaille sont plus élevées chez

les miéles a tous les temps d’incubation (figure 37D).

4. DISCUSSION

4.1. Analyses de la conformation globale et structure musculaire

L’analyse des données de la conformation montre que la morphologie externe est
relativement conservée entre les maéles et les femelles malgré les différences significatives de
croissance en poids et en longueur entre les deux sexes. Comme cela est demontré chez
d’autres espéces de téléostéens (Le Bail, 1981; Saillant, 1994), des différences de croissance de
la téte sont observées. Des travaux ont montré chez Oreochromis mossambicus un
développement plus important de la cavité buccale des femelles et des os de la machoire des
males (Chervinski, 1983). Ces différences de croissance de la téte peuvent étre considérées
comme des caractéres sexuels secondaires. Nous n’avons pas analysé finement ces paramétres,
mais les différences observées dans notre échantillon portent plus sur la croissance en hauteur
de la téte, qui est plus importante chez les méles que chez les femelles, que sur la croissance en
longueur.

Deux autres caractéristiques de la conformation sont significativement différentes entre
les méles et les femelles. D’une part I’allongement des males est plus important comparé a celui
des femelles, surtout dans la partie postérieure (2 partir de la nageoire dorsale). Cette
modification du pédoncule caudal a été suspectée dans une autre étude récente sur la
conformation du tilapia (Oliveira et Almada, 1995). Elle est peut étre associée a ’activité de
nage plus importante chez les méles que chez les femelles. D’autre part, des hauteurs
corporelles plus grandes sont observées chez les miles dans la partie antérieure (derriére la téte
et au niveau du début et du milieu de la nageoire dorsale), mais pas dans la partie caudale. Ces
hauteurs plus importantes sont associées 4 une augmentation des grandeurs de la zone
viscérale (surface et demi-hauteur), mais pas dans la zone musculaire, ainsi qu’a un coefficient
de condition plus fort. De telles différences de morphologie n’ont pas été rapportées par les
autres études réalisées sur le tilapia qui montrent, qu’exceptés certains critéres méristiques, il
existe peu de différences de grandeurs morphologiques sauf I’épaisseur, qui est plus importante
chez les miles que chez les femelles. Notre étude met donc en évidence, pour la premiére fois,
une modification du profil viscéral associée a un allongement de la zone postérieure chez les

males comparés aux femelles.
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Cette modification des conformations permet de distinguer globalement plus de 90%
des individus des deux sexes par une fonction discriminante utilisant I’ensemble des paramétres
étudiés. Une analyse sur des combinaisons de parameétres restreints ne permet pas de
discriminer les deux sexes de maniére aussi efficace. Les individus mal classés ne sont pas
toujours les mémes, ce qui laisse penser qu'une combinaison des fonctions discriminantes
testées permettrait d’obtenir un résultat satisfaisant.

Le muscle squelettique du tilapia présente une organisation particuliére au sein du
myomere qui n’a jamais été décrite chez les téléostéens. En effet, il n’existe pas de séparation
anatomique entre les fibres situées a la périphérie constituant classiquement le muscle rouge et
les fibres plus profondes constituant le muscle blanc. Cette structure est retrouvée
systématiquement sur tous les individus étudiés, ce qui démontre qu’elle n’est pas le résultat
d’un artefact méthodologique. Cette distinction entre les caractéristiques des fibres
superficielles et profondes devrait toutefois étre confirmée par une étude histoimmunologique
avec des anticorps spécifiques de chaque type de muscle.

11 n’existe pas de différence d’organisation du muscle entre les maéles et les femelles.
L’analyse de la distribution de la taille des fibres présente un intérét particulier chez les
poissons car elle apporte des informations sur le processus de croissance du muscle.
Contrairement aux mammiféres dont la croissance post-natale du muscle résulte exclusivement
d’une augmentation de la taille des fibres existantes, la croissance post-embryonnaire du
muscle chez les poissons se fait par la combinaison de deux processus: une augmentation du
nombres de fibres, la croissance hyperplasique, et une augmentation de la taille des fibres, la
croissance hypertrophique (Johnston, 1982; Van Raamsdonk ef al., 1982). Chez les jeunes
individus, la croissance musculaire se fait méme essentiellement par le recrutement de nouvelles
fibres (Weatherley ef al., 19803, b; Stickland, 1983). La présence de petites fibres au sein du
muscle (donnant un aspect mosaique aux coupes de muscles) est le témoin de ce processus de
recrutement de nouvelles fibres. Le faible diamétre moyen des fibres, particuliérement du
muscle blanc, par rapport 4 celui observé chez d’autres especes, et notamment chez les
salmonidés (Weatherley er al., 1979; Kiessling et al., 1991; Douirin, 1992), et le nombre
relativement élevé (50%) de fibres de petites tailles (<30 pm) observé chez nos animaux,
suggerent que le muscle de tilapia a une croissance essentiellement hyperplasique a ce stade.

Chez la truite, il a été montré que les animaux ayant les meilleurs taux de croissance
étaient ceux qui possédaient le plus grand nombre de fibres de petite taille (Weatherley ef al.,

1979). La tendance a un nombre plus élevé de fibres de petite taille dans le muscle blanc chez
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les miles pourraient révéler des capacités de croissance hyperplasique plus importantes des
males par rapport & celles des femelles.

L’analyse du profil électrophorétique montre que la myosine du muscle blanc de tilapia
posséde les mémes types de chaines légéres que celles mises en évidence chez les téléostéens,
les mammmiféres et les oiseaux (Martinez ez al., 1990). Toutefois, contrairement aux
mammiféres (Huriaux et Focant, 1985), les quantités de la LC3f tendent a étre plus
importantes que celles de la LCIf. Cette tendance a été observée chez d’autres espéces de
téléosteéens et serait liée a I’activité locomotrice particuliére du poisson (Watabe e al., 1982).

Par ailleurs, un dédoublement de la LC1 ou de la LC3 est observé chez certains
individus. Ce polymorphisme des chaines légéres de la myosine est observé chez d’autres
especes de téléostéens (Martinez et al., 1989; Ochiai et al., 1990; Crockford et al., 1995),
Crockford er al. (1995) montrent chez Oreochromis andersonii que ce polymorphisme est
d’origine allélique et obéit aux lois de Mendel. Cependant, les caracténstiques des protéines
myofibrillaires évoluant avec I’dge, ce polymorphisme pourrait révéler des formes
embryonnaires dans le cas de notre expérience. En effet, les analyses réalisées sur des géniteurs
d’Oreochromis niloticus de la souche « Egypte, Lac Manzala» (180 - 265 g de poids
corporel) ne montrent pas de polymorphisme {(Crockford ef al., 1995). En absence d’une étude

séquentielle depuis les stades précoces, cette hypothése reste & démontrer.

4.2. Estimation de la croissance instantanée

La cinétique d’incorporation de la glycine radioactive dans les écailles est similaire a
celle observée dans d’autres espéces bien que les quantités incorporées soient relativement plus
faibles par rapport & celles observées chez d’autres espéces de téléostéens (Ottaway et Simkiss,
1977, Goolish et Adelman, 1983). Différents paramétres dans la mise en oeuvre de la
méthodologie (radioactivité spécifique de la glycine, température d’incubation) ainsi que la
période de mesure peuvent expliquer cette différence. Il existe par exemple des rythmes
circadiens de synthése protéique dans les écailles chez le tilapia, les plus faibles taux de
syntheése de protéines étant observés le matin a 6 heures et les plus fortes valeurs & 18 heures
(Smith, 1986).

Les résultats obtenus sont cohérents puisque, par exemple, 'incorporation de la glycine
dans les écailles est trés influencée par la ration alimentaire, les quantités incorporées chez les
animaux nourris ad /ibitum étant pratiquement le double de celles observées chez les animaux

restreints. Cet index de croissance apparait plus sensible que le rapport ARN/protéine dans le
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muscle blanc, qui ne présente pas de différence significative entre les animaux nourris ad
libitum et les animaux restreints. Ce taux d’incorporation de la glycine dans les écailles, témoin
de I’activité de synthése des écailles, semble donc étre un outil trés sensible, utilisable pour une
analyse de la différence de croissance liée au sexe.

Il n’existe pas de corrélations significatives entre le poids corporel final et le taux
d’incorporation de la glycine radioactive dans les écailles. Les prélévements d’écailles ayant été
réalisés le matin a 8 heures, il est possible que le rythme circadien de synthése des protéines
masque la relation entre la croissance et I’incorporation en phase minimale. Tl est également
possible que le poids final ne refléte pas la croissance instantanée du poisson dans la période de
mesure d’incorporation de glycine dans les écailles.

Les différences d’incorporation de la glycine dans les écailles entre les males et les
femelles sont contradictoires.

Chez les animaux nourris ad libitum, on observe un taux d’incorporation plus élevé
chez les femelles que chez les males. Les quantités de protéines mesurées dans les écailles sont
plus importantes chez les males que chez les femelles, ce qui est en accord avec les résultats de
’analyse de la composition corporelle qui montrait un taux de rétention protéique plus
important des méles que chez les femelles. Toutefois la différence d’incorporation existe
lorsqu’elles sont rapportées au poids de I'écaille et non & la quantité de protéine. Cette
différence révéle donc, soit une caractéristique indépendante de celle mesurée, la captation de
substrat par I'écaille pouvant étre affectée par I'architecture de I’écaille ou sa structure, soit
une différence réelle de synthése des protéines dans les écailles a ce stade chez les femelles qui
serait spécifique, puisque la synthése des protéines ne semble pas stimulée dans un tissu comme
le muscle. Les différences de statut endocrinien, et notamment des stéroides, peuvent participer
a cette orientation du métabolisme protéique vers la croissance ou des structures apparentées
chez les femelles.

Chez les animaux restreints, la tendance inverse est observée avec un taux
d’incorporation, rapporté au poids de ’écaille, plus élevé chez les miles que chez les femelies
ou équivalente lorsqu’il est rapporté a la quantité de protéine de I'écaille. Les effets de la
restriction alimentaire pourraient étre plus marqués chez les femelles que chez les males au

travers par exemple des baisses de I’activité de synthése protéique (Ottaway, 1978).
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5. CONCLUSION

La différence de croissance liée au sexe chez le tilapia est associée a des différences de
conformation de la téte, de la zone corporelle viscérale et de la zone du pédoncule caudal. Les
males sont donc plus trappus vers ’avant et plus allongés vers I’arriére. Ces différences de
conformation sont associées a des différences, faibles mais significatives, de la distribution de la
taille des fibres dans la zone du pédoncule caudal pour les fibres du muscle blanc mais pas du
muscle rouge.

Le muscle de tilapia présente par ailleurs une structure particuliére comparativement a
celle observée chez les salmonidés et la carpe. Les muscles rouge, intermédiaire et blanc ne
constituent pas des entités anatomiquement distinctes mais une structure continue. Cette
structure particuliére du muscle ainsi que les différences de conformation sont peut étre a relier
a Iactivité de locomotion du tilapia.

Des différences de taux d’incorporation de précurseurs marqués dans les écailles entre
les males et les femelles suggérent une orientation particuliére du métabolisme protéique chez
les femelles, a relier peut étre aux différences de morphologies de la téte entre les miles et les
femelles.

Le taux d’incorporation de la glycine marquée au **C dans les écailles semble étre un
bon indice de croissance dont la mise oeuvre est trés simple et n’affecte pas la croissance des

individus.



CHAPITRE V
COMPORTEMENT ALIMENTAIRE ET
EFFICACITE ALIMENTAIRE EN RELATION
AVEC LE SEXE
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L. INTRODUCTION

Les résultats acquis dans le chapitre III, montrent que la différence de croissance entre
les miles et les femelles apparait dans les conditions de la station de Bouaké (Céte d’Ivoire)
autour de 35g pour les femelles et de 45-50g pour les miles. Nos résultats montraient
également que la période d’apparition de la différence de croissance est influencée par le taux
d’alimentation. Ce chapitre sera donc consacré a une analyse plus approfondie de 'influence de
ce facteur dans la différence de croissance entre les méles et les femelles.

L'alimentation est en effet 'un des facteurs susceptibles d’étre impliqué au travers:

1) du comportement alimentaire (horaire et durée de la prise alimentaire)
2) de la quantité d’aliment ingéré
3) de I’efficacité de l'utilisation des nutriments ingérés

Le comportement alimentaire peut étre étudié en milieu d’élevage lorsque les animaux
ont libre accés a l'aliment. L'existence d'un rythme alimentaire journalier a ét¢ démontré chez
plusieurs espéces de poissons. Ainsi la truite s'alimente principalement le jour (Boujard et
Leatherland, 1992b) alors que le poisson chat se nourrit essentiellement la nuit (Anthouard ef
al., 1986; Boujard ef ai., 1990; Boujard, 1995). L'alimentation de ces animaux en dehors de
leur rythme naturel de prise alimentaire peut conduire & une diminution de la consommation
(Boujard, 1995), 4 une faible efficacité alimentaire (Boujard er al, 1995) et a une
augmentation des teneurs en lipides totales (Noeske-Hallin et /., 1985). De la méme fagon,
I’alimentation contrdlée (horaire, nombre de repas), directement au travers de la prise
alimentaire ou indirectement au travers de différences d’activité des animaux, a un effet
significatif sur la croissance (Grayton et Beamish, 1977; Boujard et Leatherland, 1992a). La
croissance et l'efficacité de la conversion alimentaire sont affectées positivement par
l'accroissement de la fréquence d'alimentation, jusqu'a une certaine limite pour des quantités
ingerées équivalentes (Greenland et Gill, 1979; Luquet ef al., 1981; Fauconneau et Luquet,
1984; Kerdchuen et Legendre, 1991).

Les différences de croissance entre les miles et les femelles, observées dans différentes
especes, sont associ¢es le plus souvent & des différences de quantités d’aliment ingérées
(Temming et Hammer, 1994). En outre, de nombreux travaux font état d'une stimulation d'une
part de la prise alimentaire et d'autre part de la conversion et de I'utilisation alimentaire par les
stéroides sexuels, notamment les androgénes, et par les hormones thyroidiennes (Matty et
Cheema, 1978; Yu ef al, 1979; Fagerlund ef al., 1980). Cependant, 4 notre connaissance,
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aucun travail de ce type n'a été réalisé chez Oreochromis niloticus, notamment en ce qui
concerne l'analyse de la croissance différentielle entre les males et les femelles.

L'objectif de cette partie de notre travail est d'analyser et de comparer le comportement
alimentaire des méiles et des femelles d'Oreochromis niloticus, et notamment les horaires
d'alimentation et les quantités d'aliment ingéré. Cette étude est réalisée sur des groupes
monosexes (males et femelles) et sur des groupes mixtes. Ce travail a également pour objectif
danalyser I'efficacité d'utilisation des nutriments ingérés des miles et des femelles. 1l est
complété par une analyse du statut hormonal, stéroidien et thyroidien, pour rechercher les
facteurs endocriniens susceptibles d'étre impliqués dans les différences soit de comportement

alimentaire, soit d’efficacité d’utilisation des nutriments.

2.PROTOCOLE EXPERIMENTAL (expérience III)

2.1. Les poissons

Les alevins d'Oreochromis niloticus (Souche Bouaké) issus d'une méme fécondation
(réalisée a la station expérimentale du GAMET / CIRAD-EMVT a Montpellier) sont sexés a
4 mois d'ige par observation macroscopique de la papille uro-génitale. Ils sont ensuite
transférés a la station expérimentale de Saint Pée-sur-Nivelle (Unité Nutrition/INRA) ou ils
sont répartis en 3 groupes compos€s :

* uniquement d'individus méles (groupe monosexe méle = F0)
* uniquement d'individus femelles (groupe monosexe femelle = F100)
* pour moitié de males et pour l'autre moitié de femelles (groupe mixte = F50)
Chaque groupe est ensuite réparti au hasard en 3 réplicats de 22 individus. Le poids

corporel moyen initial est d'environ 12 g pour les males et 10 g pour les femelles.

2.2. Conditions d'élevage et de prélévements

Les animaux sont élevés dans des bacs en plastique de 100 litres, en circuit fermé, a
une température de 27 + 0,2°C et une photopériode de 12]J/12N. L'éclairage est réalisé avec 2
lampes : une lampe de 4W s'allumant 30 minutes avant et s'éteignant 30 minutes aprés une
autre de 40W pour créer artificiellement l'aube et le crépuscule. Les poissons sont nourris &
satiété, avec un aliment commercial extrudé (44% de protéines, 17% de lipides, 19% d'énergie

et 92% de matiéres seéches) a l'aide de nourrisseurs a la demande ou self-feeders (Boujard er
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al, 1992). Le systéme est composé d'un distributeur automatique qui délivre environ 2 g
d'aliment (70 granulés) a chaque fois qu'un poisson vient activer la tige du détecteur, située & 2
mm de la surface de l'eau. L'ensemble (distributeur d'aliment et détecteur) est relié & un micro-
ordinateur qui enregistre I'heure et le numéro du bac demandeur (figure 9). Les granulés non
consommés sont collectés par décantation au fond du tuyau de vidange et récupérés une ou
deux fois par jour pour évaluer les quantités de granulés réellement ingérées.

L'expérience est réalisée en deux phases. Une premiére phase (10 jours) permet
I’apprentissage des animaux au systéme d'alimentation a la demande. Au cours de cette phase,
les demandes ont été enregistrées pour tous les lots sauf ceux du groupe 3 (lots mixtes) suite &
une défaillance du systéme d'enregistrement. Aprés cette période d'adaptation au systéme, les
animaux sont pesés individuellement (aprés un jeiine de 24 heures) et le sexe est vérifié. Tous
les lots sont alors réduits a 20 individus par bac. Au cours de la seconde phase de l'expérience
qui a duré 31 jours, les demandes ont été enregistrées pour l'ensemble des bacs. Une pesée
intermédiaire {par lot) est réalisée au bout de 15 jours pour suivre 1'évolution du poids moyen
de chaque lot. En fin d'expérience, tous les poissons sont pesés individuellement et sexés par
observation macroscopique des gonades dans la cavité péritoneale. Des prises de vues vidéo
de quelques poissons sont réalisées a 'aide de l'appareil photo Ion Canon.

Au début et a la fin de I'expérience, un échantillon de 10 individus de chaque sexe est
prélevé de maniére équilibrée dans les triplicats de chaque groupe pour analyser les
compositions corporelles initiales et finales (matiéres séches, protéines, lipides, énergie). Ces
analyses sont réalisées sur l'animal entier, préalablement congelé et conservé a -20°C.

Une prise de sang est réalisée sur I'ensemble des individus en fin d'expérience, pour le

dosage des hormones stéroidiennes et thyroidiennes par radio-immunologie.

2.3. Calculs

Les paramétres suivants sont calculés sur chaque lot : taux de croissance spécifique
(TCS), consommation volontaire (CV), indice de consommation (IC), coefficient d'efficacité
protéique (CEP), coefficient d'utilisation protéique (CUP), coefficient de rétention lipidique
(CRL), coefficient de rétention énergétique (CRE).

Des analyses statistiques (ANOVA a deux facteurs, corrélations et régression linéaire)

sont effectuées et les moyennes des sexes sont comparées par le test "t" de Student.
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3. RESULTATS

3.1. Comportement alimentaire

Les quantités d'aliment distribuées quotidiennement, corrigées par le poids des granulés
non consommés, permettent d’estimer les quantités réellement ingérées. Durant toute ia
période de l'expérience, les quantités d'aliment demandées mais non consommées sont trés
faibles (moins de 1% de la quantité totale journaliére). L.e comportement volontaire analysé est
donc P’expression d’une activité alimentaire.

L'évolution des demandes au cours de la phase d'adaptation révéle un rapide
apprentissage du tilapia a l'utilisation des nourrisseurs a4 la demande. L'activité alimentaire
pendant 3 4 4 jours est arythmique (exemple figure 38), certains lots ayant une activité
alimentaire entiérement diurne et d'autres ayant une activité alimentaire continue sur 24 heures.
Les lots femelles semblent s’adapter plus lentement 4 la consommation diurme que les lots
males. Toutefois, aucune différence significative, en terme de période d'utilisation des self-
feeders, n'est observée entre les lots miles et les lots femelles. Au bout de 3 a 4 jours, les
poissons de la majorité des 12 replicats ont une activité alimentaire stable et ils peuvent étre
considérés comme parfaitement adaptés au systeme.

Aprés cette phase d'adaptation, les différents groupes (FO, F50, F100) ont eu une
activité alimentaire diurne a plus de 80% (figure 39). Ce profil d'activité alimentaire est observé
sur plus de 80% des cycles journaliers. Certains lots ont une activité nocturne non négligeable,
c’est le cas les lots miles (FO) au début de la période de mesure et des lots F50 a la fin de
l'expérience. Ces demandes au cours de la nuit ne sont pas accidentelles puisque tout l'aliment
distribué est entiérement consommé. Toutefois, ce n’est pas le cas pour les lots F50 en fin
d’expérience. Les lots F100 ont une activité¢ alimentaire exclusivement diurne, commengant a
'aube et s’arrétant dés le crépuscule.

L'analyse des profils d'activités par demi-heure, aprés la période d’adaptation, révéle
une importante activité alimentaire a l'aube avec un pic d'activité au cours de la premiére demi-
heure de la phase diurne (figure 40). Le nombre de demandes chute ensuite et est assez stable
au cours de la photophase pour l'ensemble des lots. Toutefois une 1égére augmentation est
observée dans les F100 et F50 mais pas dans les lots FO. Puis, une nouvelle phase d'activité
intense est observée au cours de la derniére heure d'éclairement. Cette activité semble plus

importante dans les lots FO comparativement aux deux autres groupes (F50 et F100).
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| Figure 40 : Profils moyens des demandes dans les groupes monosexes et mixtes (n = 3,
| moyenne des triplicats) au cours de la seconde phase de I’expérience. Pour plus de clarté, seule
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Figure 41 : Evolution du poids corporel dans les groupes monosexes et mixtes (n = 3,
moyenne des réplicats de 20 individus) au cours de 'expérience et en fonction du sexe.
Moyenne = SEM. Les moyennes repérées par des lettres différentes sont significativement
différentes (p<0,05).
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Figure 42 : Taux de croissance spécifique dans les groupes monosexes €t mi.xtes (n =3,
moyenne des réplicats de 20 individus) au cours de I’expérience et en f'ornlcn'on d.u sexe.
Moyenne + SEM. Les moyennes repérées par des lettres différentes sont significativement

différentes (p<0,05).
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3.2. Croissance et composition corporelle

Aucune mortalité n'a été observée au cours de I'expérience. Pour I'ensemble des lots, le
poids moyen a pratiquement doublé pendant la phase d'adaptation. En outre, une diminution du
coefficient de variation des poids corporels de 30% a 20% est observée au cours de
l'expérience.

Les poids moyens finaux sont trés significativement différents (P<0,01) entre les méles
et les femelles, quel que soit le groupe (figure 41). Le TCS moyen pour l'ensemble de
I'expérience varie autour de 4% (figure 42), les males des lots FO ayant le plus fort taux de
croissance et les femelles des groupes F50 et F100, le plus faible. Les miles du groupe F50 ont
eu une croissance plus faible que ceux du groupe FO. Il n’y a pas de différence significative
entre les femelles du groupe F50 et celles du groupe F100.

Les compositions corporelles finales des maéles et des femelles des différents groupes

(tableau XVT) ne sont pas significativement différentes.

3.3. Prise alimentaire, rétentions protéique et énergétique

La consommation volontaire (CV) est plus faible pour les individus des lots FO et F100
que pour ceux des lots F50; cependant seule la différence entre le groupe monosexe maile et le
groupe mixte est significative (tableau XVII).

L’indice de consommation est significativement plus faible (p<0,05) dans le groupe FO
que dans le groupe F100. Cet indice est meilleur dans les groupes FO et F100 que dans les
groupes F50. Les différents coefficients d’efficacité¢ d’utilisatton des nutriments (protéique,
lipidique, énergétique) sont trés significativement plus élevés dans le groupe FO (tableau XVII)
que dans les autres groupes. Ces coefficients sont équivalents dans le groupe F50 et dans le

groupe F100.

3.4. Niveaux plasmatiques des hormones analysées

Les taux plasmatiques de 11-KT (figure 43A) et de E2-178 (figure 43B) sont
respectivement plus forts et plus faibles chez les méles que chez les femelles. 1l n'y a pas de
différence significative entre les individus d’un méme sexe issus des groupes monosexes ou

mixtes.



Tableau X2 : Composition corporelle initiale et finale de tilapia miles et femelles nourris par

un distributeur d’aliment 4 la demande. Poids initial 10 g pour males et femelles; poids final 60

g pour les males et 40 g pour les femelles, Moyenne + SEM..

Initiale Finale
Groupes monosexe mixte
Sexe méle | femelle male femelle male femelle
Matieres seches (MS, %) 27 30 33,3x0,1 | 34,520,2 | 33,6£0,7 | 33,9+0,3
Protéines (% de MS) 48 47 46,1+0,5 | 46,2+1,2 | 46,6+0,4 | 46,6+0,2
Lipides (% de MS) 25 28 | 35,120,5 | 34,30,1 | 35,6£0,3 | 35,8£0,6
Energie (kJ/g de MS 21 22 24 7+0,1 | 24,520,1 | 24,9401 | 25,00,2

Tableau XVII : Prise alimentaire et rétention protéique, lipidique et énergétique de tilapia

méles et femelles nourris par un distributeur d’aliment 4 la demande. Poids corporel 60 g pour

les miles et 40 g pour les femelles.. Moyenne + SEM, les groupes marqués par des lettres

différentes sont significativement différents (p<0,05)

énergétique (%)

Groupe monosexe male monosexe femelle mixte
Consommation 3.620.1 ab 3.940.1 bc | 4.110.1 c
volontaire (%)

Indice de 0.98+0.04 a 1.13+0.03 b | 1.22£0.03 b
consommation

Coeflicient d’efficacité | 2.420.1 a 1.940.0 b | 1.93+04 b
protéique

Coefficient d’utilisation | 38.74£1.2 a 31.2+09 b | 30.2%l.1 b
proteique (%)

Coefficient de retention | 80.5t1.5 a 62.8+1.5 b | 65.1£3.0 b
lipidique (%)

Coefficient de rétention | 48.6+£0.9 a 38.520.6 b | 38814 b
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Figure 43 : Taux plasmatiques de 11-cétotestostérone (A) et d’oestradiol-17p dans les groupes
monosexes et mixtes (n = 3, moyenne des réplicats de 20 individus) au cours de ["expérience
et en fonction du sexe. Moyenne + SEM. Les moyennes repérées par des letires différentes
sont significativement différentes (p<0,05).
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Figure 44 : Taux plasmatiques de T4 (A) et de T3 (B) dans les groupes monosexes et mixtes
(n =3, moyenne des réplicats de 20 individus) au cours de I’expérience et en fonction du sexe.
Moyenne + SEM. Les moyennes repérées par des lettres différentes sont significativement
différentes {p<0,05).
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Les niveaux plasmatiques de T4 ne sont pas significativement différents entre groupes
et entre sexe (figure 44A) bien qu'il y ait une tendance a de plus forts niveaux chez les males
que chez les femelles aussi bien en groupe monosexe qu'en mixte. Les niveaux plasmatiques de
T3 (figure 44B) sont significativement plus élevés chez les males que chez les femelles. De plus
ces niveaux circulants sont significativement plus €élevés chez les individus du groupe FO que

chez les males du groupe F50,

3.5. Corrélations entre les paramétres mesurés

Les taux circulants de T3 sont corrélés positivement au poids corporel final. Cette
corrélation est plus forte chez les miles (r = 0,59; n = 68; p< 0,001) que chez les femelles (r =
0,22; n = 82; p< 0,03). On note également une corrélation positive, bien que faible, entre la 11-
KT et la T3 chez les males (r = 0,28; n = 60; p< 0,02) et entre la 11-KT et la T4 chez les
femelles (r = 0,46; n= 61, p< 0,001).

4. DISCUSSION

4.1, Comportement alimentaire

Les résultats de la présente expérience montrent que le tilapia est une espéce capable de
s’adapter au self-feeder. Malgré la disponibilité permanente de I’aliment, il n’a pas été constaté
de gaspillage.

Il est clairement démontré pour la premiére fois que le tilapia est une espéce
essentiellement diurne, 80% de l'activité alimentaire ayant lieu au cours de la photophase.
L'analyse des profils d'activités par demi-heure montre un net déterminisme photopériodique
puisqu'on observe essentiellement deux pics d’activité, Pun a "aube (6h30-7h30) et l'autre en
fin d*aprés midi (16h30-18h30). Ce profil d'activité est similaire a celui observé chez la truite
ou le saumon (Kadri et al., 1991). Toutefois, lors de la période d’adaptation au systéme du
self-feeder et au cours de |’expérience dans certains lots, une activité alimentaire nocturne est
observée, Le tilapia aurait donc également une aptitude 4 s’alimenter la nuit.

Il n'y a pas de différence significative entre les miles et les femelles en terme d’activité
alimentaire. Les profils d'activité des groupes FO et F100 ne sont pas différents
significativement. Cependant, certains lots FO et F50 semblent présenter une certaine

alimentation nocturne de maniére systématique ou épisodique. Ces lots sont ceux qui sont
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susceptibles d’exprimer des interactions sociales importantes méles/males et males/femelles au
cours de la période diume. Les consommations nocturnes pourraient compenser la baisse
d’activité alimentaire de la journée. Ce comportement serait plus spécifique des méles.

La consommation volontaire observée dans ces conditions est plus faible chez les
miles que chez les femelles, et les méles expriment des croissances plus élevées que les
femelles. Il est donc démontré clairement que les mailes possédent des capacités de croissance
intrinséques supérieures aux femelles. Il est intéressant d’analyser I’origine de ces différences
intrinséques. L’importance des compétitions alimentaire ne peut étre négligée car les
croissances des méles comme des femelles des lots F50 sont plus faibles qu’en lots monosexes

(cependant les différences ne sont pas significatives entre les femelles des deux types de

groupes).

4.2. Alimentation a volonté et performances de croissance

Dans ces conditions d'alimentation volontaire, les performances de croissance et les
indices d’efficacité alimentaire sont supérieurs a ceux généralement observés dans nos
précédentes études (Toguyéni ef al., non publié¢) et méme dans la littérature (Meyer-Burgdorff
etal, 1989).

L'activité alimentaire du tilapia est réguliére et quasi constante au cours de la
photophase, exception faite des deux pics journaliers, et compte tenu des quantités de granulés
distribués, cette activité alimentaire concerne 1’ensemble des poissons d’un bac. D’une maniere
générale, 'augmentation de la fréquence d'alimentation entraine un étalement de l'apport de
nutriment et par conséquence accroit l'efficacité d'utilisation digestive et métabolique des
nutriments (Cohen et Joseph, 1959; Cohen ef al, 1963; Stevenson et al, 1964; Leveille et
Hanson, 1965a et b; Greenland et Gill, 1979). Le comportement alimentaire volontaire
permettrait donc un meilleur ajustement de l'apport de nutriments aux besoins métaboliques
chez le tilapia.

Bien que l'activité alimentaire soit réguliére au cours de la photophase, on note une
tendance a une augmentation de ’activité au cours de la journée et un pic d’activité trés
important 4 la fin de la photophase. La prise alimentaire horaire au cours des 4 derni¢res heures
d'éclairement est plus importante (environ 66%) qu'au cours des premiéres heures de la
photophase. La distibution d’aliment a certaines phases du rythme alimentaire est associée &
des indices de conversion alimentaire plus élevés (Hogendoorn, 1981; Noeske-Hallin er al,

1985; Kerdchuen et Legendre, 1991). La sécrétion de la plupart des hormones et des
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métabolites impliqués dans le métabolisme général du poisson suit un rythme circadien
(Boujard et Leatherland, 1992b). L’apport d’aliment en adéquation avec ces rythmes
permettrait une meilleure transformation de I’aliment. Nous pouvons donc supposer que les
bonnes performances de croissance et les bons indices d’efficacités alimentaires observés au
cours de cette expérience pourraient étre liés 4 une bonne synchronisation de I'apport de
nutriments aux rythmes circadiens de sécrétion des hormones.

Cependant, I’élevage de poissons dans les conditions d'alimentation volontaire se
traduit souvent par une augmentation des dépdts de lipides, ce qui est le cas dans cette

expérience pour I’ensemble des lots.

4.3. Performances de croissance et capacités d'utilisation des nutriments

Maigré une augmentation volontaire plus élevée chez la femelle (+10%), les
performances de croissance des miles sont significativement supérieures, ce qui suggére des
différences de capacités de croissance entre les deux sexes. De tels résultats ont été obtenus
chez le poisson chat africain, Clarias gariepinus (Henken et al, 1987), autre espéce chez
laquelle il existe une croissance différentielle en faveur des méles quel que soit le sexe-ratio du
groupe et les conditions d’alimentation. La différence de croissance entre les mailes et les
femelles peut s'expliquer par des capacités d'utilisation métabolique des nutriments supgérieures
chez les méles que chez aux femelles, puisque nous avons observé de meilleurs indices de
consommation et de meilleurs coeflicients d’utilisation des nutriments chez les males que chez
les femelles.

Les coefficients d’utilisation des nutriments sont trés élevés dans les lots monosexes
males (+20 a +23%) par rapport aux lots monosexes femelles et mixtes. Ces différences sont
similaires quelque soit le nutriment: protéines ou énergie. Elles sont donc plutét liées aux
différences de croissance globale. Ces différences de capacité de transformation de l'aliment
ingéré qui est sous le contrfle de facteurs interne et externe, pourraient résulter de différences
de statut hormonal, et plus spécifiquement soit des stéroides sexuels, soit des hormones

thyroidiennes.

4.3. Relations croissance et statut endocrinien

Les forts niveaux de 11-KT chez les miles par rapport aux femelles suggérent une
implication des androgénes dans les meilleures performances métaboliques des males. Les

androgeénes stimulent la croissance par une amélioration de la consommation volontaire (CV)
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et/ou du taux de conversion alimentaire (Fagerlund e al., 1979; Matty et Lone, 1979; Ufodike
et Madu, 1986; Varadaraj et Pandian, 1988). Dans nos conditions, c’est davantage la deuxiéme
action qui pourrait s’exercer en situation de prise alimentaire comparable. La supplémentation
en stéroides sexuels par injection ou par l'alimentation montre une stimulation de
l'incorporation des acides aminés dans les protéines et du dépdt protéique dans le muscle chez
la truite et la carpe (Matty et Cheema, 1978; Matty et Lone, 1985). Les androgénes comme la
11-KT pourraient donc avoir une action spécifique sur la croissance, sur le dépét protéique ou
la croissance de certains tissus comme le muscle. Ceci est partiellement confirmé par la
corrélation significative chez les miles entre la 11-KT et la croissance.

Toutefois, des différences dans les niveaux plasmatiques des androgénes sont souvent
observées entre les mdles et les femelles de nombreuses espéces, mais trés peu expriment une
différence sexuelle de croissance aussi nette que chez le tilapia. De plus, nous avons plutdt
observé une prise alimentaire plus faible chez les males que chez les femelles, contrairement
aux travaux antérieurs qui suggéraient une stimulation de la prise alimentaire par les
androgénes. Contrairement & la tendance & une diminution des taux lipidiques observée dans
les expériences de supplémentation en androgénes (Fauconneau et @l., 1995), nous n’avons pas
observé de différences de composition corporelle et plut6t une tendance & des dépdts lipidiques
importants chez les miles par rapport aux femelles. Si les androgénes sont impliqués dans la
différence de croissance entre les miles et les femelles, ce n'est donc pas de fagon simple et
directe.

Les niveaux plasmatiques de 11-KT tendent a étre plus importants chez les méles en
groupes mixtes que chez les miles en groupes monosexes ces demiers ayant les meilleurs taux
de croissance et de conversion alimentaire. De forts niveaux de 11-KT pourraient
éventuellement étre associés a4 des interactions sociales plus fortes. L’implication des
androgénes dans le comportement aggressif des males a été relevée dans différentes espéces.
Les androgénes peuvent avoir, en fait, des actions opposées sur la croissance, via leurs effets
comportementaux. La stimulation de I’agressivité favorise [’accés a I’aliment mais elle peut
aussi &tre consommatrice d’energie, en particulier du fait de I’ activité musculaire. La plus forte
croissance des males en groupe monosexe pourrait s’expliquer par 1’absence d’interactions
male-femelle par une baisse d’agressivité des miles du fait de I'absence de compétitions entre

madles dans leurs interactions avec les femelles.
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Les différences entre les males et les femelles pourraient théoriquement tout autant
s’expliquer par les différences de niveaux de 11-KT que par les différences d'E2-17f3, ou par le
rapport relatif de ces deux stéroides. Les effets des oestrogénes sont moins bien documentés et
seront plus spécifiquement discutés et analysés dans le chapitre VII.

Les hormones thyroidiennes sont impliquées dans le contrdle de la croissance
somatique (Donaldson ef al,, 1979; Higgs ef al., 1982). Les niveaux de T3, et a un moindre
degré de T4, plus élevés chez les miles que chez les femelles suggérent un réle des hormones
thyroidiennes dans la différences de croissance entre les miles et les femelles. Les niveaux de
T3 plus élevés chez les miles par rapport aux femelles ont également été observés chez une
autre espéce de tilapia, Oreochromis aureus (Mol et al, 1994). Comme I’a montré
expérience précédente, les niveaux des hormones thyroidiennes sont dépendantes des
conditions d’alimentation. Les travaux de Eales et Shostack (1985) chez 'omble chevalier ont
montré que I'alimentation agit sur la fonction thyroidienne et sur la conversion périphérique de
T4 en T3. De plus, une forte concentration de récepteurs nucléaires hépatiques & la T3 est
observée chez les animaux nourris par rapport aux animaux a jeun (Van der Kraak et Eales,
1980; Darling ef al. 1982). Dans cette espéce, les différences de statut thyroidien entre les
males et les femelles sont sans rapport avec les différences de statut nutritionnel, les différents
lots étant correctement nourris et les différences de consommation volontaire trés faibles.

D’une maniére générale, les hormones thyroidiennes ont des effets sur la croissance des
poissons a travers une augmentation de l'appétit et/ou du taux de conversion alimentaire. En
effet, 1a supplémentation en T4 accroit 1'appétit mais serait sans effet direct sur la conversion
alimentaire (Higgs ef a/., 1977, 1982; Donaldson et al., 1979). La supplémentation en T3, qui
est ’hormone active, stimule la croissance chez les salmonidés a travers une stimulation de
l'appétit et de 'utilisation alimentaire (Gross ef al., 1963; Higgs et al., 1977).

Compte tenu des grandes différences de taux de T3 entre les méles et les femelles et du
fait que les taux plasmatiques de T3 sont corrélés positivement au poids corporel final et au
taux de croissance spécifique, il est probable que cette hormone soit impliquée dans la
différence de croissance et d’efficacité alimentaire entre les miles et les femelles.

Le mécanisme par lequel les hormones thyroidiennes, directement ou indirectement,
influenceraient la croissance via l'indice de conversion alimentaire peut étre recherché. Chez les
mammiféres et les oiseaux, il est bien établi que les hormones thyroidiennes sont impliquées
dans le contrdle de la croissance et de la différenciation tissulaire et plus spécifiquement celle

du muscle au travers de récepteurs spécifiques. Certains travaux suggérent l'existence d'un tel
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mécanisme chez les poissons dans les stades précoces et dans les espéces présentant une
métamorphose (Donaldson et al,, 1979; Lam, 1980; Nacario, 1983; Matty et Lone, 1985). La
T3 pourrait donc étre plus efficace sur la croissance musculaire des méles que sur celle des
femelles. Ceci devrait se traduire par des différences morphologiques relatives au
développement du muscle squelettique, or aucune différence significative de morphologie n’a
pu étre observé entre les miles et les femelles chez le tilapia (Oliveira et Almada, 1995).

De plus, les tilapia semblent avoir la capacité d'utiliser préférentiellement les lipides, par
rapport aux autres substrats, comme source d'énergie pour le métabolisme énergétique (Meyer-
Burgdorfl' et al, 1989). Les hormones thyroidiennes pourraient réguler cette capacité
préférentielle a utiliser les lipides a des fins énergétiques. L’augmentation de la capacité de
croissance musculaire par la T3 chez les miles, associée a une utilisation préférentielle des
lipides a des fins énergétiques se traduirait par une meilleure efficacité de transformation des

nutriments en protéines chez les males que chez les femelles.

5. CONCLUSION

Les résultats de cette expérience montrent que le tilapia a une activité alimentaire
essentiellement diurne. Cependant, il est aussi capable, dans certaines conditions, de s'alimenter
la nuit. 1l n'y a pas de différences de comportement alimentaire entre les méles et les femelles.
Dans des conditions d’alimentation volontaire, la consommation des males est plus faible que
celle des femelles. Toutefois, les males ont une efficacité de transformation de I’aliment ingéré
plus importante que celle des femelles. Compte tenu des effets anaboliques des androgénes, et
de I'implication des hormones thyroidiennes dans le métabolisme énergétique, ces meilleurs
performances chez les males pourraient étre le résultat d’une action synergique entre ces deux
types d’hormones. Cette meilleure capacité d’utilisation de I’aliment des males par rapport aux
femelles pourrait constituer un élément important du déterminisme de la croissance
différentielle liée au sexe.

L’expression de la différence de croissance liée au sexe et de ses composantes
endocriniennes de croissance semble étre également dépendante des interactions sociales entre
les miles, et entre les miles et les femelles. Une analyse plus approfondie des interactions
sociales sur la croissance en général et la différence de croissance entre les males et les femelles

est présentée dans le chapitre suivant.



CHAPITRE VI
ANALYSE DE L’INFLUENCE DES
INTERACTIONS SOCIALES SUR LA
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1. INTRODUCTION

L’analyse du comportement alimentaire dans le chapitre V, a montré des différences
entre les miles et les femelles surtout en ce qui concerne l'efficacité de I'utilisation des
nutriments. Cette étude a egalement suggéré I’existence d’interactions sociales dans les
différents groupes (monosexe et mixte) qui pourraient influencer le comportement alimentaire.
L’analyse du comportement d’alimentation volontaire, et en particulier ses conséquences sur la
croissance différentielle entre les males et les femelles, constitue I’objet de ce chapitre.

L'hétérogénéité de croissance au sein d'un groupe est un phénoméne couramment
rencontré chez les poissons. Elle est souvent attribuée & une compétition alimentaire ou
territoriale (Nakamura et Kasahara, 1955 ; Magnuson, 1962 ; Jobling, 1985 ; Koebele, 1985),
ou & des hiérarchies sociales (Yamagishi, 1962 , Fenderson et Carpenter, 1971 ; Li et
Brocksen, 1977 ; Jobling et Wandsvick, 1983).

Le comportement territorial et la compétition alimentaire sont deux facteurs
interdépendants, le premier étant le plus souvent motivé par le second. Chez le guppy par
exemple, dont le comportement territorial est trés marque, I'hétérogénéité de croissance est
directement liée 4 des activités alimentaires différentes, les animaux les plus agressifs se
nourrissant et grandissant le plus. Des résultats analogues sont observés aussi chez le 7ilapia
zillii (Koebele, 1985). Les travaux de Magnuson (1962) chez le médaka (Oryzias latipes),
montrent qu'en présence d'un excés d'aliment distribué réguliérement, la surface controlée par
individu n'a pas d'influence sur la croissance. Ces résultats suggérent que la compétition
alimentaire est un des facteurs participant aux différences de croissance entre les individus mais
il n’est pas le seul. Chez la plie (Pleuronectes platessa) en effet, la restriction alimentaire
n'accentue pas I'hétérogénéité de croissance (Jobling, 1982).

L’établissement d’une hiérarchie sociale entraine en général un état de stress chronique
chez les individus dominés aboutissant & une diminution de l'appétit des dominés et a un état
physiologique ou les dépenses énergétiques sont plus importantes (consommation d'oxygéne et
fréquence de ventilation plus élevées). L'hétérogénéité de croissance observée dans ces
groupes a structure hiérarchique forte serait la conséquence dune différence de prise
alimentaire mais aussi d'une utilisation différentielle des ressources énergétiques en fonction du

statut social.
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La plupart des travaux attribuent cette hiérarchie sociale 2 une différence de taille entre
les individus. Cependant, les poissons ayant le plus fort niveau d'agressivité, ou présentant plus
d'interactions sociales, n'ont pas toujours de meilleures croissances que les dominés de la méme
cohorte. Les animaux dominants pourraient en effet consacrer, dans ce cas, une parti¢ non
négligeable de leur énergie 4 une activité de déplacement permettant le maintien de leur
position sociale, au détriment de la croissance (Turner, 1986).

Ces deux types d'interactions sociales (compétition et hiérarchie) ne peuvent étre
dissociés puisque l'accés & l'aliment est le plus souvent directement sous le contrdle des
animaux dominants, Cette analyse des relations entre les interactions sociales et les variations
de la croissance, au travers de l’accés a I’aliment, pourrait étre appliquée a I’interprétation des
différences de croissance entre les miles et les femelles chez le tilapia. Comme la plupart des
Cichlidés, il existe chez cette espéce une structure sociale trés importante (hiérarchie,
comportement territorial, comportement de “cour”, garde des oeufs et des alevins).

L'objectif de cette partie est d'étudier et d’analyser linfluence des différentes
composantes des interactions sociales sur la croissance des méles et des femelles chez
Oreochromis niloticus. Cette étude s’appuie sur trois expériences. Les deux premiéres études
ont été décrites dans les chapitres III et IV (expériences II et III).

La premi¢re partie de cette étude avait pour objectif d'analyser les effets combinés du
sex-ratio (par mélange d'une cohorte mixte avec une cohorte monosexe femelle) et du niveau
d'alimentation (ad libitum et restreint) sur la croissance des méles et des femelles et la période
d'apparition de la croissance différentielle liée au sexe (cf expérience II).

La deuxi¢éme partie avait pour objectif I'analyse de l'influence des interactions sociales a
travers le sex-ratio sur le comportement alimentaire, le volume de prise alimentaire journaliére
et l'utilisation des nutriments (cf. expérience III).

La troisiéme partie (expérience IV), décrite ici et complémentaire de la premiére, a été
réalisée a la station du FAC/CLSU de Mundz (Philippines). L'influence du sex-ratio sur la
croissance a été étudiée grice a ’existence de cohortes monosexes miles et femelles. Nous
avons donc pu réaliser des groupes ayant des sex-ratios trés variés, par rapport a I’expérience
IT ou nous ne disposions que de cohortes mixtes ou monosexes femelles. La souche utilisée
dans cette expérience est toutefois différente de celle des deux précédentes. Cette différence
d'origine ne devrait pas affecter I’analyse des interactions sociales, mais elle limite les

comparaisons des résultats des différentes expériences.
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Seul le protocole expérimental de cette derniére expérience et les résultats obtenus sont

présentés dans ce chapitre.

2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL (expérience IV)

2.1, Les poissons

Les poissons appartiennent a la souche Egypte-UCS (provenant du lac Manzala). Ces
animaux ont été introduits aux Philippines en 1979 vig I'Université de Swansea et élevés dans
les installations expérimentales du FAC/CLSU et du projet GIFT & Mundz. Cette station
dispose d'individus males de génotype YY (voir figure 2) qui croisés avec des femelles
classiques XX produisent théoriquement 100% d'individus males de génotype XY.

Deux fécondations différentes ont permis de produire d’une part une cohorte monosexe
male (croisement entre un male YY et une femelle XX), et d'autre part une cohorte monosexe

femelle (croisement entre un néomile XX et une femelle XX).

2.2. Conditions d'élevage et de prélévements

Les deux cohortes sont collectées dans la bouche des femelles aprés la fécondation et
sont incubées artificiellement. Elles sont ensuite €levées séparément dans des happas (1 x 0,5 x
0,5 m) installés dans un étang en terre. L'alimentation en eau de I'étang est réalisée 4 partir d'un
forage. La température de l'eau dans I'étang est trés stable, avec une moyenne de 26,3°C entre
7 et 8 heures le matin et de 29,4°C entre 15 et 16 heures I’aprés-midi.

Apres un mois d'élevage sépare, la cohorte monosexe femelle est divisée en 4 lots;
chacun d’entre eux est mélangé avec des individus issus de la cohorte monosexe miles afin
d’obtenir des pourcentages de 25, 50 ou 75% de méles. Un marquage des individus méles, est
réalisé par section d'une nageoire pelvienne, pour permettre un suivi de la croissance par sexe.
Cinq groupes de 100 individus ont été constitués en duplicats:

* groupe 1 ;: 100% de femelles = F100

* groupe 2 : 75% de femelles + 25% de males = F75
* groupe 3 : 50% de femelles + 50% de males = F50
* groupe 4 : 25% de femelles + 75% de miles = F25
* groupe 5 : 100% de males = FO
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Figure 45 : Evolution du poids corporel des méles et des femelles au cours de I’expérience en
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Ces différents groupes ont été transférés dans des hapas de 1,5 x 1,5 x 0,75 m (hauteur
d'eau 0,5 m). Les animaux sont nourris ad libitum (voir niveau haut, tableau X). L'aliment est
distribué a la main 3 fois par jour. Tous les poissons d’un réplicat par groupe sont pesés au
bout de 74 jours puis un mois aprés, et enfin toutes les 2 semaines jusqu’a 140 jours.

Aprés 140 jours d'élevage, tous les animaux ont été pesés et sexés individuellement.
Des prélévements de sang, du foie et des gonades sont réalisés sur une trentaine d'individus par
lot.

Les paramétres suivants sont calculés sur I'ensemble des individus prélevés a la fin de

l'expérience : coefficient de condition, le RGS et le RHS.

3. RESULTATS

Le taux de mortalité est trés faible durant toute l'expérience (<5%). Comparativement
aux expériences I, II et III, la croissance de I'ensemble des groupes est trés faible.

A 74 jours PF (figure 45), le poids corporel moyen des femelles du groupe F100 est
équivalent 4 celui des femelles du groupe F75 et significativement inférieur aux poids des
femelles des groupes FS0 et F25. Au sein des mdles, aucune différence significative n’est
observée entre les différents groupes. Les poids corporels des méles de chaque groupe sont
significativement différents (p<0,05) des femelles des groupes F75 et F100.

De 102 jours jusqu’a la fin de I'expérience a 140 jours PF, la différence de poids
corporel entre les males du groupe FO et les femelles du groupe F100 (groupes monosexes)
demeure significative. Par contre, dans le groupe mixte F75, la différence significative de poids
entre les méles et les femelles disparait & la fin de ’expérience. Dans les groupes mixtes F50 et
F25, des différences significatives de croissance entre les méles et les femelles apparaissent et
se maintiennent jusqu'a la fin de I'expérience. Toutefois, dans le groupe mixte F25, ce sont les
ferelles qui ont un poids corporel significativement plus élevé que les méles (figure 45).

Les femelles des groupes mixte FS0 et F25 ont des poids moyens plus élevés que les
femelles des groupes F100 et F75. Cette différence significative & 74 et 102 jours PF tend a
disparaitre a partir de 117 jours PF. La tendance est inverse chez les méles : la croissance des
miles, dans les groupes ou ils ne sont pas majoritaires (F75 et F50) est supérieure a celle
observée dans les groupes ot ils le sont (F25 et FO) particuliérement a 117 jours PF. Toutefois,

cetie tendance est surtout nette dans le lot F50.
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Le coefficient de condition est trés homogéne dans tous les groupes quel que soit le
sex-ratio (figure 46A). Aucune différence significative n'est observée entre les miles et les
femelles.

Les RGS sont significativement différents entre les deux sexes, les femelles ayant les
RGS les plus élevés, sauf dans le groupe F100 (figure 46B). Les RGS les plus élevés sont
trouvés dans les groupes ot chaque sexe montre la plus forte croissance en fin d’expérience
(groupe F50 pour les males et F25 pour les femelles).

Chez les miles, le RHS décroit avec l'augmentation du pourcentage de males dans le
groupe (figure 46C). Chez les femelles, il n'y a pas de différence significative entre les
différents groupes.

4. DISCUSSION

4.1. Contraintes méthodologiques et limites des interprétations

Plusieurs biais ont été introduits lors de la mise en place et au cours de l'expérience (cf.
tableau XVII).

L’objectif de 1a fécondation artificielle était d’obtenir deux cohortes ayant au moins en
commun un parent afin de réduire au maximum les effets parentaux.

L’utilisation des miles YY a la place des XY pour la constitution des différents sex-
ratios rend difficile les analyses sur les performances de croissance. En effet, les individus de
génotype YY en groupe monosexe possédent des performances de croissance plus faibles que
celles des males XY également en groupe monosexe (voir analyse chapitre VI). Les différences
de croissance observées dans la présente expérience entre les méles et les femelles pourraient
donc étre liées davantage au génotype YY qu’aux interactions sociales.

De plus le mélange des deux cohortes est réalisé 2 2 mois d’dge. Les effets observés
dans les différents groupes pourraient plus provenir d’interactions sociales entre cohortes
qu’entre miles et femelles selon le sex-ratio. L.e mélange tardif des deux cohortes a cependant
permis de marquer un des lots (les miles) par section de la nageoire pelvienne, et donc de
suivre la croissance de chaque sexe avant I’apparition des caractéres sexuels.

L’absence de données pendant les premiéres phases de la croissance ne permet pas de
conclure sur I’origine des différences de croissance observés 4 partir de 74 jours PF. Les
différences observées en effet a cette date peuvent étre le reflet de différences de poids initiaux

a 11 jours PF liées a I origine parentale.



Tableau XVIII : Récapitulatifs des biais expérimentaux observés lors de la mise en place et au
cours de I'expérience sur I’étude de I'influence des facteurs génétiques.

Protocole prévu Protocole réalisé Conséquences
o f > o * Production d’individus ayant des
xx x-x- x-x - - ’ L 2
patrimoines  génétiques  complétement

Pxx

N\

(o

yv— Sy

différents : les effets observés pourraient étre
liess & des effets parentaux et non aux

conditions d’expérimentation.

Croisemen tsYY Croisements * utilisation de méles YY plutdt que des
méles classiques XY : possibles effets liés au
génotype YY

Mélange des deux|Meélange des 2 cohortes | Introduction possible d’interactions sociales

cohortes a 11 jours PF |a 60 jours PF entre cohortes liées a leur origine génétique

Pesée des individus|lére péche de contrle|* Aucune information sur les premieres

toutes les  deux)réalisée a 74 jours PF | phases de la croissance.

semaines dés 11 jours
PF

* Aucune donnée sur les quantités d’aliment
par rapport & la table de rationnement utilisée

au cours des précédentes expériences
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Les trois expériences prises en compte dans cette étude des interactions sociales ont été
réalisées dans des conditions différentes (tableau XIX)}, notamment d’élevage et d’alimentation,
Elles ont été effectuées sur des souches différentes. Les animaux de I’expérience IV ont été
nourris manuellement et les quantités distribuées sont certainement inférieures a celles des
autres expériences, bien que le taux utilisé soit le méme que dans I’expérience II, ce qui permet
une premiére analyse de I'influence de la compétition alimentaire. Les mélanges des cohortes
ont été réalisés & des stades différents, toutefois cette différence permet une analyse de

I’influence du stade de mélange sur I’intensité de ces interactions.

4, 2. Influence des interactions sociales sur ie comportement alimentaire

D’aprés les résultats de I’expérience III, les profils d'activité alimentaire, en condition
d'alimentation volontaire, ne sont pas significativement différents entre les groupes F100, F50
et FO. Cependant, les animaux du groupe FO et les individus du groupe F50 tendent a déplacer
une partie de leur consommation diurne vers une consommation nocturne. Dans les groupes
FO, les individus dominés pourraient, en effet, compenser la baisse de prise alimentaire diurne
lice a l'existence d'interactions sociales de type hiérarchique par une activité nocturne. Ceci
semble diminuer fortement les compétitions alimentaires et se traduit par de meilleures
performances de croissance que dans 1’expérience II et plus encore dans I’expérience IV.
Toutefois, seule I’analyse des comportements alimentaires individuels dans ces deux derniéres
experiences aurait permis de vérifier cette hypothése.

Chez les groupes F50, contrairement aux groupes FO ou toutes les demandes sont
entiéremnent consommées, le déplacement de l'activité alimentaire pendant la phase nocturne a
entrainé des pertes d'aliments, particuliérement dans la derniére semaine de l'expérience. De
plus, les quantités d'aliment consommeées sont légérement supérieures dans les groupes F50 par
rapport aux lots F100 et FO, et la croissance légérement plus faible. L’existence d'interactions
sociales d'une part entre les males {comportement territorial) et d'autre part entre miles et
femelles, pourrait se traduire par une augmentation d'activité et donc une dépense énergétique
plus importante dans ces groupes comparés aux lots F100 et FO. L'influence des interactions
sociales sur [a prise alimentaire des méles et des femelles a été observée chez d'autres espéces
de téléostéens (Magnuson, 1962; Saclauso, 1985). Des études réalisées en milieu naturel ont
montré que les poissons dominants dans un groupe avaient une influence considérable sur

l'alimentation des dominés, qui sont souvent exclus des meilleures zones d'alimentation (par



Tableau XIX : Récapitulatif des principaux résultats des expériences II, III et IV,

Période de suivi Différentiel | Facteurs probables en
Expériences | Origine des | Age des | Conditions | Alimentation Sex-ratio | Croissance | Croissance de Jeu
animaux | mélanges [ d’élevage Age Poids (g) (% des males | des femelles | croissance
jours femelle) mile/femelle
PF (%ow
femelie)
bac, eau | nourrisseur a 11 0,04 100 37,77 * effet du sex-ratio
I Souche | 11jours | d’étang tapis, phase a a 75 4923 36,99 33 * compétition possible
Bouaké PF 19 - 33°C diume 120 50 50 50,28 36,70 37 entre cohortes
100 42,78 64 (100 et 0) | * compétition
bac, eau | distributeur & 10 50 59,38 40,06 48 alimentaire limitée par
11 Souche récyclée | la demande, a 0 70,09 le mode de distribution
Bouaké 27°C sur 24 heures 70 * effet interactions
sociales
* effet du sex-ratio
100 18,01 11 (100 et 0) | * compétition
Souche hapas, eau | distnibution 74 3 75 19,24 17,54 9 alimentaire plus forte
v Egypte- 2 mois étang manuetle a a 50 25,14 19,28 30 * effet cohorte fort,
UCS 26-29°C 3 fois par 140 25 25 20,22 22,80 -11 compétition possible
jour 0 20,06 * effet du sex-ratio

Différentiel de croissance méle/femelle = (Poids male - Poids femelle) x 100) / poids femelle

% W femelle = pourcentage du poids de la femelle
Les chiffres en gras désignent, au sein de chaque expérience, les lots ol la croissance des males ou des femelles est la plus énevée
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force ou a travers une incapacité a concourir, Yamagishi ef al,, 1974). Cependant, le groupe
des dominés n'est pas exclusivement constitué de femelles.

Nous observons dans I’expérience LIl un retard de croissance des méles et des femelles
du groupe F50 respectivement d'environ 21 et 9% par rapport aux groupes FO et F100, ce qui
fortifie I'hypothése d’une influence des interactions sociales sur les performances de
croissance. Ces interactions sociales peuvent étre exacerbées par des conditions d’alimentation
ou d’élevage défavorables, qui pénaliseraient plus les femelles et accentueraient les baisses de
leurs performances de croissance. Les travaux de Jobling (1983) montrent que l'influence des
interactions sociales peut étre modifiée par une altération de la fréquence d'alimentation. Il
pourrait en conséquence se développer au sein de ces groupes une compétition plus importante

pour l'accés & l'alimentation.

4.3. Influence des interactions sociales liées au sex-ratio sur la croissance

L'analyse des performances de croissance au cours de ’expérience II, réalisée &
Bouaké, révéle une tendance & une meilleure croissance des animaux, males comme femelles,
du groupe F50 par rapport aux animaux du groupe F75. Une différence de méme amplitude est
observée pour les deux niveaux d'alimentation utilisés, ce qui suggere qu'elle n'est pas
directement liée a une restriction alimentaire. Les résultats de lexpérience IV, révélent
également une meilleure croissance des miles comme des femelles pour un sex-ratio équilibré
(F50) qu'avec un sex-ratio fortement dévié en faveur des femelles (F75). Toutefois, la
croissance différentielle est plus marquée dans le groupe F50 au cours des expériences II et
IV. C’est aussi le seul groupe on les RHS sont significativement différents entre les males et les
femelles au cours de |’expérience IV. Les RGS des males et des femelles sont également parmi
les plus €levés. La comparaison des deux groupe F75 et F50 est intéressante car elle révéle une
disjonction entre la croissance et la maturation sexuelle. En effet, dans le groupe F50 la
différence de croissance entre les miles et les femelles est faible (9%) alors qu’il est de 30% du
poids corporel en faveur des males. Or les RGS sont identiques respectivement entre les males
et les femelles des deux groupes. La maturation sexuelle n’est pas donc pas le seul élément
déterminant dans I’expression de la croissance différentielle liée au sexe.

Les différences de croissance, constatées au cours de ces deux expériences (II et IV),
pourraient étre liées a l'existence d'interactions sociales différentes dans les 2 groupes F50 et
F75. Les travaux de Volpato ef al. (1989) suggérent l'existence d'une telle différence, mais

leurs analyses, réalisées sur un trés faible nombre d'individus (3 & 5), ont uniquement porté sur
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la comparaison de croissance des males et des femelles au sein d'un méme groupe. Nos travaux
montrent donc, pour la premiére fois, que le déséquilibre du sex-ratio dans un groupe, peut
affecter négativement, i travers les interactions sociales, la croissance de l'ensemble des
individus.

L’hypothese d’une influence des interactions sociales sur la croissance est confortée
par la meilleure croissance des groupes FO et F100 par rapport aux groupes F50 au cours de
I'expérience III. Toutefois, nos résultats ne fournissent pas d’indication sur la nature de ces
interactions.

La formation de la hiérarchie et du statut social sont généralement sous le contrble de
certains paramétres physiologiques comme le taux de production ou le niveau circulant de
certaines hormones, notamment les stéroides sexuels et plus particulierement la 11-
cétotestostérone. Or on trouve de plus forts niveaux de cette hormone chez les miles du
groupe F50, ce qui suggére un comportement d'agressivité plus important de ceux-ci par
rapport aux miles du groupe FO. Dans les groupes F50, des comportements liés 4 la
reproduction peuvent également participer aux interactions sociales. Les femelles peuvent
subir, en plus des interactions entre elles, I'influence des males pour la reproduction.

Les méles peuvent établir une compétition territoriale plus importante dans les groupes
F50 particuliérement s’ils sont peu nombreux, et avoir, en période de reproduction, une
agressivité plus importante liée a un développement du comportement reproducteur
(fabrication et défense du nid, comportement de « cour » auprés des femelles).

En conséquence, la croissance aussi bien des males que des femelles pourrait étre
ameliorée par un contréle des interactions sociales a travers, par exemple, une modification du

sex-ratio des lots.

4.4. Influence des interactions sociales sur la croissance différentielle liée au sexe

Au cours de I’expérience IV, une différence de croissance significative entre les méles
et les femelles dans les groupes FO, F75 et F100 est observée & 74 jours PF alors qu'aucune
différence n'est observée dans les groupes F25 et F50. La différence de croissance liée au sexe
apparait ensuite dans tous les groupes a 102 jours PF. Compte tenu des mémes origines
parentales des femelles des différents groupes et également des méles, ces résultats suggérent
que l'apparition de la différence de croissance entre les mailes et les femelles peut étre

influencée par le sex-ratio du groupe, a travers des effets des interactions sociales.
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Dans le groupe F25 de I’expérience IV, contrairement aux autres sex-ratios, on observe
une différence de croissance significative en faveur des femelles. Cette meilleure croissance des
femelles n'est pas un artefact puisqu'elle se maintient et augmente méme en fin d'expérience.
C'est la premiére fois qu'une différence de croissance significative en faveur des femelles est
observée chez cette espéce. Les femelles qui maturent trés tardivement, peuvent avoir des
croissances €quivalentes a celles des méles (Bolivar e al., 1993). Ceci n’est pas le cas dans
notre expérience (IV), puisque les femelles de ce groupe ont des RGS plus élevés que dans les
autres groupes, ce qui suggére un état de maturité plus avancé par rapport aux autres femelles.

Cette différence de croissance en faveur des femelles pourrait peut étre s’expliquer par
Iinfluence des interactions sociales. On peut supposer que compte tenu de leur proportion trés
élevée dans ce groupe, les miles interagiraient plus fortement entre eux pour maintenir leur
statut social (forte agressivité caractérisée par une activité de chasse intensive, hiérarchie
sociale plus marquée), ce qui entrainerait pour eux des dépenses énergétiques plus importantes.
Une légére diminution du rapport hépato-somatique est observée avec l'augmentation du
pourcentage de miles dans les lots, ce qui suggére une augmentation du nombre d'individus
sous-alimentés ou stressés, c'est-a-dire dominés. Il a été en effet montré dans de nombreuses
espéces qu'un jeline prolongé entraine une diminution tres significative du RHS (Black et Love,
1989; Fauconneau, données non publiées). Des travaux récents (Mair, comm. personnelle)
confirment la mauvaise croissance des méles YY par rapport aux males classiques XY.

Dans les autres groupes mixtes, F50, F75 (toujours de I'expérience IV), la différence
de croissance en faveur des miles pourrait résulter de la structure sociale de ces groupes,
caractérisée par la domination des miles sur les femelles. Cependant, cette influence des
interactions sociales sur la croissance semble ne pas étre exclusivement liée au sexe. Une
hétérogénéité importante des taux de croissance chez les males est observée. Ces résultats sont
en accord avec les travaux réalisés par Volpato e a/. (1989) qui montrent que les individus

dominants d'un groupe peuvent étre aussi bien des males que des femelles.
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5. CONCLUSION

Le tilapia étant une espéce sensible aux interactions sociales, la modification du sex-
ratio d’un groupe, peut constituer un moyen de contrdle de I'intensité de ces interactions
sociales.

Par ailleurs, le mélange de cohortes d’origine génétique ou de structure sociale
différentes, semble exacerber ces interactions sociales, d’ou I'importance de procéder au
mélange des cohortes A des stades trés précoces.

Les interactions sociales semblent jouer un rdle important dans I'installation des
différences de croissance entre les individus et notamment entre les mailes et les femelles au
sein d'un groupe. Elles pourraient donc constituer un autre élément du déterminisme de la

croissance différentielle liée au sexe chez Oreochromis niloticus.



—— —

CHAPITRE VII
ANALYSE DE LA CROISSANCE
DIFFERENTIELLE EN RELATION AVEC
LES FACTEURS GENETIQUES
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1. INTRODUCTION

La croissance des poissons est un processus complexe directement dépendant des
apports d’origine alimentaire, mais elle peut étre influencée par plusieurs facteurs notamment
sexuels, comportementaux et environnementaux. L'analyse de l'effet de certains de ces
facteurs, réalisée au cours des expériences II et IV, révéle leur implication possible dans le
déterminisme de la croissance différentielle liée au sexe chez Oreochromis niloticus.

L’apparition de la différence de croissance entre les miles et les femelles ne semble pas
étre la seule conséquence d’une reproduction fonctionnelle car il apparait avant cette période
chez QOreochromis niloticus. Par ailleurs, la différence de croissance entre les deux sexes
apparait méme s’ils sont isolés en groupes monosexes et nourris ad libitum. Chez
Sarotherodon melanotheron (incubateur buccal maéle), la croissance chez les miles est méme
accrue lorsqu'ils passent d'un élevage mixte, donc d'une situation de reproduction potentielle, a
un élevage monosexe (absence de reproduction), alors que celle des femelle n'est pas du tout
affecté par le type d'élevage (Legendre, 1986). Ceci suggére que la différence de croissance
entre les males et les femelles chez le tilapia pourrait étre dépendante de geénes liés au
déterminisme du sexe mais non obligatoirement impliqués dans la sexualité.

L’étude des performances de croissance des néomiles (XX chez Oreochromis
niloticus) pourrait permettre d’analyser cet effet génétique. Si les femelles inversées en mailes,
par des traitements androgéniques, ont une croissance équivalente a celle des males
génotypiques non traités (Hanson ef al, 1983; Baroiller et Toguyéni, 1995; Mair ez al., 1995),
les travaux réalisés par Hanson et al. (1983) montrent cependant que la croissance de ces
néomales est inférieure 3 celle des males génotypiques traités aux androgénes dans les mémes
conditions.

Les objectifs de cette étude sont d'analyser I'influence du génotype sur la croissance des
miles a travers une comparaison des performances de croissance respectives de descendances
monosexes obtenues soit par croisement génétique, soit par inversion hormonale du sexe.

Certains résultats, discutés dans ce chapitre, ont €té présentés dans le chapitre V.



Tableau XX : Composition des différents groupes utilisés au cours de 'expérimentation (cf
Figure 2 pour la production des génotypes YY).

Groupes Croisements Traitement Cohortes
Géniteur male  Géniteur femelle
YY100 100% maéles YY
O vy @ vy
XY 100 . 100% males XY
d' YY Q XX
mXXi00 o) Q inversé en 100% males XX
XX XX males par la
170-MT
fXXi00 100% femelles XX
o' XX 9 XX
[XYs0, XXs0] 0' 9 50% males XY
XY XX 50% femelles XX
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2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL (expérience V)

2.1. Les poissons

La souche utilisée, Egypte-UCS, est celle décnite dans le chapitre précédent. Quatre
couples de géniteurs ont été utilisés pour la production de cohortes monosexes mdles ou
femelles. Les cohortes monosexes méies sont produites par croisement (tableau XX):

* d'un male de génotype YY avec une femelle du méme génotype; groupe YYieo (YY
designant le génotype et 100 le pourcentage de ce génotype dans le groupe)

* d'un mile YY avec une femelle de génotype classique XX; groupe XY g0

* d'un mile de génotype XX avec une femelle XX; groupe X X0

Une partie des alevins issus de ce croisement est ensuite inversée en males par un
traitement hormonal a la 17a-méthyltestostérone (Baroiller et Toguyéni, 1995) : groupe
mXX oo (m = maile).

L'autre partie des alevins (non traités et donc 100% femelle) est conservée comme
témoin, groupe fXXigo.

Un groupe mixte classique {50% de méiles XY et 50% de femelles XX) issu d'un
croisement entre un male de génotype XY et une femelle XX, est également produit pour

servir de témoin; groupe [XYso , XXs0]

2.2, Conditions d'élevage et de prélévements

Apres une fécondation naturelle, les oeufs sont récupérés et incubés artificiellement
dans des bouteilles McDonald (Rana, 1986) pendant 11 jours. Les alevins de chaque cohorte
sont répartis en deux lots de 100 individus et transférés dans des hapas installés dans un étang
en terre. La température de I'eau de 'étang, alimenté & partir d'un forage, est en moyenne de
26,3°C le matin et de 29,4°C |'aprés-midi. Les animaux sont nourris a la main trois fois par jour
(le matin, a midi et I'aprés-midi} a un taux journalier correspondant & l'ad libitum (voir tableau
X, niveau d'alimentation haut).

La premiére pesée est réalisée a 74 jours PF sur une trentaine d'individus des 2 lots de
chaque groupe. La deuxiéme, effectuée un mois aprés, est réalisée sur I'ensemble des individus
de chaque lot. Les animaux d'un des deux réplicats de chaque groupe sont ensuite pesés

individuellement tous les 15 jours.



Tableau XXI : Taux de survie et sex-ratio (en pourcentage) dans les différents groupes (200

individus par groupe).

Groupes Taux de survie (%) Sex-ratio (% de méles)
YYi00 96,5 100
XY (miles XY) 91,5 92
fXXi00 (monosexe femelle) 80 17
[XYso , XXs0] cohorte mixte 91 77
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Aprés 140 jours d'élevage, l'ensemble des animaux a été pesé individuellement. Des
prélévements de sang, du foie et des gonades (voir protocole de prélévement dans le chapitre I}
sont réalisés sur une trentaine d'individus par lot.

Les gonades et le foie sont pesés individuellement. Les paramétres suivants sont
calculés sur 'ensemble des individus prélevés a la fin de I'expérience: coefficient de condition et

RGS.

3. RESULTATS

Les taux de survie sont relativement forts dans 'ensemble des groupes (tableau XXI),
sauf dans le groupe fXXi00 qui présente un taux de mortalité de 20%. Les pourcentages de
males dans les différents groupes monosexes males sont voisins de 100%. Par contre un sex-
ratio trés déséquilibré en faveur des mdiles (77% contre 23% pour les femelles) est observé
dans le lot [XYso , XXso), issu du croisement entre un méle XY et une femelle XX. Un
pourcentage non négligeable de males {17%) est détecté dans le groupe fXXig. Dans les
résultats donnés pour le groupe (en fin d’expérience aprés sexage), seules les femelles sont
prises en compte.

L'analyse des poids corporels lors des deux premiéres péches de contrdle, révéle une
meilleure croissance des groupes YYig €t XY100 par rapport aux groupes mXXioo et £XXi00
(figure 47). A 102 jours PF, la meilleure croissance est observée chez les XY g0 et le groupe
[XYso , XXs0], et la plus faible chez les £XX40. Les meilleurs taux de croissance sont observés
chez les individus du groupe [XYso , XXs0] et les mXXj00 qui présentent a cet dge des poids
corporels moyens respectivement similaires 4 ceux des individus des groupes XY 00 €t Y'Y 100.

L'analyse des performances de croissance en fin d'expérience (figure 48A) révéle une
meilleure croissance des males de génotype XY du groupe [XYs , XXso] et XY00. La plus
faible croissance parmi les lots méles, est observée chez les individus du groupe Y'Y 100, qui ont
des croissances comparables a celles des femelles du groupe [XYso , XXso). Les femelles du
lot [XYso , XXso] ont une croissance supérieure 3 celle du lot £XXe0.

La croissance en longueur est équivalente entre les individus du groupe YYyoo et les
fXXi00. Celle des XY1p0 et mXXioo (figure 48B) n’est pas significativement différente des
croissances en longueur des méles du groupe [XYso , XXso], mais dépasse significativement

celle des autres groupes.
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Figure 47 : Evolution du poids corporel des males et des femelles au cours de I'expérience en
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Figure 48 : Poids corporel (A) et longueur standard (B) des miles et des fem-el.les des différents
groupes en fonction du génotype 4 la fin de I'expérience. n = nombre d’individus. Moyenne +
SEM. Les moyennes repérées par des lettres différentes sont significativement différentes

(p<0,05).
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Figure 49 : Coefficient de condition (A), rapport gonado-somatique (B) chez des méles (18 g)
et des femelles (18 g) 4 la fin de 'expérience en fonction du sex-ratio du groupe. Moyenne +
SEM; n = nombre d’individus. Les moyennes repérées par des lettres différentes sont
significativement différentes (p<0,05).
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Le coefficient de condition le plus élevé est observé chez les XY et le plus faible chez
les individus du groupe fXX 00 (figure 49A). 1l est similaire chez les YY0, les mXXqo et les
femelles du groupe [XYso , XXso).

Le rapport gonado-somatique le plus €élevé est obtenu chez les individus du lot £3X;
il est largement supérieur a celui des femelles du groupe [XYsp , XXso]. Chez les males, les
plus forts RGS sont observés chez les individus YY e, et les plus faibles pour les XYsp et
mXXig0, les XY g0 présentant des RGS intermédiaires (figure 49B).

L'analyse des hormones thyroidiennes révéle une grande variabilité entre les différents
groupes de males (figure 50). Les plus forts niveaux de T4 (figure SOA) sont observés chez les
mXXeo (3,1 ng/ml) et les plus faibles chez les miles XYso (1,7 ng/ml). Chez les femelles, ce
sont les animaux du groupe fXXio qui ont les plus faibles niveaux (2,0 ng/ml). Chez les
femelles XXs0, les niveaux de T4 (3,1 ng/ml) sont 2 fois supérieurs a ceux des maéles (1,7
ng/ml) du méme groupe (XYso ).

Les plus forts niveaux de T3 (figure 50B) sont retrouvés chez les femelles XX (1,0
ng/ml), qui ont des niveaux équivalents a ceux des XYoo (1,0 ng/ml) et significativement
supérieurs (p<0,05) a ceux des autres méles. Exception faite des XY, les taux circulants de

T3 sont trés faibles chez les méles (environ 0,7 ng/ml).

4. DISCUSSION

4.1. Contraintes et limites des analyses

Comme lors de I’expérience IV, la présente étude qui s'est déroulée dans les mémes
structures et pendant la méme période, a également été l'objet d'un certain nombre de biais
expérimentaux (tableau XXII). Le protocole initialement proposé (fécondation individuelle par
du sperme de méles de génotype différent) n’a pu étre mis en place par I’équipe chargée de
I'expérience (Philippines). Ce protocole visait a obtenir des alevins ayant en commun au moins
un des parents dans le but de réduire au maximum les effets parentaux. Les différentes cohortes
ont été produites par des couples différents.

Rappelons également un autre biais lié 4 |’absence de pesée initiale dans tous les lots
qui limite les interprétations des résultats obtenus sur les performances de croissance, compte

tenu de différences possibles de poids initial entre autre liées 4 |’origine parentale des cohortes.
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Figure 50 : Niveaux plasmatiques de T4 (A) et de T3 (B) des males et des femelles des
différents groupes, en fonction du génotype a la fin de Iexpérience. n = nombre d’individus.
Moyenne + SEM. Les moyennes repérées par des lettres différentes sont significativement
différentes (p<0,05).



Tableau XXII : Récapitulatifs des biais expérimentaux observés lors de la mise en place et au
cours de Pexpérience sur I’étude de I'influence des facteurs génétiques.

Protocole prévu Protocole réalisé Conséguences
Croisements Descendances
Ox  |100%R xx
Ov 50% OT(Y Production d’individus ayant des
QXX XY Q Chaque descendance a | palrimoines génctiques
50% XX été réalisée avec un|complétement différents : les eflfcts
couple de pénitcurs|observés pourraient étre li€s a des
dr différents effets  parentaux ¢ non  aux
o) 100%™~ XY conditions d"expérimentation,
YY
100% YY

NB: la descendance monosexe femelle XX a été inversée en male par un traitement a la 17x-méthyltestostérone
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Le sex-ratio trés déséquilibré du groupe [XYso , XXso] (77% de miles/23% de
femelles) et le pourcentage élevé de males (17%) dans le groupe fXXjgo Limitent également les
interprétations des croissances observées dans ces groupes. Les résultats du chapitre V
montrent en effet que le sex-ratio d’un groupe, a travers les interactions sociales, peut avoir

une influence non négligeable sur les performances de croissance des individus du groupe.

4.2, Les performances de croissance des différents groupes

L’analyse de I’évolution des poids corporels moyens des différents groupes révele une
mauvaise croissance générale, comparativement aux données des expériences précédentes (I,
I, IIT). Ces faibles croissances sont probablement liées aux conditions d'élevage, notamment
d'alimentation. Au cours des précédentes expériences, les animaux étaient nourris en continu
durant toute la photophase a l'aide de distributeurs a tapis, ce qui permettait une meilleure
répartition de la ration alimentaire. Ce mode d'alimentation a été validé par I'étude du
comportement alimentaire (voir chapitre III).

Les méles YY 100 voient leur vitesse de croissance dépassée par celle des autres groupes
au cours de I’expérience. Cette mauvaise croissance d’individus de ce génotype a également
été observée récemment au cours d’autres travaux (Mair, comm. personnelles). Par ailleurs, les
individus de ce groupe ont le RGS le plus élevé parmi les individus miles. Les faibles
croissances enregistrées dans ce groupe pourraient provenir d’une maturation sexuelle plus
précoce que chez les autres méles.

La croissance des mXXeo est, & 74 jours PF, la plus faible des groupes males, et est
équivalente 3 celle des femelles du lot [XYso , XXs]. Cette faible croissance des mXX;qo est
en contradiction avec la littérature. En effet, la plupart des travaux d'inversion hormonale par
les androgénes, notamment la 170-méthyltestostérone montrent une meilleure croissance des
néomiles par rapport aux individus des lots témoins (cf. tableau IV). Elle a également été
observée au cours d’autres travaux réalisés sur la méme souche (Mair ef al., 1995) et pourrait
étre liée & ’origine génétique des individus de ce groupe. Les animaux de ce groupe rattrapent
ensuite en partie leur retard de croissance, qui reste néanmoins inférieure a celle des méles du
lot [XYso , XXs0] et des XY100. Les RGS des individus de ce lot mXXqo sont les plus faibles
en fin d’expérience, ce qui suggére que le retard de croissance n’est pas lié 4 une maturation

sexuelle précoce.
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L’analyse des performances de croissance des femelles XXso ¢t du lot £XXq0 est
difficile compte tenu des déviations observées dans le sex-ratio. Le lot [XYso , XXso] est
composé pour trois quarts de males. Les bonnes croissances de ce groupe, en particulier des
femelles, pourraient étre liées au nombre élevé de males comme nous I’avons observé dans
I'expérience IV. La croissance des males est d’ailleurs équivalente a celle des XY en fin
d’expérience, alors que de récents travaux suggéraient une meilleure croissance des individus
XY 100 (Mair ef al., 1995). Les bonnes performances de croissance des femelles du groupe
[XYso , XXs0] sont en accord avec les résultats de 'expérience IV et s’expliqueraient par
I’existence d’interactions sociales qui leur sont favorables.

Les animaux du lot fXXje ont les croissances les plus faibles durant toute
’expérience. L’analyse de leur croissance est également rendue difficile compte tenu du
pourcentage non négligeable de males au sein du lot. La présence de ces miles dans cette
cohorte théoriquement 100% femelles est liée a la complexité du déterminisme du sexe chez le
tilapia (Baroiller, 1995). Ces femelles ont par ailleurs un RGS, 2 a 3 fois plus élevé que dans
les autres groupes. Leur faible croissance pourrait s’expliquer par une orientation plus
importante de I’énergie métabolique vers le développement des ovaires.

Les données sur les hormones thyroidiennes sont trés variables d’un groupe a I’autre.
Contrairement aux résultats de ’expérience III, aucune relation n’est observée avec la
croissance. Les taux de T3 les plus faibles sont obtenus chez les males du lot [XYs , XXso] et
les plus forts chez les femelles du méme lot et les individus des lots XY 10 €t £XXi00. De plus
les niveaux de T3 sont trés inférieurs 4 ceux de T4. Ces résultats sont en contradiction avec les
données de la littérature qui montrent des niveaux de T3 significativement plus élevés chez les
males, et des taux de T4 toujours plus faibles que ceux de T3 (Mol et al.,, 1994; Toguyéni et
al, 1996a, b). Ces différences de statut thyroidien sont peut-étre a relier aux conditions
d’élevage, qui ont pu induire des perturbations dans le métabolisme de ces hormones. Elles
pourraient étre aussi d’ordre génétique. En effet au cours de I’expérience III, les animaux
étaient tous issus d’'une méme fécondation contrairement a celle-ci ou les différents groupes
sont issus de parents complétement différents.

L'analyse des coeflicients de condition révéle que les miles du lot [XYso , XXs0] et les
individus du lot £XX;o, sont relativement les plus légers pour une méme taille que les individus
des autres groupes. Ce coefficient qui traduit également I'état d'engraissement des animaux
(Pinder et Eales, 1969; Herbinger et Friars, 1991) indique que ces animaux sont ceux qui ont

probablement le moins de dépdt lipidique.
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4.3. Croissance des mailes et des femelles en relation avec le génotype

L’effet du génotype est difficile a analyser compte tenu des mauvaises performances de
croissance de I’ensemble des groupes, les différences observées pouvant n’étre que le reflet de
I'influence d’autres facteurs (nutritionnel, environnemental, etc.). De plus, les différents
groupes sont issus de couples complétement diﬁ”érent_s, ce qui peut impliquer ’existence
d’effets parental,

La faible croissance des YYpp pourrait étre liée a la nature méme de ces individus, car
ce génotype n’existe pas naturellement chez le tilapia. Ces animaux pourraient présenter des
perturbations importantes de leur métabolisme général et de leur performances de croissance
lides & I’absence du chromosome sexuel femelle. En effet, les descendances des méles de ce
génotype, issus d’un croisement avec une femelle normale XX, ont des performances de
croissance équivalentes & celles des maéles issus d’un croisement normal (méle XY par femelle
XX). Ces résultats semblent indiquer que la meilleure performance de croissance des males par
rapport aux femelles n’est pas uniquement liée au phénotype male et a ’environnement
endocrinien qu’il implique, mais qu’elle dépend aussi de déterminants génétiques non
strictement liés & l’expression phénotypique de la sexualité, ceci n’excluant pas des
modulations par des facteurs externes.

Par ailleurs, I’analyse de la croissance des groupes FO et F100 de I'expérience III
montrent des capacités intrinséques de transformation d’aliment ingéré et de rétention des
nutriments plus importantes chez les males que chez les femelles. Ces meilleures performances
des madles, outre ses bases génétiques, pourraient étre en partie liées aux effets anaboliques des
androgénes et/ou des hormones thyroidiennes comme le suggéraient de précédants travaux
(Donaldson ef al, 1979). Les résultats montrent, par ailleurs, que¢ méme en ’absence de
reproduction et d’interactions sociales avec les miles (€levage en sexes séparés), et en situation
d’alimentation a volonté, les femelles ont une croissance plus faible que les males. Chez
Sarotherodon melanotheron les méles, lorsqu’ils sont en présence des femelles (élevage mixte)
et assurent donc I'incubation buccale, ont une croissance plus faible que les femelles. Leur
croissance est équivalente ou supérieure i celle des femelles dés qu’ils sont élevés en groupe
monosexe (Legendre, 1986). Or chez Oreochromis niloticus, la croissance des femelles est

toujours inférieure & celle des méles, qu’elles soient élevées seules ou avec des males.
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5. CONCLUSION

La croissance différentielle, de par sa nature, suggére |'existence de facteurs
génétiques. Les différents résultats obtenus plaident en faveur d’un réle déterminant du
génotype XY (par rapport aux génotypes XX ou YY) dans ’avantage de croissance, quelque
soit le phénotype sexuel. Il n’est pas exclu cependant que I’expression optimale de ce
génotype, en terme de croissance, nécessite un phénotype sexuel mdle, impliquant, en
particulier un rapport androgénes/oestrogénes faible.

Par ailleurs, d’'un point de vue pratique, les résultats de la présente expérience
suggérent que la production de méles YY n'est intéressante que sfls sont utilisés comme

géniteurs pour la production de cohortes monosexes miles de génotype classique XY.



CHAPITRE VIII
RECHERCHE DE RELAIS ENDOCRINIENS
DE LA CROISSANCE DIFFERENTIELLE
LIEE AU SEXE




Relais endocrinien de 1a différence de croissance liée au sexe %6

1. INTRODUCTION

La premiére partie de ce travail a permis de caractériser la différence de croissance liée
au sexe, sa période d’apparition et d’analyser sa modulation par des facteurs comportementaux
(alimentaire et social) et génétiques. Cette seconde partie de notre travail est consacrée 4 la
recherche des facteurs endocriniens qui participent au contrdle de cette croissance différentielle
mais aussi les mécanismes d'actions de ce ou ces relais hormonaux.

D’une maniére générale, le taux de croissance spécifique est souvent fortement corrélé
aux niveaux circulants des hormones thyroidiennes et/ou des hormones stéroidiennes chez les
téléostéens (Eales et Shostak, 1985; McCormick et Saunders, 1990). Ce type de relation est
par contre plus difficile 4 mettre en évidence pour 'hormone de croissance. Des interactions
entre ces différentes hormones ont également été montrées (Hunt et Eales, 1979a et b;
Fagerlund et al., 1980; Olivereau et al., 1981; Chakraborti et Bhattacharya, 1984, Leatherland,
1985; Cyr et al, 1988). 1l est donc possible que ces hormones soient a l'origine de la
différence de croissance entre les males et les femelles chez le tilapia.

Nous avons donc analysé, au cours de I’expérience VI, les hormones qui sont
directement corrélées avec le taux de croissance. Différents taux de croissance ont été obtenus
avec 4 niveaux d’alimentation et nous avons estimé les corrélations globales avec les taux
circulants des stéroides sexuels spécifiques de chaque sexe (la 11-KT et I'E2-178), des
hormones thyroidiennes (T4 et T3) et de 'hormone de croissance (GH). Ces analyses ont été
réalisées indépendamment sur chaque sexe.

Les résultats de cette expénience (expérience VI ) nous ont conduit a tester I’hypothése
d’une implication indirecte des stéroides sexuels dans la différence de croissance entre les
miles et les femelles.

Nous avons cherché 4 préciser dans ’expérience VI le rdle des relations entre les
stéroides sexuels et les hormones thyroidiennes sur la croissance des méles et des femelles chez
le tilapia. Chez les salmonidés et chez I’anguille, une supplémentation en androgéne,
particulierement la méthyltestostérone entraine une augmentation significative des niveaux de
T3 (MacLatchy et Eales, 1988) alors qu'une supplémentation a l'oestradiol-17@ diminue trés
significativement les niveaux (Olivereau ef al., 1981; Leatherland, 1985). Nous avons donc
analysé la croissance de miles et de femelles gonadectomisés et supplémentés en androgéne ou

en oestrogéne, et les relations potentielles avec les niveaux circulants de T3.



Relais endocrinien de a différence de croissance liée au sexe 97

Deux autres expériences (VIII et IX) complémentaires ont ensuite permis de tester
plus spécifiquement I'implication de I'oestradiol-17p dans la faible croissance des femelles et
dans les activités enzymatiques des désiodinases pour la production de T3. Il a été mis en
évidence chez I’anguille une la diminution des niveaux de T3 chez les animaux traités a
l'oestradiol-17P et cette diminution serait liée a une inhibition des activités des désiodinases
responsables de la conversion extrathyroidale de T4 en T3 (Olivereau et al., 1981; Cyr et al.,
1988).

Nous avons testé cette hypothése en administrant a des femelles et des méles de I'ATD
ou du tamoxiféene. L'ATD (compétiteur de 1’androsténedione) est un puissant inhibiteur de

I’aromatase qui contrdle la production des oestrogenes. Le Tamoxiféne ou ICI 46,474 est un
antioestrogéne qui agit par compétition avec l'oestradiol-173 sur ses récepteurs
cytoplasmiques. Comme il se lie aux récepteurs a ’E2-170, il peut posséder toutefois de faibles
effets oestrogéniques (Harper et Walpole, 1967). Ces traitements ont été appliqués dans un
premier temps a plus court terme, uniquement sur des femelles {expérience VIII) et dans un

second temps, 4 long terme sur des femelles et sur des males (expérience IX).

2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL
2.1, Expérience VI

2.1.1 Les poissons

Les animaux utilisés au cours de cette expérience proviennent du stock d'Oreochromis
niloticus (souche Bouaké) maintenus dans les installations expérimentales du laboratoire de
Physiologie des Poissons & Rennes. 200 poissons sexuellement matures (100 males et 100
femelles) issus tous d'une méme fécondation sont répartis en quatre lots de 50 individus (25

maéles et 25 femelles). Le poids corporel moyen est de 92,2 £ 4,1 g pour les males et de 73,2
3,3 g pour les femelles.

2.1.2. Conditions d'élevage et de prélévements

Lors de la mise en lot, tous les poissons sont pesés et marqueés individuellement a l'aide
de marques spaghetti (Floy-tag). Les différents lots sont élevés séparément, dans des bacs

plastiques (1 x 1 x 0,50 m), en circuit fermé, & une température moyenne de 27°C et une



Tableau XXIII :

Pexpénience VII

Intitulés des différents groupes avec les traitements réalisés au cours de

Groupes Gonadectomisés Supplémentés Significations des abréviations
« Tém » témoin

« Sham » non mais opére témoin opéré

« Adré » X adrénostérone implanté adrénostérone

« Oest » X oestradiol-17 implanté oestradiol-17f

« Gdx » X gonadectomisé
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photopériode de 12:12. Un des lots est mis & jeun et les autres nourris & trois différentes
rations (1, 2 ou 3% de [a biomasse par jour). L'aliment est distribué en continu, pendant toute
la photophase, a 'aide de distributeurs & tapis. L’expérience a duré 2 semaines.

A la fin de l'expérience, tous les poissons sont 4 nouvean pesés individuellement aprés
une mise a jeun de 24 heures et tués. Des prélévements de sang et d'échantillons de muscle
sont ensuite effectués sur chaque individu (voir chapitre I pour le protocole de prélévement).
Pour éviter les problémes de stress liés 4 la péche successive des individus dans les bacs, les
prises de sang ont été réalisées trés rapidement et simultanément sur I’ensemble des animaux
d’un lot, par une dizaine de personnes.

Des dosages de 'hormone de croissance (GH), des stéroides sexuels (11-KT et E2-
17B) et des hormones thyroidiennes (T4, T3) sont réalisés sur chaque individu. Les ARN
totaux sont analysés sur chaque échantillon par spectrophotométrie d'absorption (voir chapitre
I, paragraphe 8) et les protéines totales par la technique au Folin (Lowry er al.,, 1951; voir
chapitre I, paragraphe 8).

2.2, Expérience VII

2.2.1. Les poissons

Les animaux utilisés au cours de cette expérience (Oreochromis niloticus, souche
Bouaké, installations expérimentales de Rennes) sont tous issus d'une méme fécondation. Une
partie des individus est castrée selon la technique chirurgicale décrite au chapitre I, & un poids
moyen d'environ 20 g. Une partie des animaux gonadectomisés est ensuite supplémentée, a un
poids corporel moyen de 62 g pour les miles et de 57 g pour les femelles (non
significativement différent), en «Adré»ostérone (Sigma) précurseur de la 11-cétotestostérone
ou en oestradiol-17B (IBF) & une dose de 1 mg/g de poids corporel (tableau XXI) . Les
hormone sont administrées en solution dans du beurre de cacao (Coopération Pharmaceutique
Frangaise) a raison de 200 ul par poisson. Pour une partie des animaux témoins (non
gonadectomisés) la cavité péritonéale est juste ouverte sans prélévement des gonades (témoin-

opérés = «Sham») ni administration de beurre de cacao.
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2.2.2. Conditions d'élevage et de prélévements

Trois semaines aprés la gonadectomie, les animaux ayant récupeéré de cette opération,
sont individuellement pesés et marqués & l'aide de transpondeurs magnétiques. Is sont alors
implantés et repartis en 5 lots (tableau XXT) et mis en croissance dans des bacs séparés (t0). Iis
sont élevés en circuit fermé, a une température de 27°C et une photopériode de 12L:12N. Ils
sont nourris ad libitum (cf. Tableau X), pendant toute la photophase, a l'aide de distributeurs a
tapis. _

A 18 jours post-implant (t18) et 4 la fin de l'expérience a 81 jours post-implant (181),
une pesée individuelle et un prélévement de sang sont réalisés sur 'ensemble des animaux des 5
lots. Des prélévements de foie, de rein, de cerveau, de branchies et de gonades sont également
effectués sur tous les animaux a la fin de l'expérience selon les conditions précédemment
décrites dans le chapitre 1.

Les rapports gonado-somatiques et hépato-somatiques sont calculés pour l'ensemble
des animaux selon les formules précédemment décrites.

Des analyses d'hormones stéroidiennes, la 11-KT et I'E2-17P et thyroidiennes, la T4 et
la T3 sont réalisées sur les trois séries de prélévements sanguins. Apreés extraction des fractions
microsomales, des dosages de l'activité enzymatique des désiodinases sont réalisés sur le foie,

le rein, le cerveau et les branchies,

2.3, Expérience VIII

2.3.1. Les poissons

Les animaux de cette expérience sont issus d'une méme fécondation réalisée dans les
installations expérimentales 4 Rennes. 16 femelles de poids moyen 48 g sont pesées et
marquées individuellement par des transpondeurs magnétiques et des marques spaghetti (Floy-
tag). Un lot de femelle (8) est supplémenté a 'ATD (1,4,6-androstratriéne-3,17-dione,
Steraloids Inc.),a une dose de 50 pg/g de poids vif, dans des implants de Silastic.
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2.3.2. Conditions d'élevage et de prélévements

Ces femelles marquées, implantées ou non, sont élevées dans le méme bassin (1 x 1 x
0,50 m) que 60 autres individus males et femelles issus de la méme fécondation. Ils sont élevés
a une température de 27°C et une photopériode de 12:12. Elles sont nourris ad libitum (cf.
Tableau X) pendant toute la photophase a l'aide de distributeurs 4 tapis.

Un suivi de la croissance et des niveaux plasmatiques individuels d'oestradiol-17B et de
T3 des femelles marquées est réalisé tous les 14 jours pendant toute la durée de l'expérience

avec une pesée et un preélevement hebdomadaire les deux premiéres semaines.

2.4, Expérience IX
2.4.1. Les poissons

Les animaux de cette expérience sont issus d'une méme fécondation réalisée 4 la station
expérimentale du GAMET 4 Montpellier. Ils ont été transférés 3 Rennes & un poids moyen
d'environ 20 g et élevés en circuit fermé dans les bacs de 1 x 1 x 0,50 m, jusqu'a environ 55 g.
A cette taille, 64 individus (32 miles et 32 femelles) sont pesés et marqués individuellement par
des transpondeurs magnétiques. Le poids corporel moyen, non significativement différent, est
respectivement de 62 g pour les méles et de 57 g pour les femelles. 2 lots de 16 animaux (8
males et 8 femelles par lot) sont supplémentés, soit par 'ATD (1,4,6-androstratriéne-3,17-
dione, Steraloids Inc.), soit par du tamoxiféne (trans 1-(p-B-dimthylaminoéthoxyphényl)-1,2-
diphénylbut-1-éne ou ICI 46474, Sigma) a une dose de 50 pg/g et 3 pg/g de poids corporel
respectivement, dans des implants Silastic. Deux lots de 16 individus (8 méles et 8 femelles)

dont l'un est implanté uniquement avec du Silastic servent de témoins.

2.3.2. Conditions d'élevage et de prélevements

Tous les animaux sont élevés en circuit fermé, dans un méme bassin de 2 x 1 x 0,50 m,
a une température de 27°C et une photopériode de 12:12. Ils sont nourris ad libitum (cf.
Tableau X) pendant toute la photophase a l'aide de distributeurs a tapis. Une pesée individuelle
de l'ensemble de chaque animal est réalisée toutes les deux semaines depuis la mise en

croissance jusqu'a la fin de l'expérience (85 jours post-implant).
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Des prélévements de sang sont réalisés toutes les deux semaines a partir du 57éme jour
jusqu'a la fin de l'expérience sur les femelles supplémentées en ATD et les femelles implantées
avec du Silastic. Un dosage de l'oestradiol-17f est réalisé sur chaque échantillon des trois

séries de prélévements.

3. RESULTATS

3.1. Expérience VI

Aucune mortalité n'est observée au cours de l'expérience. L'analyse des performances
de croissance révéle une perte de poids chez les animaux mis & jeun, et un gain de poids qui
augmente avec la ration alimentaire, chez les animaux nourris (figure 51A). Cette tendance est
observée aussi bien chez les méles que chez les femelles. Des différences significatives
(p<0,001) de gain de poids absolu sont observées uniquement entre les males et les femelles
nourris & 2% ou 3%. Le taux de croissance spécifique augmente également avec la ration
alimentaire, mais il n'y a pas de différence significative entre les mailes et les femelles pour un
méme niveau d'alimentation (figure 51B). Cependant, une analyse de variance a deux facteurs
(niveau d'alimentation et sexe) sur l'ensemble des individus des différentes rations alimentaires,
avec le poids initial comme covariable, révéle une différence significative du taux de croissance
entre les deux sexes en faveur des miles.

L'analyse du rapport ARN/protéines dans le muscle blanc révéle une augmentation de
ce rapport avec la ration alimentaire (figure 52), avec toutefois des valeurs faibles pour le lot
nourris a 2% du poids vif par rapport 4 la tendance globale. Aucune différence significative
n'est observée entre les méles et les femelles quelque soit le niveau d'alimentation. Une
corrélation positive est observée entre le taux de croissance spécifique (TCS) et le rapport
ARN/Protéines, elle est significativement plus forte chez les miles (r = 0,76; n= 90; p<0,001)
que chez les femelles (r = 0,71, n= 106; p<0,001).

Les niveaux plasmatiques de I'hormone de croissance (GH) présentent une forte
variabilit¢ interindividuelle particuliérement chez les animaux a jeun. Les niveaux les plus
élevés sont observés chez les animaux a jeun, ces niveaux diminuent avec I’augmentation de la
ration alimentaire, les plus faibles taux étant observés chez les individus nourris & 2%. On
observe une élévation des niveaux de GH chez les animaux nourris a 3% (figure 53) par

rapport a ceux nourris a 2%. Aucune différence significative n'est observée entre les males et
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les femelles pour une méme ration. Par ailleurs, nous n'avons pas observé de corrélation
significative entre ces niveaux circulants de GH et le TCS.

Le taux circulant de T4 ne semble pas étre affecté par la ration alimentaire, excepté
pour les miles du lot nourri a 3% du poids vif, qui présentent des valeurs significativement plus
élevées (figure 54A). Les taux circulants de T3 sont significativement plus forts chez les
animaux nourris & 2% ou 3% que chez les individus mis a jeun ou nourris a 1%. Quel que soit
le niveau d'alimentation, les méles ont des niveaux plasmatiques de T3 significativement plus
élevés que les femelles (figure 54B). Une corrélation positive, bien que faible, est observée
entre la T3 et le TCS. Cette corrélation est plus forte chez les méles (r = 0,46; n= 90, P<0,001)
que chez les femelles (r = 0,35; n= 105; p<0,001). Par ailleurs, une forte corrélation positive (r
= 0,64) est observée entre le logarithme de la T3 et le logarithme du poids corporel final
(figure 55). Le coefficient de pente de la droite de régression, est significativement plus élevé
chez les miles (b= 1,31) que chez les femelles (b= 0,87).

Il n’y a pas de relation claire entre la ration alimentaire et les niveaux circulants de 11-
KT et d’E2-17p. Les teneurs en 11-KT sont significativement plus élevées chez les miles que
chez les femelles (figure 56A) alors que les taux dE2-173 (56B), sont plus élevés chez les
femelles que chez les méles, toutefois les différences ne sont significatives que chez les
animaux a jeun ou nourris a 2 ou 3%.

Les taux circulants de 11-KT augmentent avec le taux d’alimentation chez les males.
Chez les femelles, par contre, le taux de 11-KT est plus faible chez les animaux a jeun, élevé
chez les animaux nourris & 1 et 2% du poids vif.

Les taux circulants d’E2-17p sont faibles chez les animaux & jeun ou nourris a 1%,
¢levés chez les individus nourris 4 2% et de nouveau faibles chez les animaux nourris a 3% du
poids vif.

Une faible corrélation positive est observée entre la 11-KT et la T3 aussi bien chez les

males (r = 0,35; n= 82, p<0,01) que chez les femelles (r = 0,28; n= 89; p<0,01).

3.2. Expérience VII

La technique de gonadectomie chirurgicale que nous avons mis au point a permis
d’obtenir une ablation compléte ou quasi compléte des gonades. Aucune mortalité ni effets
secondaires (mauvaise croissance, malformation) n’ont été observés durant toute la phase de
cicatrisation et de récupération (3 semaines). Bien que les rapports gonado-somatiques soient

variables d'un traitement a l'autre, les individus gonadectomisés (Gdx) ont, d'une maniére
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générale, les plus faibles RGS (figure 57). Nous avons cependant observé chez certains
individus des morceaux de gonades alors que chez d'autres, aucun fragment n'a été€ trouvé. Les
RGS les plus élevés sont observés chez les femelles du groupe « Tém » et les plus faibles chez
les Gdx mdles et femelles.

3.2.1. Performances de croissance

L'analyse des poids corporels, 18 jours aprés I’administration des hormones par
implant, révéle des différences de croissance entre les traitements. Les croissances les plus
élevées sont observées, tous sexes confondus, chez les « Sham» et les plus faibles chez les
individus du groupe Oest (figure 58B). On observe par ailleurs des différences de croissance
significatives entre les males et les femelles dans tous les groupes, excepté le groupe « Gdx ».
Ces différences de croissance entre mailes et femelles sont plus marquées dans les groupes
« Tém », et «Shamy» (Tableau XXIII). Par ailicurs, les males du groupe « Oest » ont le taux de
croissance le plus faible de tous les méles.

En fin d'expérience, les poids corporels moyens sont assez homogénes, aussi bien entre
les males qu’entre les femelles, des différents groupes (figure 58C). Les plus faibles croissances
sont observées chez les animaux du groupe « Oest » pour les males et chez les «Sham» pour
les femelles. Par ailleurs, les différences de croissance entre les mailes et les femelles sont

significatives (p<0,01) dans tous les groupes, except¢ le groupe « Oest ».

3.2.2. Statut endocrinien

3.2.2.1. Les stéroides sexuels

Dix-huit jours aprés implantation, des niveaux de 11.KT trés significativement
(p<0,001) supérieurs, a tous les autres groupes, sont observés chez les animaux du groupe
«Adré» (figure 59A). A la fin de l'expérience, I'analyse des taux circulants, réalisée chez les
animaux des deux sexes, révéle des niveaux significativement plus élevés chez les males que
chez les femelles, sauf chez les animaux des groupes «Adré» et « Oest » (figure 59B). Les taux
de 11-KT chez les femelles du groupe «Adré» sont équivalents ou supérieurs a ceux des miles
de tous les groupes, excepté le lot « Tém »..

Les taux d’E2-17B, 18 jours aprés implantation, sont trés significativement (p<0,001)
élevés chez les femelles du groupe « Oest » (figure 60A). Dans les autres groupes, les niveaux

sont trés faibles en particulier chez les femelles des groupes « Gdx» et « Adré». En fin
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des lettres différentes sont significativernent différentes (p<0,05).
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d'expérience, les niveaux d'oestradiol-17[ les plus élevés sont obtenus chez les individus du
groupe « Oest », femelles comme miles, et les plus faibles chez les individus du groupe «Adré»
(figure 60B). On note par ailleurs une trés forte diminution 4 1a fin de I’expérience des niveaux
chez les femelles du groupe « Oest » par rapport aux taux observés a 18 jours aprés la pose de

I’implant, bien que ce groupe ait des valeurs toujours supérieures aux autres groupes.

3.2.2.2. Les hormones thyroidiennes

Dix-huit jours aprés implantation, les niveaux circulants de T4 sont équivalents entre les
différents groupes, excepté le lot « Gdx » (figure 61A). Les plus faibles taux sont observés
chez les animaux des groupes « Tém» et «Sham». Aucune différence significative n'est
observée entre les males et les femelles au sein des différents groupes. Cependant, une
tendance & de plus forts niveaux chez les femelles que chez les mailes est observée chez les
« Gdx » qui les taux les plus élevés. En fin d'expérience, les niveaux plasmatiques sont assez
homogenes entre les différents groupes excepté les individus du lot « Adré» qui ont des
niveaux trés élevés (figure 61B). Les taux circulants chez les méles du lot « Sham » sont
significativement supérieurs (p<0,01)  ceux des femelles du méme lot.

L'analyse des niveaux de T3, 18 jours aprés implantation, révéle une certaine
homogénéité des niveaux exception faite du groupe « Oest » (figure 62A). Les individus de ce
demier groupe ont des niveaux significativement plus faibles que dans les autres lots. Dans la
plupart des groupes, les niveaux sont significativement plus importants chez les males que chez
les femelles. Contrairement 4 la T4, les niveaux de T3 en fin d'expérience sont assez
homogenes, surtout chez les miles (figure 62B). Comme a 18 jours aprés implantation, les plus
faibles taux parmi les miles sont observés en fin d’expérience chez les individus du groupe

« Oest »,

3.2.3. Les désiodinases

L'analyse de l'activité des désiodinases, en fin d’expérience, révele une grande
variabilité inter et intra-groupes. Dans le rein, les niveaux d’activité de la désiodinase du noyau
externe, ORD I (Outer Ring Deiodinase, type I) peuvent étre scindés en deux groupes. Un
premier groupe composé des lots « Tém », «Sham» et «Adré», présente des niveaux d’activité
significativement plus élevés que ceux du second groupe (« Oest », « Gdx »). La plus faible
activité est observée chez les miles « Gdx » et la plus forte chez les méles du groupe «Adré»
(figure 63A). Ces derniers ont, par ailleurs des niveaux d'activité significativement (p<0,05)
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Figure 61 : Taux plasmatiques de T4 & t18 (A) et 4 la fin de ’expérience, t81 (B). n = 20
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Figure 64 : Activités moyennes de I'IRD III dans le cerveau (A) et dans les branchies (B)
chez des males (200 g) et des femelles (120 g) 4 la fin de I'expérience. n = 20 individus par
traitement (10 poissons par sexe). Moyenne + SEM. Les moyennes repérées par des lettres
différentes sont significativement différentes (p<0,05).
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supérieurs a ceux des femelles. Aucune différence significative n'est observée entre les males et
les femelies.

L’activité de I’'ORD II dans le foie est homogeéne entre les différents groupes, excepté
le lot « Gdx» (figure 63B). Les plus faibles activités sont observées chez les « Gdx ».
L'activité de cette enzyme est plus élevée chez les miles du lot « Oest » que chez les miles du
lot «Adré», mais les différences ne sont pas significatives.

L'activité de la désiodinase du noyau interne, IRD III (Inner Ring Deiodinase, type III)
dans le cerveau varie trés peu avec le type de traitement. Elle est pratiquement identique entre
les miéles et les femelles sauf chez les «Sham» et les individus du groupe «Adré» (figure 64A).
A l'inverse des «Sham» ou l'activité est significativement plus élevée chez les méles par rapport
aux femelles, elle est significativement plus faible chez les miles du groupe « Oest ». Par
ailleurs, l'activité de cette enzyme dans les branchies est trés élevée chez les animaux, males
comme femelles, du lot « Oest » et trés faible chez les « Gdx » (figure 64B). Elle est assez

homogéne entre les autres traitements.

3.3. Expérience VIII

Une différence de croissance, bien que non significative, est observée en faveur des
femelles ATD dés 14 jours aprés implantation (figure 65). Cette différence de croissance
devient significative dés 28 jours aprés implantation et a la fin de l'expérience, les femelles
ATD présentent un poids corporel moyen trés significativement (p<0,01) supérteur a celui des
femelles témoin. L’analyse des taux de croissance spécifique révéle une différence significative
(P<0,05) a la fin de I’expérience (figure 66).

Aucune différence significative n'est observée entre ces 2 lots de femelles pour les RGS
(2,01 et 1,89 respectivement pour les ATD et les témoins). On observe, toutefois, une grande
variabilité interindividuelle du RGS particuliérement chez les femelles implantées a I’ ATD.

L'analyse des niveaux d'oestradiol-17p révéle une diminution d'environ 75% par rapport
au taux initial dés le 7™ jour aprés implantation (figure 67A). Ces niveaux remontent ensuite
treés rapidement pour atteindre des taux non significativement différents de ceux des femelles
témoins, 28 jours aprés implantation. Les taux de cette hormone sont restés assez stables chez
les femelles témoins, avec toutefois une légére diminution 4 la fin de l'expérience. Par contre,
les taux de T3 ne sont significativement différents qu’a la fin de Pexpérience, les femelles

traitées a I’ ATD ayant les plus forts niveaux (figure 67B).
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Figure 65 : Evolution du poids corporel des femelles témoins et des femelles implantées a
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implantées 4 I'’ATD au cours de I’expérience. n = 8 individus par sexe et par traitement.
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3.4. Expérience IX

Aucune mortalité n'est observée au cours de l'expérience. L'analyse des performances
de croissance montre une certaine homogénéité de croissance au sein des différents lots males
comme femelles (figure 68). On observe, cependant parmi les lots femelles, une légere
tendance & une meilleure croissance des femelles ATD alors que chez les méles, cette tendance
concerne les individus implantés avec du tamoxiféne qui présentent cette méme caractéristique.
Ces différences ne sont toutefois pas significatives. L'analyse des poids corporels finaux révele
des différences significatives entre les males et les femelles d'un méme traitement, sauf chez les
témotns,

Les rapports gonado-somatiques sont trés significativement (p<0,01) plus élevés chez
les femelles que chez les males (figure 69A). Exceptés les males implantés a I'ATD, ce rapport
est assez homogeéne d'une part entre les femelles, et d'autre part entre les males. Le rapport
hépato-somatique est également plus élevé chez les femelles que chez les males, avec cette fois
une tendance & un plus fort rapport chez les méiles implantés tamoxiféne (figure 69B). On
observe, cependant, de fortes variabilités entre les individus d'un méme traitement.

L'analyse des taux circulants d’E2-173 chez les femelles ATD et implantées Silastic, ne
révéle pas de différence significative (figure 70). Ces niveaux diminuent ensuite trés
significativement 2 semaines aprés pour se stabiliser 4 des taux 3 fois inférieurs a ceux observés
57 jours aprés implantation. Aucune corrélation significative n'est observée entre le poids

corporel et les niveaux plasmatiques d'oestradiol-17] a la fin de I’expérience.

5. DISCUSSION

5.1. Relais endocriniens potentiels de la croissance différentielle liée au sexe

Les résultats de la premiére expérience montrent qu'il est possible d'induire différents
taux de croissance, sur une courte période de 2 semaines, chez des individus d'une méme
fécondation en les rationnant. Cette donnée constitue un avantage chez le tilapia car elle
permet d'analyser plus spécifiquement les relations entre la croissance et les niveaux circulants
des hormones sur une période bien précise.

Les modifications du taux de croissance spécifique (TCS) induites par I'accroissement
de la ration alimentaire sont associées & des différences significatives des niveaux circulants des

hormones analysées. Les modifications les plus importantes concement les niveaux circulants
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de la GH, qui présentent une variation bimodale en rejation avec la ration alimentaire. De forts
niveaux de GH sont observés chez les animaux restreints et a jeun. Ils résulteraient d’une
décroissance de la réceptivité des récepteurs hépatiques 4 cette hormone, comme cela a ¢été
montré chez le saumon coho. Cette baisse de la réceptivité entrainerait une diminution de la
sécrétion de somatomeédine et une suppression du rétrocontrole négatif de celle-ci sur la
sécrétion de GH, ce qui entrainerait des taux élevés de GH circulant (Le Bail er al., 1991b). 1l
existe donc une relation inverse entre le taux circulant de GH et le taux de croissance chez les
animaux restreints et les animaux nourris. On observe cependant une remontée des niveaux
chez les animaux nourris & 3% par rapport & ceux nourris a 2%. Ceci suggére que le taux
circulant de GH peut étre relié dans une certaine mesure au taux de croissance lorsque la
croissance est significative. Cette relation entre la GH et le taux de croissance est souvent
difficile a mettre en évidence chez les poissons i cause de la variation des niveaux de GH au
cours du nycthémére liée i la pulsatilité de la sécrétion (Le Bail et al., 1991a). De plus, la GH
n’a pas d’effet direct sur la croissance somatique, mais induit la formation d’IGF-1 (Insulin-like
Growth Factor-1, somatomédine) qui agit directement au ntveau tissulaire (Peter et Marchant,
1995). Compte tenu du rétrocontrole négatif des IGFs sur la sécrétion de GH mentionné
précédement, les taux circulants de GH sont souvent faibles. La mise en évidence d’une
relation méme faible chez le tilapia constitue donc un résultat intéressant.

Aucune différence significative de niveau circulant de GH n’est observée entre les
miles et les femelles, comme cela a ét¢ montré chez les mammiféres (Blake ef al., 1984) et les
oiscaux (Bacon et al., 1989). Chez le rat en effet, le taux de synthese par hypophyse (Burek et
Frohman, 1970; MacLeod et al., 1969) et la quantité de GH dans I’hypophyse (Birge ef al.,
1967; Sinha et al., 1979), de méme que ’amplitude des pulsations (Eden, 1979; Jansson et al.,
1984) sont significativement plus importants chez le male que chez la femelle. Toutefois, nous
pouvons observer certaines tendances entre males et femelles. Les taux de GH des miles a jeun
sont plus faibles que ceux des femelles alors que le taux de GH des méles nourris a 2 et 3%
sont plus élevés que ceux des femelles des mémes lots. Ces données suggérent que la GH est
probablement impliquée dans le différentiel de croissance entre les miles et les femelles chez le
tilapia. Toutefois, comme la relation GH et croissance, la relation GH et croissance
différentielle est faible et difficile 2 étudier, et seules des approches in vitro dont nous ne

disposons pas chez le tilapia permettraient d’approfondir le mode d’action de la GH.
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Le statut des hormones stéroidiennes des animaux a jeun est caractéristique de chaque
sexe (11-KT élevée chez les miles et E2-17[ élevée chez les femelles) et équivalent a celui des
animaux correctement nourris. Il est couramment observé en élevage que les tilapias, soumis a
des restrictions alimentaires s’engagent dans la maturation sexuelle méme si les individus sont
de trés faible taille (phénomeéne de namisme; Lowe-Mc-Connell, 1982). Le taux de
rationnement (1% du poids vif) qui correspond a une ration de maintien (TCS proche de zéro)
semble altérer le statut stéroidien, les taux de 11-KT et d’E2-17 étant équilibrés dans les deux
sexes. Ces résultats pourraient s’expliquer par rapport a 1’orientation préférentielle de I énergie
métabolique vers la fonction de reproduction. Méme si la fonction de reproduction est
prioritaire, il pourrait y avoir un cofit minimal d’utilisation des nutriments qui diminuerait alors
I’énergie disponible pour la reproduction. Seules les femelles sont affectées par ce taux de
rationnement intermédiaire qui se traduit par une augmentation de leurs taux circulants de 11-
KT et une baisse de leurs taux circulants d’E2-17[3. Le statut stéroidien est rétabli chez les
poissons nourris & 2% du poids vif. Les concentrations plasmatiques de 11-KT chez les méles
ont des valeurs, selon le taux d’alimentation, trés différentes de celles des femelles. Elles sont
faibles chez les femelles & jeun, augmentent pour les taux 1 et 2%, puis faibles pour le taux de
3% du poids vif. 1] existe donc peut étre une faible relation, chez les males nourris, entre la 11-
KT, la T4 et la croissance. Dans de nombreuses espéces, les androgénes ont des effets positifs
sur la croissance (Donaldson ef al., 1979; Higgs et al, 1982) a travers une stimulation de la
prise et/ou de la transformation alimentaire, mais aussi d’interactions synergiques avec d’autres
hormones (Donaldson et al., 1979). Toutefois, le taux de 11-KT circulant est également
associé a la croissance des méles. .’augmentation du taux circulants de 11-KT et de T4 en
fonction du taux d’alimentation peut aussi induire une agressivité et une activité croissante des
miles. Quel que soit la ration alimentaire et le taux de croissance, les niveaux plasmatiques des
stéroides sexuels sont significativement différents entre les males et les femelles. Ceci suggére
que ces hormones sont probablement impliquées dans le déterminisme de la croissance
différentielle liée au sexe, mais semblent ne pas intervenir de facon directe car aucune
corrélation significative n’est obtenue entre ces hormones et le taux de croissance spécifique.

Les niveaux plasmatiques des hormones thyroidiennes augmentent avec 1’accroissement
de la ration alimentaire de maniére plus significative pour la T3 que pour la T4. Cette tendance
générale a été également observée chez d’autres espéces (Mc-Cormick et Saunders, 1990,
Sweeting et Eales, 1992b). Des mécanismes différents peuvent expliquer les différences

observées chez les animaux a jeun et chez les individus bien nourris. Les niveaux de T4, mais
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pas les niveaux de T3 tendent a étre plus élevés chez les individus mis 4 jeun comparativement
4 ceux nourris a 1%. Ceci pourrait s’expliquer par une diminution de la conversion
extrathyroidale de la T4 en T3 comme cela a été suggéré chez la truite (Eales, 1988). Les
niveaux de T3 sont significativement plus importants chez les animaux nourris 4 2 ou 3%, et
ceux de T4 significativement plus importants chez les animaux nourris 4 3% du poids vif. A ces
deux taux d’alimentation, les taux circulants de la T3 sont significativement plus élevés que
ceux de la T4, contrairement a ce qui est observé chez les mammiféres,. Cette augmentation
des niveaux de T3 pourrait étre liée 4 une stimulation de la production au travers d’une
augmentation de lactivité des désiodinases comme également suggérée chez la truite
(Sweeting et Eales, 1992b).

Les taux plasmatiques de T3 sont significativement différents entre les miles et les
femelles, quel que soit la ration alimentaire alors que les taux de T4 sont seulement
significativement différents entre les méles et les femelles chez les animaux nourris a 3%. Ces
différences de niveaux de T3 entre les deux sexes sont en accord avec ceux obtenus chez
Oreochromis aureus (Mol et al., 1994). La T3 est considérée comme la forme active des
hormones thyroidiennes car elle posséde la plus grande affinité avec les récepteurs aux
hormones thyroidiennes (Bres et Eales, 1990; Bres ef al,, 1990). Les taux plasmatiques de T3
sont fortement corrélés avec le TCS aussi bien chez les miles que chez les femelles. Toutefois,
la relation entre le poids corporel et la T3 est plus forte chez les males que chez les femelles,
les taux circulants chez les femelles étant simplement liés au poids métabolique (p = 0,8,
Winberg, 1956) alors que chez les males, la production de T3 serait largement supérieure a une
simple relation avec le poids corporel. Ceci suggére une régulation différentielle entre les miles
et les femelles des niveaux circulants de cette hormone. En I’absence d’étude similaire chez
d’autres poissons, il n’est pas possible d’établir si c’est le statut thyroidien des femelles qui est
déprimé ou celui des méles qui est stimulé.

Compte tenu du rble des hormones thyroidiennes dans le contrdle de la croissance,
cette différence de statut endocrinien entre les males et les femelles est en faveur de leur
implication centrale dans la croissance différentielle. Ces résultats montrent également que la
T3 est plus impliquée dans la croissance des méles que celle des femelles chez le tilapia.

Le statut des stéroides sexuels étant trés différent entre les miles et les femelles,
I’existence d’une relation avec le statut thyroidien peut étre recherché. Des travaux antérieurs
chez I’'omble chevalier ont montré en effet une augmentation des niveaux de T3 & travers des

effets directs de la testostérone sur ’activité de la 5’monodésiodinase (MacLatchy et Eales,



Tableau X3V : Récapitulatif des variations du différentiel de croissance entre male et femelle
au cours de ['expérimentation VII et les facteurs endocriniens probables en jeu.

Groupes |Croissance |Croissance |Différentiel de croissance |Différentiel | Facteurs probables des
male femelle (% poids femelle) lié a (/ Tém) |différences

~. mile |E2-1782 _~» male
«Oest » 181 124 46 T3 =~ mile + femelle
« Tém» 209 115 82
« Adré» 208 90 131 ~, femelle | 11-KT _~femelle

_~ mile
« Gdx » 216 158 37 _» femelle

_~» male |stress et cortisol
« Sham» | 265 115 130 = femelle
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1988). Nous observons une corrélation significative entre la 11-KT et les hormones
thyroidiennes, et en particulier la T3. Cette relation est plus forte chez les miles que chez les
femelies. Les androgénes pourraient donc stimuler la production de T3 chez les miles de
tilapia, a travers I'activité de la 5’monodésiodinase. L’oestradiol-17B peut également agir
négativement sur |’activité de cette enzyme (Cyr et al., 1988). Dans notre expérience, aucune
donnée ne permet pour le moment de supposer une telle action, puisqu’aucune corrélation
n’est observée entre ’E2-17p et les niveaux circulants des hormones thyroidiennes,

Les résultats de cette expérience suggérent donc, que parmi les hormones analysées, la
T3 qui est impliquée dans le contrdle de la croissance somatique, pourrait étre un facteur de la
différence de croissance entre les miles et les femelles. En outre, les stéroides sexuels

pourraient étre impliqués dans le contrdle du métabolisme des hormones thyroidiennes.

4.2. Relations entre les hormones thyroidiennes et les stéroides sexuels : impacts
sur la croissance différentielle entre les males et les femelles (tableau XXIIT)

Les gonadectomies visent & obtenir des miles et des femelles ayant un statut stéroidien
aussi bas que possible. Aprés 1’opération, les animaux sont élevés pendant 3 semaines pour
permettire une élimination des stéroides résiduels et une cicatrisation, mais aussi pour vérifier la
reprise d’alimentation et dissiper le stress lié a I'opération, avant le début de I'expérience. Le
suivi des niveaux plasmatiques de 11-KT chez les miles et d’E2-17B chez les femelles (faute
de quantité suffisante de plasma, les deux stéroides ne pouvaient étre analysés simultanément
pour chaque sexe), montre des taux trés variables entre les lots, surtout chez les males.
L’observation macroscopique des gonades a la fin de 'expérience a révéle une regénération de
celles-ci chez certains individus. Des stéroides ont pu étre synthétisés a partir de ces fragments
régénérés. Des ovocytes ont méme été observés chez certaines femelles qui possédaient une
seule gonade de taille équivalente a la moitié d’un ovaire classique.

L’analyse du statut hormonal a la fin de cette période fait apparaitre des profils trés
similaires de 11-KT et de T4 chez les males. Le déséquilibre endocrinien induit par la
gonadectomie a peut étre permis de mettre en évidence de fagon nette ce type de relation. La
croissance des différents lots n’étant pas différente, il est probable que, comme pour
I'expérience précédente, ces taux reflétent des différences d’agressivité des individus des

différents lots.
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Dix-huit jours aprés implantation, seuls les males traités i I’adrenostérone et les
femelles 4 ’E2-17[ ont des niveaux trés significativement élevés respectivement en 11-KT et
en oestradiol-17B, ce qui montre que les implants de beurre de cacao ont bien relargué les
stéroides. Les implants a I’adrenostérone, précurseur de la 11-KT, ont effectivement permis
d’obtenir des taux trés importants de ce stéroide aussi bien chez les miles que chez les
femelles. De la méme maniére, les individus males et femelles du groupe « Oest » présentent de
forts taux d’oestradiol-17f. Toutefois, la supplémentation par un stéroide semble inhiber le
statut du stéroide spécifique de Pautre sexe (11-KT chez les miles et E2-17p chez les
femelles). L analyse des relations entre les hormones thyroidiennes et les stéroides sexuels, et
leurs influence sur la croissance somatique peut toutefois étre effectuée.

Les niveaux plasmatiques de T4 ne sont pas directement affectés par les différents
traitements de supplémentation et de gonadectomie. Toutefois les niveaux observés 18 jours
apres la pose des implants semblent suggérer, par rapport aux vrais témoins et aux «Shamy», un
effet de la gonadectomie sur la sécrétion de T4. Les effets de fortes supplémentation en
adrénostérone et en oestrogéne diminuent la sécrétion de T4 par rapport aux individus
gonadectomisés. Ceci pourrait impliquer un contrdle répressif non spécifique des stéroides sur
la sécrétion de T4. 11 est toutefois contradictoire avec d’autres effets potentiels stimulateurs.
Le traitement 4 I’adrénostérone prolongé semble également stimuler la fonction thyroidienne,
ce qui va dans le sens des relations entre la 11-KT et la T4 observées apres la gonadectomie. Si
les taux de T4 reflétent le fonctionnement de la glande thyroide, cette expérience montre
qu’elle est particuliérement sensible & de nombreux facteurs : effets répressifs de la
concentration d’hormones stéroidiennes. Trés peu de différences sont observés entre les
niveaux de T4 chez les miles et chez les femelles.

Les taux circulants de T3 sont significativement différents selon le sexe des individus et
selon le traitement. Dix huit jours aprés implantation, on observe déja des différences
significatives entre les males et les femelles des lots « Tém », «Sham» et « Adré ». Cette méme
tendance est observée a la fin de ’expérience avec des différences entre méles et femelles
encore plus significatives dans pratiquement tous les lots. Ces résultats sont en accord avec
ceux de la précédente expérience mais aussi avec les travaux réalisés chez d’autres espéces qui
montrent des niveaux significativement plus élevés de T3 chez les miles (Mol et al., 1994).

A 18 jours post-implant, des taux de T3 significativement plus faibles sont observés

chez les individus males et femelles implantés a I'oestradiol-17p par rapport aux autres lots. En

fin d’expérience, les individus, surtout males du lot traité a I’oestradiol-170 ont les plus faibles
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niveaux de T3. Ces résultats suggérent que les niveaux circulants de T3 peuvent étre
négativement influencés par I'oestradiol-17p. Aucun effet de ’adrenostérone sur les taux
circulants de T4 n’est observé.

Les différences de niveaux circulants de T3 induites par la supplémentation en E2-178
sont en concordance avec les faibles performances de croissance de ce lot.

Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer ces différences de niveaux de T3
entre méles et femelles, et leur contrdle par I'oestradiol-173. Tl est bien établi chez les
téléostéens, comme chez d’autres classes de vertébrés, qu’une faible proportion de la quantité
totale de T3 circulante provient directement de la synthése par la glande thyroide. La quasi
totalité de cette hormone proviendrait de la 5’monodésiodination par les tissus périphériques,
mécanisme par lequel la T4, précurseur relativement inactif, est convertie en T3, forme
biologiquement active des hormones thyroidiennes (Eales, 1985; Leatherland, 1988; Kiihn,
1990) par I’action d’enzymes spécifiques (ORD I et II). Cependant, la T3 n’est pas le seul
produit du métabolisme des hormones thyroidiennes car elle peut étre a son tour transformée
en T2 par d’autres enzymes, agissant essentiellement sur le noyau thyrosyl (IRD; Eales et
Brown, 1993). Les niveaux circulants de la T3 résultent donc de I’équilibre entre ces deux
systémes enzymatiques qui assurent sa production et sa dégradation.

Nous avons analysé |’activité de I’ORD dans le foie et le rein. Des travaux ont, en effet,
montré que chez le tilapia, contrairement aux mammiferes, aux oiseaux, aux salmonidés et aux
anguilles (Chopra ef al., 1978, Leatherland, 1981; Leonard et Visser, 1986; De Luze ef al.,
1989; Eales, 1990; Kihn, 1990), I'activité enzymatique de désiodination de la T4 en T3 est
nettement plus importante dans le rein que dans le foie (Byamungu ef al., 1992). Les activités
de ’ORD dans le rein comme dans le foie sont affectées par les traitements, les activités des 2
enzymes étant plus élevées dans les lots « Tém », «Sham» et « Adré » que dans les autres lots
(sauf les miles du lot « Oest »). Les différences d’activités ne semblent pas étre associées
directement a des différences de niveaux de T3 et méme a des différences de niveaux de T4
sauf peut étre celui observé a 18 jours post-traitement, ce qui pourrait étre associé a un
mécanisme d’induction de ces enzymes par les niveaux de T4. 1l n’existe pas de différence
d’activité entre les méles et les femelles, sauf dans le lot « Oest » qui se caractérise par des taux
de T3 et de T4 équivalents dans les deux sexes. L’activité de ces enzymes de production de la
T3 n’est donc pas limitante et n’est pas directement en relation avec les niveaux plasmatiques
des stéroides sexuels comme cela a été montré chez d’autres espéces (Oliverean, ef al., 1981;
Leatherland, 1985; Cyr ef al., 1988; Mac Latchy et Eales, 1988).
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Nous avons analysé 'activité de 'IRD dans les branchies et dans le cerveau. Les
activités les plus élevées de cette enzyme sont observées dans les branchies des poissons du lot
« Oest ». Si I’on excepte le lot « Gdx », le profil selon les lots, de I’activité de cette enzyme
dans les branchies est inverse de celui des taux de T3 circulants. Il peut étre proposé que cette
enzyme responsable de la dégradation de la T3 en T2 est régulée par '’E2-17] et participe au
contrdle du taux circulant de T3. Cette activité n’est toutefois pas plus élevée chez les femelles
que chez les males des lots témoins présentant un statut stéroidien spécifique du sexe. La
régulation par ’E2-17[ de 1’activité de cette enzyme serait donc complexe.

L’activité de la méme enzyme dans le cerveau présente un profil selon les lots inverse
de celui observé dans les branchies. Il refléte celui du taux circulant de T3, ce qui indique que
cette enzyme est controlée par le taux circulant de I’hormone dans certains tissus comme nous
I’avons suspecté pour ['ORD avec les niveaux de T4. Il peut s’agir dans le cas du cerveau d’un
mécanisme d’épargne de la T3 dont la signification n’est pas évidente.

Ces résultats, en accord avec les précédentes données (expérience VI) suggerent que le
différentiel de croissance entre les males et les femelles pourrait étre lié au statut stéroidien

specifique des femelles caractérisé par de forts taux d’E2-173. Cette hypothése est confortée

par la forte diminution de la croissance des méles supplémentés & I’oestradiol-173, mais aussi
par 'augmentation de la croissance des femelles ovariectomisées qui ont de faibles taux d’E2-
17B. Ces résultats montrent que le rdle des stéroides sexuels dans la croissance chez les
poissons est trés complexe et ne peut étre généralisé. En effet, une inhibition de la croissance
des femelles ovariectomisées et une stimulation par I’oestradiol-17f ont été montrées chez la
perche (Malison er al., 1985). Chez le tilapia, I'inhibition la croissance pourrait passer par une
diminution du taux circulant de T3. Cette modulation des niveaux de T3 pourrait se faire
principalement par une stimulation de la dégradation de T3 (augmentation de I’activité de la
T3-IRD dans les branchies), plus que par une inhibition de I’activité de la T4-ORD dans le foie
comme cela a été montré chez d’autres espéces (Olivereau ef al., 1981; Cyr et al., 1988).
Aucun effet direct de la 11-KT, ni sur la croissance, ni sur les taux circulants de T3 n’a
pu étre mis en évidence. Toutefois, une relation faible entre la 11-KT et la T4 pourrait exister,
ce qui correspondrait 4 la relation classique entre les androgénes et les hormones thyroidiennes,
observée chez d’autres espéces (Leatherland, 1985; MacLatchy et Eales, 1988). Cette absence
de stimulation de la croissance des animaux du lot « Adré », qui ont pourtant eu de forts
niveaux de 11-KT confortent ’hypothése d’un différentiel de croissance lié plus a une faible

croissance des femelles.
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La différence de croissance entre les males et les femelles, serait donc plus liée & un
effet inhibiteur des oestrogénes sur la T3 chez les femelles qu’a un effet stimulateur des
androgénes. Toutefois, une interaction entre ces deux processus (production des hormones
thyroidiennes, dégradation de la T3) pourrait participer 4 la différence de croissance liée au

SCXEC.

4.3. Réles potentiels de I’oestradiol-17B dans la croissance différentielle liée au
sexe

Si la différence de croissance entre les méles et les femelles est liée a I'influence des
oestrogénes, une inhibition de la synthése de I’oestradiol-17p devrait permettre d’accroitre la
croissance des femelles. Nous avons donc suivi, a court et a long terme, dans les expériences
VIII et IX les performances de croissance de femelles implantées a I’ATD comparées des
femelles témoins afin donc de déterminer I'importance et le role de I’E2-178 sur la croissance
somatique.

Les résultats obtenus montrent trés clairement, d’une part que l'implant Silastic
relargue rapidement I’ATD, (7 4 21 jours), et d’autre part que I’ATD inhibe effectivement la
synthése d’oestradiol-17P & court terme. Les effets de ’ATD observés dés 7 jours aprés
implantation sont beaucoup plus précoces que chez la truite ou les plus faibles taux d’E2-17
sont observés 4 21 jours aprés implantation, pour des doses, type et volume d’implants
identiques, ce qui indique un relarguage trés rapide par I'implant. On observe par ailleurs une
remontée trés rapide des niveaux d’E2-17P qui deviennent identiques 3 ceux des témoins dés
28 jours aprés implantation, soit 7 jours aprés I’arrét du relargage alors que chez la truite, des
différences significatives sont encore observés dans les deux mois suivant I'implantation
(Fostier, données non publiées). Les analyses éffectuées plus tardivement au cours de
Pexpérience IX montrent effectivement que I’ATD n’a plus d’effet sur des niveaux circulants
d’ oestradiol-178, 57 jours aprés implantation. Les femelles, a la fin de cette expérience ont des
RGS équivalentes & ceux des femelles non traitées. La cinétique de relarguage trés rapide
PATD et son effet transitoire sur 'E2-17] pourraient étre liés a la température d’élevage du
tilapia (27°C) qui est beaucoup plus élevée que celle de la truite (10-15°C). Les résultats
montrent par ailleurs que le tamoxiféne n’a pas d’effet a long terme sur les niveaux circulants

d’oestradiol-17p.
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La diminution des taux circulants d’oestradiol-17p est associée, 4 court mais pas i long
terme (expérience IX) 4 une amélioration des performances de croissance chez les femelles
implantées 3 I’ATD dés 15 jours aprés implantation. Cette différence de croissance entre les
femelles implantées & UATD et les témoins augmentent et devient significative a 28 jours aprés
implantation. Aucun effet n’est observé a long terme. Ces résultats suggérent que I'inhibition
de [a synthése de oestradiol-178 peut entrainer une augmentation de [a croissance des
femelles. Ceci est en accord avec les résultats de I'expérience VII, qui montraient une
diminution de la croissance chez les animaux supplémentés 4 I’'E2-17B. Par contre, les taux
circulants de T3 ne sont significativement différents entre les femelles implantées a 'ATD et
les témoins qu’a 39 jours aprés implantation (3 semaines aprés la chute des niveaux
d’oestradiol-17B), ce qui va a I’encontre de ’effet négatif de I’oestradiol-17p sur les niveaux
de de T3 suggéré dans 'expérience VII. L’absence de relation claire entre les niveaux de T3 et
I’E2-17PB au cours de cette expérience pourrait étre liée a la remontée trés rapide des niveaux
d’oestradiol-17P, ce qui signifierait que | *action de I'E2-17p sur les niveaux de T3 nécessite
une modification prolongée des taux circulants, ou que la visualisation de cet effet n’est pas
immédiat. Toutefois, comme dans ’expérience III et VII, les niveaux de T3 sont bien liés au
poids corporel et au taux de croissance, et la liaison est plus forte chez les femelles implantées
4 1 ’ATD que chez les témoins. Cependant, I’évolution des taux circulants de T3 semble tardive
(28 jours post-implant) par rapport a I’évolution de la croissance {14 jours post-implant). Le
relais par la T3 de I’action négative de ’oestradiol-17P sur la croissance n’est donc pas un
relais simple. La T3 pourrait n’étre qu’un simple témoin secondaire des différences de

croissance.

5. CONCLUSION

La supplémentation en oestradiol-17} chez les méles se traduit par une baisse de
croissance alors que 'inhibition de la synthése de I’cestradiol-17p chez les femelles se traduit
par une augmentation de la croissance. Par contre I’élevation des niveaux de 11-KT chez les
femelles ovariectomisées (par implant adrénostérone) ne stimule pas la croissance. L’effet
anabolisant des androgénes serait donc mineurs, sauf §’i existe des récepteurs spécifiques chez
les miles. Cependant, nous n’avons pas observé d’effet non plus chez les méles par rapport aux

gonadectomisés. Ces résultats suggérent une régulation négative de la croissance des femelles
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par I'oestradiol-17B. Ceci pourrait révéler un autre mécanisme du déterminisme de la
croissance différentielle liée au sexe chez le tilapia. On pourrait imaginer une diminution de la
croissance des femelles liée & une augmentation des taux circulants d’oestradiol-17p aprés la
sexualisation et au moment de I’initiation de la maturation sexuelle. Il est également probable
que le rapport 11-KT/E2-17B régule cette action de I’oestradiol-17B sur la T3 plus que le
niveau absolu de 'E2-17[3.

Le taux circulant de T3 est significativement corrélé avec le taux de croissance dans les
deux sexes, et est plus précisément li¢ au poids métabolique chez les femelles et au poids
corporel chez les méles. Dans I’ensemble des expériences (III, V11, IX), le taux de T3 circulant
est significativement plus élevé chez les méles que chez les femelles. L’E2-17p semble stimuler
sa dégradation chez les femelles et chez les males & travers un accroissement de ’activité de la
T3-IRD dans les branchies. Le statut des hormones thyroidiennes et plus spécifiquement de la
T3 est différent entre les miles et les femelles, et pourrait étre en relation avec les effets de
I’oestradiol-17f sur la croissance. L’oestradiol-17[ et la T3 pourraient donc constituer un des
relais endocriniens de la différence de croissance liée au sexe chez Oreochromis niloticus. Les
hormones thyroidiennes, méme si elles n’agissent pas directement, constituent un bon témoin
de la différence de croissance li€e au sexe, permettant d’étudier sa mise en place et les facteurs

extrinséques et intrinséques qui la contrdlent.
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1. Biologie et physiologie du tilapia

Cette étude sur la croissance différentielle liée au sexe et son déterminisme chez
Oreochromis niloticus nous a d’abord permis d’acquérir un certain nombre d’informations de
base sur la biologie et la physiologie générale du tilapia.

Dans le domaine du comportement, nous avons mis en évidence une sensibilité du
tilapia aux facteurs sociaux qui modulent fortement sa croissance. Nous avons également
montré que le tilapia est une espéce dont la prise alimentaire est préférentiellement diurne, avec
deux pics d’activité en début et fin de photophase. 1l a des capacités a s’alimenter pendant la
phase nocturne, contrairement a la truite ou le poisson chat européen qui s’alimente
exclusivement le jour ou la nuit (Boujard, 1995; Boujard et Leatherland, 1992b). Le
développement de cette alimentation nocture est a relier aux interactions sociales qui
excluraient une partie des individus du groupe de |’alimentation diurne.

Le rapport ARN/protéines dans le muscle et le taux de synthése des protéines dans les
écailles peuvent étre utilisés comme indices de la croissance instantanée du tilapia. Toutefois, le
premier évolue moins rapidement que le second avec de faibles variations de croissance,
induites par exemple par des variations du taux de rationnement 4 court terme. Par ailleurs,
I’analyse de la structure du muscle squelettique montre, pour la premiére fois chez un
téléostéen, qu’il n’y a pas de séparation anatomique entre les fibres périphériques et les fibres
profondes. Cette caractéristique peut étre reli¢e 4 la locomotion du tilapia. De plus,
’hyperplasie du muscle semble étre la composante principale de la croissance du tilapia, au
moins jusqu’a 200-250 g, comme cela est observé dans d’autres espéces comme la truite ou
Phyperplasie est majoritaire chez des individus de taille inférieure 4 20 cm (Weatherley ef al.,
1980a).

L’étude endocrinienne révéle une évolution bimodale trés nette des niveaux circulants
de GH en fonction du taux de rationnements croissants. Cette relation, également observée
chez la daurade et la truite (Kaushik ef @/, données non publiées) mais rarement mise en
évidence chez les autres téléostéens, suggere que le tilapia pourrait étre un bon modéle pour
’étude de ’endocrinologie de la croissance. Toutefois, les mises au point de dosages fiables
d’IGF et des récepteurs a la GH doivent étre achevées au préalable,

Nous avons réalis€ au cours de ce travail un suivi chronologique des evolutions
endocriniennes du tilapia (hormone de croissance, stéroides sexuels) pendant toute la phase

précédant I’apparition de la différence de croissance lide au sexe (de 2 a 45 g). Cette étude
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révele une diminution, dans une premere phase, de la charge hypophysaire en GH, et des
niveaux circulants de la majonité des hormones suivie d'une remontée de ces niveaux. Ces
profils endocriniens indiquent une réduction momentanée des synthéses hormonales aprés
I’ontogénése gonadique et la différenciation sexuelle. Une étude du systéme thyroidien (T4, T3
et les enzymes de leur métabolisme) confirment la sensibilité de ce complexe a 1’équilibre
endocrinien (GH, stéroides sexuels.

Enfin, nous montrons que malgré I’existence possible de reproductions précoces chez
le tilapia, la maturation sexuelle chez cette espéce est trés étroitement dépendante du taux de
rationnement. Nous avons également pu caractériser les hormones sexuelles spécifiques de
chaque sexe. Les analyses de la vitellogénine ont révélé la présence de faibles taux circulants
chez les miles. Ceci pourrait étre lié a la présence de phyto-oestrogénes ou d’autres molécules
a effets oestrogéniques dans I’aliment extrudé comme cela a été suggéré chez d’autres espéces
comme |’esturgeon, Acipenser baeri (Pelissero et al., 1991). En effet, nous n’avons pas trouvé

de trace de vitellogénine chez les males de tilapia péchés en milieu naturel.

2. Mise en place de méthodologies pour I’étude de la différence de croissance

Ce travail de caractérisation et d’acquisition de connaissances sur le déterminisme
physiologique de la croissance différenticlle liée au sexe chez Oreochromis niloticus

nécessitait la mise en place d’un certain nombre de méthodes et de techniques.

2.1. Le sexage des animaux

Bien qu’il existe un dimorphisme sexuel de la papille uro-génitale, il est trés difficile de
sexer de maniére fiable des individus de poids corporel inférieur 4 30 g & partir de la seule
observation macroscopique de la papille. Les analyses sur de jeunes animaux avant et lors de
Papparition de la différence de croissance liée au sexe ne sont en effet possibles que si le
sexage est effectué a posteriori par observation macroscopique et microscopique des gonades.

Sur des animaux plus dgés, le sexage par ’observation de la papille uro-génitale est
fiable en général, toutefois les individus issus de certains croisements peuvent présenter un
dimorphisme discret de la papille. Nous avons donc mis au point, sur des individus adultes, une
méthode basée sur la conformation externe qui permet de discriminer les males et les femelles.

L’efficacité de cette méthode sur les stades précoces mériterait maintenant d’étre explorée.
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2.2, Détection de I’apparition de la différence de croissance

L’étude de la mise en place de la différence de croissance liée au sexe ne pouvait étre
faite par le suivi trés précoce d’individus marqués dont le sexe aurait été validé a posteriori. 1]
est impossible de marquer individuellement les animaux avant une dizaine de grammes de poids
corporel par les techniques actuelles de marquage (Floy-tag, marques magnétiques,
polyméres). La mise au point d’une méthodologie de suivi de la croissance des males et des
femelles, a donc été nécessaire. Cette méthodologie doit étre non stressante pour les poissons
pour éviter toute interaction du stress sur les performances de croissance et le statut
endocrinien (Pickering, 1990; Aupérin, 1994),

Une premiére méthode de suivi de la croissance des males et des femelles depuis les
stades précoces a consisté & abattre de fagon réguliére les individus échantillonnés dans des
bacs différents a chaque stade et & les sexer par la technique du squash gonadique (Guerrero et
Shelton, 1974). Cette technique a permis d’obtenir des données séquentielles précises sur
chaque sexe. Elle nécessite un grand nombre d’infrastructures et d’individus issus d’une méme
ponte ou, au moins, de méme ige, ce qui est souvent difficile compte tenu de la reproduction
asynchrone des tilapias.

Une deuxiéme méthode de statistique descriptive a été utilisée avec succés. Elle a
consisté a rechercher |’apparition d’une bimodalité dans la distribution des poids corporels
individuels d’un groupe donné, Dés I’apparition d’une bimodalité dans un lot, les individus de
ce lot ont été abattus et la bimodalité validée par les différences de poids corporel entre les

males et les femelles.

2.3. Controle du sex-ratio

La maitrise des techniques d’inversion hormonale du sexe nous a permis d’obtenir des
cohortes monosexes femelles, et par mélange avec une cohorte mixte de constituer des groupes
d’alevins de sex-ratios allant de 100% a 50% de femelles. La mise & disposition de méles YY &
travers une collaboration avec le FAC/CLSU et I'UCS, nous a permis d’obtenir des groupes de

sex-ratios complémentaires (jusqu’a 100% de males).
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2.4. Méthodologie de la physiologie endocrinienne

Au dela des techniques de supplémentations classiques par implants pour I’étude du
mode d’action des hormones, nous avons pu mettre en ceuvre avec succés une gonadectomie
chirurgicale des individus. L’utilisation d’inhibiteurs enzymatiques du meétabolisme stéroidien

nous a permis par ailleurs de déprimer la synthése des oestrogénes.

3. Apparition de la croissance différentielle liée au sexe

Le différentiel de croissance entre les méles et les femelles est inexistant chez les
individus de 2 g, taille & laquelle nous avons effectué les premiéres analyses. C’est donc un
phénoméne qui s’exprime plus tardivement. Les « squash » gonadiques réalisés au moment on
la croissance différentielle apparait, montrent que les gonades sont différenciées aussi bien chez
les méles que chez les femelles. L’expression de la croissance différentielle liée au sexe semble
donc ne pas étre strictement liée & 1’ontogenése gonadique. Toutefois ces résultats ne
permettent pas de conclure sur la période de la mise en place de son déterminisme
physiologique.

Dans certaines de nos conditions d’élevage, a la station piscicole de 'IDESSA en Cote
d’Ivoire et sur la souche « Bouaké », la différence de croissance liée au sexe apparait autour de
25-30 g, devenant significative autour de 35 g pour les femelles et 45-50 g pour les males.
Comparativement aux données de Bolivar ez al. (1993) et Palada-de-Vera et Eknath (1993),
elle apparait beaucoup plus tardivement dans nos conditions. Ces auteurs ont en effet observé
une différence entre les males et les femelles 4 10 g de poids corporel. Toutefois, les poissons
au cours de leurs travaux présentaient des croissances relativement faibles dans I’ensemble.
Cette apparition précoce de la croissance différentielle liée au sexe au cours de ces expériences
pourrait donc étre lié au phénoméne de « nanisme » qui entraine une orientation préférentielle
de I'énergie métabolique vers la reproduction. Chez les tilapias, il a effectivement €té montré
que la croissance et la taille de premiére maturité sexuelle sont directement dépendantes des
conditions d’élevage et particuliérement d’alimentation (Loya et Fishelson, 1969; Hyder, 1970,
Fryer et Tles, 1972). En outre, en milieu naturel, ’abondance de ressources favorise une
stratégie de maturation sexuelle tardive et/ou une réduction des investissements dans la
reproduction (Roff, 1982; Steamns et Grandall, 1984; Calow, 1985). La période d’apparition du

différentiel de croissance entre les miles et les femelles, observée dans nos conditions
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d’élevage, serait donc plus proche des caracténstiques €cophysiologiques de cette espéce.

Enfin, nos travaux démontrent que I’apparition du différentiel de croissance entre les
males et les femelles, n’est pas directement liée a la reproduction contrairement a ce qui est
observé chez d’autres espéces. Chez la plie Pleuronectes platessa, la différence de croissance
en faveur des femelles semble étre liée 4 une différence de stratégie de reproduction (Roff,
1982). Chez cette espece, les males atteignent la maturité sexuelle avant les femelles et
orientent une plus grande partie de 1’énergie destinée & la croissance somatique vers la
reproduction. Par ailleurs, des travaux montrent que la différence de croissance, chez les
espéces ou il existe un différentiel lié au sexe, n’est pas seulement liée a la différence
d’allocation de 1’énergie vers la reproduction, mais est également dépendante de la quantité
d’énergie accumulée au cours de ’année (Craig, 1977, Foltz et Norden, 1977, Diana et Mac
Kay, 1979; Rijnsdorp et Ibelings, 1989). Chez la perche, Perca flavescens, autre espece
présentant une meilleure croissance des femelles par rapport aux méles, la mise en place de l1a
croissance différentielle coincide avec le début de la vitellogenése et de la spermatogenése
(Schott ez al., 1978). Dans le cadre de notre expérience, les analyses macroscopiques des
gonades, les analyses de stéroides sexuels, notamment 1’cestradiol-17P, et celles de la
vitellogenine suggérent que la croissance différentielle apparait avant la maturité sexuelle. En
effet, les plus forts niveaux d’E2-17[, mesurés dans notre travail lors de la mise en place de la
croissance différentielle (1,5 ng/ml), principale hormone induisant la synthése de la VTG chez
Oreochromis niloticus (Yaron et al,, 1977), sont relativement faibles par rapport 4 ceux
trouvés chez des femelles matures (5 & 25 ng/mi; Tacon, 1995). De plus, les taux circulants de
VTG les plus élevés varient autour de 4,5 pg/ml alors qu’ils sont de 1’ordre de 20 mg/mi chez
les femelles matures (Tacon, 1995). Puisque la croissance différenticlle apparait avant la
maturation sexuelle, nous en concluons donc qu’elle n’est pas directement 1ié 3 une orientation
plus importante chez les femelles de I’énergie métabolique vers la reproduction comme le
suggéraient certains travaux. La reproduction ne ferait qu’accentuer un processus déja engagé,
comme nous [’avons observé dans certaines de nos expériences.

La mise en place de la différence de croissance entre les méles et les femelles ne peut
pas non plus s’expliquer uniquement par le jeline lié¢ a I'incubation buccale des oeufs qui est
observée beaucoup plus tardivement. Il a d’ailleurs €té montré que certaines espéces a
incubation buccale continuent de s ’alimenter bien qu’a faible taux pendant I’incubation
(Yanagisawa et Sato, 1990; Yanagisawa et Ochi, 1991). De plus, cette différence de croissance

existe méme chez les espéces ol I'incubation des oeufs est réalisée par le mile (Legendre,
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1986). L’incubation buccale est relativement peu coliteuse en énergie et les femelles
utiliseraient les réserves accumulées avant la reproduction pour compenser les dépenses
d’énergie occasionnées par cette incubation (Mrowka et Schierwater, 1988). Enfin, la femelle
de tilapia est capable d’ingérer jusqu’a 40% de son poids corporel d’aliment dans les 48 heures
qui suivent la fin de I'incubation (Macintosh et Little, 1995). Nous concluons donc, que la
différence de croissance entre les males et les femelles chez Oreochromis niloticus n’est pas
liée essentiellement au comportement d’incubation buccale des oeufs, sans toutefois exclure

une contribution partielle & son maintien chez I’adulte.

4. Facteurs impliqués dans le déterminisme de la croissance différentielle lice au sexe

Les résultats obtenus au cours de ce travail montrent que le déterminisme de la
croissance différentielle liée au sexe chez Oreochromis niloticus est complexe et plurifactoriel,

Son expression évolue avec I’dge de I’animal et en fonction du milieu ou il vit.

4.1. 1.’alimentation

4.1.1. Influence de la disponibilité alimentaire

La nature des facteurs en jeu dans la croissance en général et la croissance différentielle
liée au sexe en particulier peut varier selon les conditions d’alimentation (qualité et quantité).
Plusieurs cas de figures peuvent €tre proposés.

1) Lorsque les poissons sont dans une situation de restriction alimentaire, [’énergie
disponible, apportée par I’aliment, est utilisée prioritairement pour couvrir les besoins
d’entretien, aux dépends de la reproduction. Cette situation est caractérisée par des taux de
croissance nuls, observés par exemple au cours de I’expérience VI chez les animaux mis a jeun
ou nourris a 1% de leur poids corporel, et une exacerbation des compétitions alimentaires. Les
animaux maintenus dans ces conditions, expriment mal tout leur potentiel génétique de
croissance. Ces individus se caractérisent généralement par un statut physiologique trés
particulier. Une augmentation des niveaux plasmatiques de la GH, liée & une diminution de la
réceptivité des récepteurs, est observée (cf. expérience VI). Des niveaux de T4 élevés et de T3
faibles sont également trouvés (expérience VI) et correspondent a la situation décrite chez le
poulet (Darras er al., 1995). Les taux circulants des stéroides sexuels sont relativement faibles,

et parfois méme trés peu différents entre les deux sexes.
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2) Lotsque 1’énergie apportée augmente et permet de couvrir les besoins d’entretien, le
faible surplus serait affecté en priorité  la reproduction. La compétition alimentaire demeure
forte dans cette situation. Toutefois, une reprise de la croissance, bien que faible, est observee.
Les animaux de 1’expérience VI, nourris 4 2% de leur poids corporel pourraient se trouver
dans cette situation. Cette reprise de la croissance est caractérisée par des taux circulants de
GH trés faibles et une augmentation trés importante des niveaux circulants de T3
particuliérement chez les miles, Un accroissement trés sigmificatif des taux circulants des
stéroides sexuels est observé, ce qui conforte I'hypothése d’une orientation prioritaire du
surplus d’énergie vers la reproduction plus que vers la croissance. Avec des taux plus élevés de
nourrissage (3%), la croissance différentielle pourrait apparaitre un peu plus tardivement que
précédemment et expliquerait les résultats obtenus par Bolivar ef a/. (1993) et Palada-de-Vera
et Ecknath (1993), compte tenu de la faible croissance observée au cours de ces travaux.
L’expression de la croissance différentielle liée aux hormones sexuelles est pius forte chez les
animaux maintenus dans ces conditions.

3) Lorsque [’aliment est apporté en excés, le surplus d’énergie est affecté a la
croissance et & la reproduction. Cette situation est caractérisée par des compétitions
alimentaires trés faibles, toutefois on assiste & Papparition d’autres types d’interactions
sociales, territoriale et/ou hiérarchique. Une forte expression du potentiel génétique des
animaux placés dans ces conditions est observée. La croissance différentielle liée au sexe
apparait beaucoup plus tardivement que dans les deux précédents cas, et son expression est
trés fortement lide aux hormones sexuelies. Les animaux des expériences I, IT et III pourraient
se trouver dans cette situation, ce qui expliquerait I’apparition du différentiel de croissance
seulement a4 partir d’une trentaine de grammes. Les animaux placés dans ces conditions
adopteraient une stratégie de maturation sexuelle tardive (Roff, 1982). On observe une forte

différence de croissance entre les males et les femelles dans ces groupes.

4.1.2 Comportement alimentaire

L’utilisation d’un systéme d’alimentation a4 la demande a permis d’étudier la
consommation volontaire chez le tilapia. Contrairement aux précédents travaux, s’appuyant sur
des études de supplémentations ou d’inversions hormonales du sexe, qui suggéraient une
stimulation de |’appétit chez les males de différentes espéces (Fagerlund ef al., 1979, Ufodike
¢t Madu, 1986; Arul, 1986; Varadaraj et Pandian, 1988), nos résultats montrent que le

différentiel de croissance chez Oreochromis niloticus n’est pas lié a une différence de prise
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alimentaire en faveur des maéles. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus chez le
poisson chat africain (Clarias gariepinius) qui présente également une croissance différentielle
liée au sexe en faveur des males (Henken ez @/, 1987). La différence de croissance entre les
méles et les femelles résulte en fait de meilleurs indices de conversion de I’aliment ingéré chez
les méles comparés aux femelles, information tout a fait originale. Ces différences d’efficacité
d’utilisation des nutriments sont associées a des différences de croissance musculaire des males
et des femelles, qui pourraient résulter d’une croissance hyperplasique plus importante des
miles. Ce mécanisme a été observé dans d’autres espéces ayant une différence de croissance
liée au sexe (Calvo, 1989). Les différences de conformation entre méles et femelles se
rapportent autant a des caractéres sexuels secondaires qu’a des différences associées au

différentiel de croissance.

4.2. Relais endocrinien

La meilleure performance des méles pourrait étre liée au contrfle des hormones
stéroidiennes et thyroidiennes comme cela a été montré chez d’autres espéces. En effet, les
androgénes et les hormones thyroidiennes particuliérement la T3, stimulent la croissance a
travers une amélioration des performances métaboliques et digestives (Higgs ef al, 1977,
Donaldson ef al., 1979). Dans nos conditions, seuls les taux circulants d’hormone thyroidienne
et surtout de T3 semblent associés aux meilleurs indices de conversion alimentaire des males.
Toutefois, nous avons observé une corrélation positive, bien que faible, entre les niveaux
plasmatiques de 11-KT et de T3, aussi bien chez les miles que chez les femelles, ce qui indique
qu’une action stimulatrice des androgénes sur la production de T3 n’est pas 4 exclure. En effet,
chez les salmonidés par exemple, les stéroides anabolisants comme la méthyltestostérone
activent la glande thyroide, I’interrénale et le pancréas chez les poissons (Sage et Bromage,
1970; Higgs et al,, 1977). Ces données semblent indiquer que la croissance différentielle
pourrait étre liée plus 4 un mécanisme de stimulation de la croissance des males qu’a une
inhibition de celle des femelles. Toutefois chez les animaux supplémentés a 1’adrenostérone, un
précurseur de la 11-KT, aucune augmentation significative, ni de la croissance ni des taux
circulants de T3, n’a été observée. Seules des relations faibles entre la 11-KT et la T4
permettent de suspecter que les stéroides sexuels peuvent stimuler la fonction thyroidienne.

La supplémentation en oestradiol-17B chez les femelles et chez les mailes diminuent
trés significativement la croissance. Ces faibles taux de croissance sont associés a une forte

diminution des niveaux de T3 particuliérement chez les males. Parallélement, les analyses
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enzymatiques revelent une dégradation plus importante de la T3 dans les branchies des
poissons supplémentés a I'E2-17PB. De plus, I'inhibition de la synthése de l'oestradiol-17p
conduit a un accroissement des performances de croissance chez les femelles. Ces résultats
suggérent que le différentiel de croissance serait également lié a une faible croissance des
femelles. La comparaison de nos résultats avec ceux obtenus chez la perche (Malison ef al.,
1985), montre que, selon le sexe présentant la meilleure croissance, les mécanismes impliqués
dans le déterminisme de la croissance différentielle, divergent complétement. Chez la perche,
les déplétions en oestradiol-17p par la gonadectomie, entrainent une diminution de la
croissance des femelles tandis que la castration stimule celle des méles en éliminant la
production de testostérone. Chez le tilapia, ’'E2-17P, en relation avec le contréle de la
désiodination de la T3, serait un candidat potentiel du relais endocrinien, mais 4 travers une
inhibition de la croissance. De nombreux travaux ont en effet montré que la T3 pouvait
stimuler la croissance musculaire au niveau cellulaire a travers un accroissement de la quantité
d’ARN (ARN messager et ARN ribosomique) et de la synthése des protéines (Matty et al,,
1982), mais aussi 4 travers une stimulation de la synthése et de I'action de facteurs de
croissance. Chez les mammiféres, elle stimulerait notamment la transcription du géne et la
traduction de I’ARN messager, de méme que "accumulation de la GH (Martial ef al., 1977,
Evans ef al., 1982), mais aussi la synthése et ’action de I'lGF-I (Barret et Tixier-Vidal, 1985).
Toutefois, si la T3 est un bon témoin de la différence de croissance liée au sexe, son action
directe dans ce différentiel de croissance reste a analyser. Nous pouvons également signaler
que le statut de 1’axe somatotrope (GH circulante) semble différent entre les males et les
femelles. Méme si la différence est faible, elle peut étre le témoin d’autres relais endocriniens

que ceux que nous avons mis en évidence.

4.3. Facteurs sociaux et facteurs génétiques

Nos travaux montrent également que le différentiel de croissance lié au sexe chez le
tilapia peut étre modulé par différents facteurs extrinséques et intrinseques. Ainsi, une
diminution significative de la croissance des méles est observée dans les groupes mixtes par
rapport aux groupes monosexes miles. Par contre la croissance des femelles est moins affectée
par la composition des lots dans lesquels elles se trouvent. Cette diminution de la croissance
des miles en groupes mixtes pourrait s’expliquer par leur comportement territorial, qui
entrainerait des dépenses énergétiques plus importantes. Les plus forts niveaux de 11-KT,

hormone impliquée dans le comportement social, sont observés chez les miles des groupes
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mixtes. Nos résultats montrent clairement que la croissance des miles peut étre inhibée par
I’influence des interactions sociales. D’autres résultats obtenus sur des individus €levés en hapa
(alimentation manuelle) révélent une influence plus importante des interactions sociales, testées
par enrichissement progressif d’un groupe monosexe femelle par un groupe monosexe mile,
aussi bien sur la croissance des femelles que des méles. Cette influence négative des
interactions sociales a également été observée chez d’autres espéces, mais entre individus de
grande et de petite taille (Noakes et Leatherland, 1977; Ejike et Schrek, 1980; Fagerlund et al.,
1981). Nos résultats suggérent donc que les interactions sociales constituent un élément
important dans le déterminisme de la croissance différentielle entre les males et les femelles
chez Oreochromis niloticus .

S’il y a un différentiel de croissance lié au sexe, et dans la mesure ou il existe des
déterminants génétiques dans la sexualisation, il existe logiquement des déterminants
génétiques a la différence de croissance (ceux déterminants le sexe). Par contre I’expression
plus ou moins forte du différentiel de croissance en fonction des origines génétiques montre
que, outre les genes strictement impliqués dans la différenciation sexuelle, d’autres geénes

pourraient moduler cette croissance différentielle.
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L’étude de la croissance différentielle liée au sexe chez Oreochromis niloticus a permis
de montrer que son déterminisme est plurifactoriel. La différence de croissance entre méle et
femelle est en effet modulée par des facteurs intrinséques comme ’age et le génotype, et par
des facteurs sociaux et environnementaux au travers de la compétition pour ’alimentation.

Nos résultats montrent que la différence de croissance entre les méles et les femelles est
inexistante pendant les phases précoces, pendant ’ontogenése gonadique. Elle est observée,
dans les conditions d’élevage de la station de Bouaké, chez les individus de 35g de poids
moyen pour les femelles et 45-50 g pour les males. Nos résultats montrent également qu’elie
apparait bien avant la maturation sexuelle. Contrairement a certaines hypothéses, elle n’est pas
la conséquence de la maturation sexuelle et du comportement d’incubation buccale des oeufs
et des alevins, méme si ces paramétres peuvent contnibuer par la suite 4 une augmentation de
son intensité. Il serait donc intéressant d’étudier plus spécifiguement deux espeéces, I'une
possédant une différence de croissance trés marquée comme 1’espéce étudiée dans ce travatl,
Oreochromis niloticus, et 'autre une différence peu marquée comme 1'Oreochromis
macrochir. Cette étude permettra également d’approfondir le réle des facteurs génétiques liés
ou non au sexe sur la différence de croissance entre les males et les femelles. Les facteurs
génétiques semblent participer de maniére non négligeable a la variabilité de I'intensité de la
différence de croissance.

Les conditions d’alimentation volontaire ont révélé un rythme circadien de
consommation, et se traduisent par une amélioration des indices de consommation et des taux
de croissance dans les deux sexes. Nos résultats suggérent qu’une plus grande efficacité et
d’utilisation des nutriments ingérés, plus qu’une stimulation de I’appétit des méles, pourrait
ére un des mécanismes impliqués dans le déterminisme de la croissance différentielle, Il serait
donc intéressant d’analyser la consommation et 1’efficacité alimentaire individuelle de chaque
sexe isolé ou au sein d’un groupe. D’un point de vue appliqué, il serait intéressant
d’expérimenter sur les horaires préférentiels d’alimentation, mis en évidence au cours de cette
étude, dans les conditions d’élevage en étang avec une distribution manuelle de P'aliment.

Nos résultats montrent 1’existence au sein des groupes monosexes et plus dans les
groupes mixtes, d’interactions sociales interindividuelles qui affectent négativement la
croissance aussi bien des miles que des femelles. Une étude plus spécifique des stratégies
comportementales transversales et individuelles (alimentaire, agressivité, reproducteur), en

groupe mixte ou isolé, a I’aide de techniques de télémétrie (revue de Baras et Lagardére, 1995)
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permettrait de préciser I'influence des facteurs sociaux sur la croissance pondérale, En effet, si
I'importance des interactions sociales dans la genése et le maintien de la variabilité de
croissance au sein des populations de poissons est connue (Chevassus, 1982), leurs effets sur la
mise en place d’une différence de croissance et son maintien n’ont pas fait 1’objet de
nombreuses études.

Nos résultats suggérent également une sensibilité du tilapia au mélange de cohortes
d’origine différente, qui se traduit par une augmentation des interactions interindividuelles.
Nous avons mis au point, au cours de ce travail, des techniques de marquage trés précoces
(strontium, polymeéres) qui permettraient I’étude de ces interactions sociales par des mélanges a
différents de cohortes d’origine parentale différente.

Une implication de la GH dans la différence de croissance entre les méles et les femelles
peut étre suspectée mais sa démonstration n’est pas évidente. L’absence d’'un dosage
spécifique d’IGF-I n’a pas permis d’analyser la contribution de la GH au travers des IGF au
contréle de la croissance et particuliérement du différentiel de croissance lié au sexe. La mise
au point d’un dosage radiorécepteur spécifique et fiable de la GH permettra également de
mieux appréhender son role éventuel dans la différence de croissance.

Les stéroides sexuels principalement [’oestradiol-173 (E2-17B) et les hormones
thyroidiennes en particulier la triiodothyronine (T3) apparaissent €tre les hormones potentielles
du relais endocrinien impliqué dans le déterminisme de la croissance différentielle entre les
males et les femelles.

Nous avons suspecté une relation faible entre les taux circulants de 11-cétotestostérone
(11-KT) et la tétraiodothyronine (T4) circulante. Une recherche de I’action de la 11-KT sur la
sécrétion des hormones thyroidiennes pourrait étre envisagée. Toutefois, I’implication de I'E2-
17 au travers de la T3 est clairement démontrée.

La supplémentation en oestradiol-17[} entraine une inhibition de la croissance des males

et femelles alors que I’inhibition de la synthése d’E2-17P chez les femelles se traduit par une

stimulation de la croissance. Cette sensibilité de la croissance du tilapia & I’oestradiol-17p
rend le modéle intéressant pour des études éco-toxicologiques liées aux composés
oestrogéniques. Par ailleurs, la T3 est la seule hormone, en dehors des stéroides sexuels
spécifiques de chaque sexe, qui présente des différences significatives entre les miles et les
femelles. L’inhibition de la production extrathyroidale et/ou une stimulation de la dégradation

de T3 par I'oestradiol-17P chez les femelles semble étre 4 I’origine de cette différence. Des

supplémentations en T3 et en T4 devront étre réalisées afin approfondir le role et le mécanisme
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d’action de la T3, notamment & travers la recherche des récepteurs de la T3 au niveau des
tissus cibles tel que le muscle. Une exploration des acttons directes possibles des différentes
hormones étudiées sur la synthése musculaire devrait étre envisagée, notamment par des études

in vitro.
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The different sex related growth in tilapia (Pisces: Cichlidae), Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)
Involvement of genetic, feeding, behaviour factors and assessment of an endocrine relay

Aboubacar TOGUYENI

In tilapias the precocious sexual maturity and sexual growth dimorphism constitute the main problems
of the aquaculture of these species.

The aims of this study were to characterise this difference in growth pefformance between males and
females of Oreochromis niloticus and to determine the potentia%ph sio?ogical factors invalved in it.

The difference in growth related to sex appears around 25-30 g and becomes significant around 35 g for
females and 45-50 g for males. This difference in growth hetween males and females occurs after the
anset of gonad ontogenesis, and before sexual maturity. Thus, this is not the consequence neither of the
vitellogenesis nor of the mouth incubation of eggs and fry by the females.

It is also not due to a greater food intake of males as suggested previously. Besides, significant diffe-
rences in food conversion were found between males and females and were associated with significant
differences in steroid (i1 ketotestosterone, 11KT and 17B-estradiol, 17B-E} and thyroid hormone (triiodo-
thyronine, T3 particularly) status, The involvement of these differences in hormonal status in the appari-
tion and maintenance of different growths between males and females has been analysed experimental-
ly by modifying directly or indirectly the hormone environment (feeding ration, castration, hormone
supplements or deficiencies}. A significant decrease of plasma levels of T3 was observed after 17R-E2
supplementation in males as in females, Furthermore, a significant increase of these two parameters was
obtained when 17R-estradiol synthesis was experimentaly inhibited in females. These results suggest
that, on the one hand the different growths between males and females was related to a growth inhibi-
tion in females rather than a stimulation in the males, and on the other hand 178-estradiol in connec-
tion with the control of T3 metabolism could be the potential candidates for the endocrine relay of the
sexual dimorphism in growth in Oreochromis nilaticus.

It was also found that tilapia is very sensitive to the effects of social interactions, that strongly influences
the growth differences between males and females. Finally, we stressed upon the involvement of genes
bound to the sexual genotype (especially XY in comparisen to YY and XX) independently of the sexual
phenotype. The involvement of a genetic component is also strongly suspected.

Key words: Tilapia, different sex related growth, GH, steroid and thyroid hormones, muscle, social inter-
actions, feeding behaviour.
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La croissance différentielle liée au sexe chez le tilapia (Pisces : Cichlidae), Oreochromis niloticus
{Linnaeus, 1758) _ : .
Contribution des facteurs génétiques, nutritionnels, comportementaux et recherche d‘un relais endocrinien

Aboubacar TOGUYENI

Chez les tilapias, la maitrise dé la maturité sexuelle précoce et de la croissance différentielle liée au
sexe est essentielle pour la rentabilité des élevages de cette espece tropicale.

L’objectif de ce travail est de caractériser les composantes de cette diiférence de croissance entre les
males et les femelles chez Oreachromis niloticus, d'en préciser la période d"apparition, et de rechercher
les facteurs physiologiques potentiellement impliqués dans le déterminisme du différentiel de croissance
lié au sexe. _
Les résultats obtenus montrent que la différence de croissance apparait vers 25-30 g et devient significa-
tive vers 35 g pour les iemelles et 45-50 g pour les males de la souche ivoirienne (souche « Bouaké »).
|"apparition de cette différence de croissance n'est pas strictement liée & I'ontogenése gonadique, ni a la
reproduction. Elle apparait aprés la différenciation sexuelle et avant fa maturiié sexuelle. Elle nest donc
pas la conséquence de la vitellogenése, ni de I'incubation buccale des ceufs et des alevins.

Elle n'est également pas liée A une consommation alimentaire plus importante chez les méles que chez
les femelles. Des différences significatives entre les males et les femelles sont observées dans les capaci-
tés de transformation de I'aliment ingéré, et sont associées a des différences significatives de statut des
hormones stéroidiennes (11-cétotestostérone (11-KT) et cestradiol-178 {E2-178)} et thyroidiennes, princi-
palement la triiodothyronine (T3). L'implication de ces différences de statut hormonal, dans la mise en
place et le maintien Je la différence de croissance entre les males et les femelles, a pu étre décomposée
expérimentalement en modifiant directement ou indirectement {'environnement endocrinien {ration ali-
mentaire, castration, supplémentation et déplétion hormonale}.

Une diminution significative de la croissance, associée a une diminution également significative des
taux circulants de T3, est observée lors des suppléreentations en E2-178 aprés gonadectomie, aussi bien
chez les males que chez les femelles. Par aiireurs, une augmentation significative de ces deux para-
metres est observée lorsque la synthese de I'E2-178 est inhibée expérimentalement chez les femelles.
Ces différents résultats suggérent d’une part que la difiérence de croissance entre les miles et les
femelles serait liée 3 une faible inhibition de la croissance des femelles plus qu'a une stimulation de
celle des males, et d'autre part que I'E2-I7R en relation avec le contrdTe du métabolisme de la T3,
seraient les candidats potentiels du relais endocrinien.

Les résultats montrent également gue Je tilapia est trés sensible & 'influence des interactions sociales,
qui modulent trés fortement la ditférence de croissance entre les males et les femelles, Par ailleurs,
Fimplication d'une  composante génétique liée au génotype mais indépendante du phénntype sexuel
esl fortement suspectée ; le génotype XY étant supérieur aux génotypes YY et XX.

Mots-clés : Tilapia, différence de croissance, GH, hormones thyroidiennes, stéroides sexuels, muscle,
interactions sociales, comportement alimentaire.






