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I. Introduction générale

Les tilapias présentent de grandes potentialités pour la pisciculture, en partie lies &
I'extréme facilité de leur élevage: une reproduction naturelle aisée en captivité, une
croissance rapide, une grande résistance au manque d'oxygeéne, aux agents chimiques,
aux maladies et aux manipulations fréquentes (Mélard et Philippart, 1981 a et b).
L'existence d'un large éventail d'espéces adaptées a des environnements variés, vy
compris l'eau saumadtre et l'eau de mer (Philippart et Ruwet, 1982), a conduit & leur
introduction dans de nombreux pays. Ce groupe est présent non seulement en Afrique
(29 pays) mais aussi en Asie (14 pays), dans les Caraibes (6 pays), en Amérique latine (9
pays), dans les pays Méditerranéens (6 pays) et également aux USA, en URSS, en
Belgique, dans les iles Fidji et Guam (Pullin, 1993) et dans les DOM TOM, alors que la
répartition originelle des espéces de tilapia se limitait a I'Afrique (sauf Madagascar) et 4
Israél. La production mondiale annuelle varie, selon les auteurs, entre 400 000 tonnes
(Sweetman, 1993, chiffres pour 1'année 1990) et 500 000 tonnes (Lazard, 1990), ce qui
place les tilapias parmi les especes les plus exploitées en aquaculture d'eau douce, apres
les carpes (5 000 000 de tonnes) et les salmonidés (600 000 tonnes) (Sweetman, 1993).
Pullin (1993) prévoit un doublement de la production mondiale de tilapias dans les dix

prochaines années.

Les tilapias du genre Oreochromis, caractérisés par un comportement d'incubation
buccale maternelle des jeunes (Trewavas, 1983), représentent 95 % de la production
mondiale de tilapia (Pullin, 1993). La grande efficacité de la reproduction des especes de
ce groupe éco-éthologique ainsi que leur maturité précoce (Ruwet et al, 1976; Philippart
et Ruwet, 1982, Baroiller et Jalabert, 1989) constituent des avantages certains en
pisciculture mais conduisent également, en milieu confiné comme 1'étang, & une rapide
surpopulation qui entraine une diminution de la croissance par manque de nourriture ot
d'oxygene. Les étangs sont alors peuplés de poissons de petite taille, peu utilisables pour
la commercialisation. Un contrdle de la reproduction s'est donc révélé nécessaire.
Plusieurs solutions furent envisagées comme, par exemple, 'élevage mixte avec une
espece piscivore afin de diminuer, par prédation, la densité des tilapias de petite taille
(Guerrero, 1982 ; Huner et al, 1983 ; Bedawi, 1985 ; Middendorp, 1995). Cette
technique, outre une réduction de la production globale de tilapias, implique d'entretenir
un stock de prédateurs. L'existence chez les tilapias d'un dimorphisme sexuel de la
croissance jouant en faveur des males (Hickling, 1968 ; Hanson et al, 1983 ; Mélard
1986) orienta rapidement les recherches vers l'obtention de populations monosexes
mdles, afin de supprimer toute reproduction incontrdlée et d'améliorer les performances
globales du syst¢me de production (augmentation de la croissance, réduction de
l'agressivité par diminution de la territorialité). Actuellement la principale voie d'obtention
de populations monosexes males reste l'inversion hormonale du sexe au moyen de



2

stéroides artificiels (voir Hunter et Donaldson, 1983 ; Pandian and Sheela, 1995).
L'utilisation de stéroides artificiels sur des individus destinés a la consommation est, en
principe prohibée dans les pays industrialisés. Et ce, méme si les travaux de Goudie et al
(1986) ont montré que 3 semaines apres 'arrét des traitement, la radioactivité totale dans
l'animal entier, et donc la concentration en hormone, avait diminué de 99 %. De plus, la
commercialisation du tilapia n'a généralement lieu que suite 3 une période de croissance
de 12 a 14 mois.

De nouvelles voies de production de populations monosexes miles ont cependant été
explorées, comme par exemple 1'utilisation d'un stéroide naturel, la 11 béta-hydroxy-
androsténédione, dont l'efficacité sur la différentiation du sexe, en condition
expérimentale, a été montrée chez 4 espéces de tilapia (Baroiller et al, 1996). Nos
travaux, en conditions intensives, ont mis en évidence la capacité de cette hormone a
produire des populations a fort pourcentage de male (Desprez et Carteret, 1995) chez le
tilapia rouge Red florida. Cette technique constitue cependant plus une alternative qu'une
véntabie solution de remplacement.

Une approche, basée sur le déterminisme génétique du sexe a été étudiée, chez les 2
principales espéces de tilapia exploitées en aquaculture, & savoir O. niloticus et O. aureus.
Cette voie génétique se caractérise par la constitution et l'utilisation de géniteurs males et
femelles & descendances théoriquement monosexes miles (géniteurs YY chez O. niloticus
et ZZ chez O. aureus). Chez O. aureus, plusieurs travaux relatent la possibilité de
produire massivement des populations a fort pourcentage de madles en descendance &
partir d' individus ZZ (Lahav, 1993 ; Desprez et al, 1995 ; Mélard et al, 1995).

Le développement des Hauts de 1'lle de la Réunion, o de basses températures peuvent
€tre enregistrées, a imposé le choix d'une espece de tilapia' plus résistante a ces conditions
thermiques que le tilapia rouge. L'espéce O. aureus répond a ce critere de sélection. Le
CIRAD dispose. & Montpellier, d'un stock de géniteurs femelles ZZ (ou pseudofemelles?
O. aureus dont une partie a été transtéré A la Réunion afin de :

- poursuivre les travaux de recherche sur le déterminisme génétique du
Sexe :

- tester la viabilité technique et économique de ce procédé de production de

populations monosexes males dans conditions commerciales.

Les expérimentations entreprises depuis septembre 1995 et destinées & répondre aux
problématiques évoquées ci-dessus, nous ont permis de produire suffisamment
d'individus pour effectuer, dés juillet 1996, des tests de survie et de croissance dans les
retenues collinaires des Hauts de I'lle mais également dans les infrastructures

expérimentales du CRAA.



I1. Matériel biologique

Embranchement : Vertébrés
Classe : Osteichtyens

Super Ordre : Acanthopterygiens
Qrdre : Perciformes

Sous Ordre : Percoides

l’

Famille : Cichlidae

Genre : Oreochromis

Espece : aureus

Souche : Lac Manzalla (Egypte)
Nom commun : tilapia bleu

Figure II 1 : Oreochromis aureus (Steindachner, 1864) d'aprés Daget, 1954,

2, Présentation de l'espece Oreochromis aureus

2.1. Répartition géographique (voir Figure II.2)

Les tilapias sont originaires du continent africain (Madagascar exclus) et de la Palestine.
L'espéce Oreochromis aureus était originellement présente en Afrique (fleuve Sénégal, le

moyen Niger, les affluents du fleuve Bénin, le lac Tchad et le bas Shari, le tfleuve



Figure I1.2. Distribution naturelle et introductions de S. aureus, S. esculentus, S. variabilis, S.

shiranus and S. hornorum (tiré de Philippart and Ruwet, 1982).
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Logone, la Basse Egypte, (du Caire au Delta du Nil inclus) et en Palestine (riviere
Na'amen et Yarkon, les lacs Huleth et Tiberia, le fleuve Jourdan et ses affluents, l'oasis
d'Ain Fashkha et les bords de la mer morte) (Trewavas, 1983).
L'espece a ensuite été disséminée au cours des derniéres décennies pour les besoins de
I'aquaculture. La production de l'espece O. aureus est localisée a Taiwan (hybride O.
aureus x O. niloticus), Cuba, le Nicaragua, Panama, I'Egypte, Israél (hybrideO. aureus x
O. niloticus) (Pullin, 1983), la Belgique (Mélard et al, 1995), le Salvador, Puerto Rico,
les E.U. et Chypre (Philippart et Ruwet, 1982).

2.2. Coloration

L'espece O. aureus se distingue facilement de l'espece O. niloticus car sa nageoire
caudale est dépourvue de bandes réguli€res verticales ; la partie distale est en outre
souvent pourvue dune bande rose-rouge. Les jeunes poissons sont blanc-jaune et
possedent des bandes verticales sur les flancs ainsi que la tdche "tilapienne”, qui disparait
vers une taille de 10 cm. Les adultes ont le corps bleu-gris / vert-gris plus foncé sur le
dos, péle sur le ventre. Chez des spécimens en état de stress, des bandes verticales

foncées apparaissent sur les flancs et les exemplaires préservés ont parfois une bande

latérale noire sur les flancs.

2.3. Tolérance a la salinité

Plusieurs espéce de tilapia, comme Sarotherodon melanotheron, Oreochromis
mossambicus, Tilapia guineensis, sont euryhalines et supportent des taux de salinité
supérieurs a 30 pour'mﬂle. Les especes O. niloticus, O. aureus et T. zillii sont moins
suryhalines que les précédentes mais sont capables de se maintenir dans des zones ol la
salinit€ est proche de 30 pour mille. L'espece O. aureus se rencontre done en eau douce
mais également en eau saumitre comme dans le Delta du Nil (Trewavas, 1983) et le lac
Qarun (salinité variant de 11 a 29 pour mille) (Fryers and Iles. 1972). D'apres
Chervinsky, 1966 (in Trewavas, 1983). l'augmentation de la salinité entre 300 et 10 000

mg/l n'affecte pas la croissance d'O. aureus.

2.4, Tolérance a la température

L'espece O. aureus supporterait une gamme de température variant de 8 a 42 °C
(Philippart et Ruwet, 1982). En condition expérimentale, des mortalité importante sont
observées a 8-9 °C (Sarig, 1969). O. aureus stopperait sa croissance lorsque la
température descend en dessous de 14 °C (Sarig, 1969). Mac Bay (1961) a observé une
moins bonne résistance des juvéniles aux basses températures (limite thermique basse : 9
°C). Les individus adultes (a partir de 100 - 150 g) peuvent supporter les basses
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températures nocturnes sur une longue période a condition d'enregistrer une
augmentation de la température en journée. Cependant une température de 5 °C pendant
plusieurs jours entraine des mortalités mémes chez les adultes (Mac Bay, 1961).

2.5. Reproduction

Le genre Oreochromis, auquel appartient O. aureus, est caractérisé par une incubation
maternelle des progénitures ce qui le ditférencie du genre Sarotherodon ou l'incubation
est paternelle, ou mixte, et des pondeurs sur substrat du genre Tilapia

Le méle O. aureus construit un nid dans des zones peu profondes (40 cm 4 1 m) et établit
un territoire qu'il défendra en exprimant un comportement agressif (combats de bouches.
attaques latérales...) vis a vis des intrus (Fishelton, 1967 in Trewavas, 1983). Suite A la
parade nuptiale (description Skoufas....), la femelle dépose ses oeufs dans le nid du
madle, ce dernier les féconde puis la femelle les reprend en bouche pour I'incubation. La
femelle quitte ensuite le nid pour rejoindre des zones plus profondes et le mile peut se

reproduire avec une autre femelle (Trewavas, 1983).

Pr | r ion _de e femell

3.1. Définition d'une pseudofemelle

L'espéce O. aureus est caractérisée par un déterminisme de type oiseaux, & savoir une
homogamétie mile ZZ et une hétérogamétie femelle ZW. L'inversion hormonale du sexe.
au moyen de la 17a-éthynyloestradiol (hormone féminisante), d'une descendance
normale permet d'obtenir des individus transsexuels, ou pseudofemelles, a phénotype
femelle et a génotype mile ZZ. Le croisement d'une pseudotemelle (génotype ZZ) avec
un vrai méle (génotype ZZ) produit théoriquement 100 % de males & génotvpe ZZ sans
inversion hormonale du sexe (Jensen et Shelton, 1979) (Figure 11.3). La premiére dtape
de cette technique consiste A repérer les pseudofemelles au sein de la population
sexuellement inversée par croisement de ces pseudofemelles avec un vrai male. Le
croisement d'une vraie femelle (génotype WZ) avec un vrai mile (génotype ZZ) donne en
théorie 50 % de mailes (génotype ZZ) et 50 % de temelles (génotype WZ) alors qu'une

pseudofemelle



Figure I1.3 : Schéma des opérations permettant la détection et la multiplication des
pseudofemetles d'0.aureus (Mélard, 1986).

ALEVINS INVERSES D'O.AUREUS
(TRAITEMENT OESTRADIOL)

£

50 % PSEUDOFEMELLES 50% VRAIES FEMELLES
GENOTYPE MALE 2z GENOTYPE FEMELLE ZW
CROISEMENT AVEC CROISEMENT AVEC
UN VRAI MALE 2Z UN VRAI MALE zZ
100 % ZZ MALES 50 % 2z 50 % ZW
(REPERAGE) MALES FEMELLES

TRAITEMENT A
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DES DESCENDANCES
DES PSEUDO-FEMELLES

PRODUCTION MASSIVE
DE PSEUDO-FEMELLES Z2Z

CROISEMENT AVEC
DES VRAIS MALES 2ZZ

PRODUCTION MASSIVE
D'ALEVINS 100 % MALE
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(génotype ZZ) croisée avec un vrai méle (génotype ZZ) donne, toujours en théorie, 100
% de mailes (génotype ZZ) (Mélard, 1995). Afin de constituer rapidement un stock de
pseudofemelles, les alevins issus d'une descendance 100 % maile de géniteurs
pseudofemelles F1, détectés comme indiqué précédemment, sont inversés au moyen de la
17a-éthynyloestradiol (Figure 1.3, Mélard, 1986). Cette deuxieéme opération d'inversion
sexuelle 3 la 17a-éthynyloestradiol ne s'effectue que sur les descendances de
pseudofemelles F2 qui donnent systématiquement 100 % de males dans leurs
descendances. Lors d'une telle manipulation, chaque ponte est toujours divisée en un lot
témoin, qui permet une ultime vérification de la proportion de males, et en un lot traité
permettant de produire des pseudofemelles de deuxiéme génération (F2). Seuls les
alevins inversés issus des pontes présentant 100 % de méles dans le lot témoin sont
conservés (Mélard, 1995). Sur le méme principe les générations suivantes (F3, F4...) de

pscudofemelles peuvent étre produites.
3.2. Protocole d'obtention des pseudofemelles utilisées au CRAA

2.1 Premi nération femelles F1) :

Trois descendances O. aureus, issues de vraies femelles et de vrais males, ont été
inversées 4 la 17 a-éthynyloestradiol & une dose de 125 mg.kg-! d'aliment. La durée du

traitement était de 45 jours.

Tableau I1.1 : Résultat de I'étape de repérage des pseudofemelles F1 par testage individuel

identiﬁcan’on Nombre Nombre Pourcentage . Génotype

de la femelle de méles de femelles de males sexuel
1 26 24 52 W27
2 37 0 100 7z
3 204 0 100 77
4 51 16 76 WZ
El 51 0 100 YA A
6 39 0 100 YA A
7 195 0 100 77
g 84 § 160 YA A
9 151 “ 77 wZ
10 36 50 42 WZ
11 7 21 25 WZ
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Suite A ce traitement féminisant, 11 femelles ont été testées individuellement en aquarium
par reproduction avec un vrai méle ZZ et ce afin de déterminer leur génotype sexuel. Sur
ces 11 individus, 6 présentent des descendances monosexes males et un génotype ZZ a
été attribués A ces individus. Ces poissons sont identifiées comme étant des

pseudofemelles (Tableau IL 1).

2. Deuxi ion (P, femelles F2) :

Suite A cette phase de repérage, les pseudofemelles F1 numéro 3 et 5 ont été reproduites
individuellement pour confirmation du premier testage puis production d'une seconde
génération de pseudofemelles. La pseudofemelle numéro 5 a produit 3 descendances
monosexes males, dont deux ont €té partiellement inversées a la 17 a-éthynyloestradiol
(125 mg.kg-! pendant 45 jours) dans 'objectif de produire un nombre conséquent de
pseudofemelles F2 (voir Figure I1.2). Le pourcentage de femelles aprés féminisation des
descendances 2 et 3 de la pseudofemelle numéro 5 était respectivement de 59 et 72 %.

(Tableau II.2)

Tableau IL.2 : Production de pseudofemelles F2 par inversion a la 17 a-éthynyloestradiol (125 mg.kg-
1, durée 45 jours) d'une descendance 100 % méle de pseudofemelle F1.

Descendance Nombre Nombre Pourcentage Pourcentage
de males de femelles de males de femetles
apres inversion

Pseudofemelle 3
Testage 1 51 , 0 100
Testage 2
Lot témoin 129 0 100
Lot inversé 48 69 41 39
Testage 3
Lot témoin 130 0 100
Lotinversé 64 165 28 72
Pseudofemelle 3
Testage 1 204 0 100
Testage 2
Lot témoin 52 1 98 2
Lot inversé 11 46 19 81
Testage 3
Lot témoin 30 4 38 12
39

Lot inversé 18 151 11
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Dans les descendances 2 et 3 de la pseudofemelle numéro 3, le pourcentage de femelle
était de 2 et 12 % (lot témoin) (Tableau I1.2). Les lots inversés 2 la 17 o-

éthynyloestradiol, issus de cette pseudofemelle, n'ont pas été conservés pour la

constitution du stock de pseudofemelles F2.
2.3, Troisi¢me génération femelle E

Parmi les 165 pseudofemelles F2 issues de l'inversion de la descendance de la
pseudofemelle F3, 5 individus ont été testés individuellement en reproduction avec un
mile. Toutes les descendances étaient monosexes males. Sur le méme principe que
précédemment, une des descendances a été inversée a la 17 a-éthynyloestradiol (125
mg.kg-! pendant 45 jours). Le lot témoin de cette inversion était 100 % male. Un stock

de pseudofemelle F3 a ainsi été constitué.

2.4 k 1 f

Un premier lot de pseudofemelles F3 (n = 85) et de miles (n = 65) a été transféré de
Montpellier 4 1la Réunion en janvier 1995. Compte tenu du faible poids des poissons &
leur arrivée (4,5 g pour les miles et 44.0 g pour les femelles), les expérimentations sur

cette souche n'ont débuté qu'en septembre 1995.

En juin 1996, un nouveau lot de 54 pseudofemelles F3, de méme origine parentale que
les premiéres, a été accueilli dans les infrastructures expérimentales du CRAA. Ces
individus seront utilis€s au cours de la saison de reproduction 1996-1997, pour la

production massive de populations monosexes males.

III. Fssai de production massive de populations monosexes
males au moyven de pseudofemelles F3 Q. aureus

1. Introduction

L'objectif de cet essai était de tester la capacité des géniteurs pseudofemelles O. aureus a
produire massivement des descendances monosexes males. Nous nous sommes
conformés, en ce qui concerne la densité de mise en charge et le sexe-ratio des géniteurs ,
aux données techniques en application & 'ARDA pour la production de tilapia rouge

(Bosc, 1993 ; Desprez et Carteret, 1995).



Race-ways de reproduction (surface 12 m?)
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2. Méthode
2.1. Mise en charge et contrdle des géniteurs

Le 26 septembre 1995, 45 pseudofemelles F3 d'un poids moyen de 118 £29 get 15
maéles d'un poids moyen de 160 £ 36 g ont été placés dans un race-way en béton de 12
m2 (6 x 2 m), soit une densité de 5 géniteurs.m-2 A un sexe ratio (male : femelle) de 1 : 3.
Afin d'éviter une contamination du stock initial de géniteurs, tous les miles et toutes les
pseudofemelles ont été identifi€s par coupure des nageoires pelviennes. Ce marquage est

renouvelés lors de chaque contrdle, si nécessaire.

Tous les 10 jours, la bouche des femelles est inspectée. Les oeufs et les alevins sont
récoltés puis transférés dans un bouteille de type Zug (volume 5 litres) de 1'écloserie.
Tous les individus issus d'un méme contrdle de géniteurs constitue un lot. La température
de 1'écloserie est thermorégulée a 28 °C £ 1°C.

Lors des contrdle de géniteurs, tous les stades de développement (oeufs, oeillés, alevins
vésiculés et résorbés) sont récoltés en nombre variable. Afin de ne pas biaiser l'estimation
sur le nombre d'individus produits, le nombre d'alevins est déterminé en sortie de

bouteilles d'incubation de type Zug.

2.2. Détermination du pourcentage de mailes dans les populations issues

de pseudofemelles F3.

A l'dge de 2 mois minimum, 200 poissons par lot, sont prélevés, disséqués et les
gonades sont examinées au microscope apres squash (Guérrero and Shelton, 1974). A
cet age, les caractéristiques histologiques de la gonade sont bien en place (structure
lobulaire pour les males et présence d'ovocytes prévitellogéniques ou vitellogénique

(Baroiller. 1988)), ce qui permet de différencier les miles des femelles et de déterminer

ainsi le sexe-ratio du lot.

2.3. Croissance

N

Les faibles productions d'alevins lors de certains contrdles, associé a un manque
d'infrastructures, ne nous ont pas permis de tester les potentialités de croissance de cette
espece en condition d'élevage intensive. Des données préliminaires ont cependant été
récoltées et sont présentées dans ce rapport a titre indicatif. Des expériences
complémentaires, sur les aspects de la croissance, sont programmées pour la saison
1996/1997. Nous disposerons alors d'un plus grand nombre de géniteurs et donc
d'alevins et des infrastructures adaptées seront mises a disposition pour ces essais.
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2.3.1 Elevage larvaire

Au stade pélagique (= 10 jours post fécondation), les alevins sont récupérés dans un
tamis 2 la sortie de la bouteille et transférés dans un bac de 200 litres alimenté par 1'eau de
la lagune de la ferme du Gol. Le nombre d'alevins récoltés en sortie d'incubateur est
estimé (échantillonnage de 500 individus et pesée totale).

Tous les 15 jours, un contrdle de poids moyen est effectué par échantillonnage de 500
poissons ce qui permet de réajuster la ration alimentaire. Cette derniere est calculée
suivant le schéma de rationnement établi par Mélard (1986). L'aliment (Gheerbrandt, 56
% de protéines) est distribué au moyen d'un nourrisseur automatique  tapis fonctionnant
sur une période de 12 heures par jour.

Le renouvellement d'eau sur ces bacs est de 'ordre de 500 % par heure. L'alimentation
en eau est interrompue toutes les 30 minutes pendant une période variable de 10 a 20
minutes. Ces coupures sont inhérentes au systéme de pompage et de remplissage de la
fosse de captage de la lagune. Une oxygénation complémentaire est assurée par des
diffuseurs. Le contrdle du taux d'oxygeéne et de la température est effectué deux fois par

jour (le matin & 8 heures et le soir & 16 heures).

2.3.2. Elevage des juvéniles (Prégrossissement)

Apres une période d'élevage en bac de 200 litres variant de 45 a 75 jours, les juvéniles
sont transférés dans des bacs de 5 m3 alimenté en continu par pompage dans la lagune.
Le nombre d'alevins au moment du transtert est estimé (échantillonnage sur 500 poissons
et pesée totale). La ration est comme précédemment calculée suivant le schéma de
nourrissage établi par Mélard (1986) et réajustée tous les 15 jours suite au contrdle du

poids moyen.
Les alevins sont nourris manuellement 3 & 4 fois par jour avec un aliment (Gheerbrandt.

56 % de protéines) dont la granulométrie est adaptée a leur taille.

Le taux d'oxygene et la température sont controlés 2 fois par jour (le matin a 8 heures et

le soir & 16 heures).

233 Elgvagg en cage

A partir d'un poids moyen minimum de 20 g, des essais de croissance en cage ont €€ mis
en place. En ce qui concerne le contrdle des poids moyen, le calcul de la ration alimentaire
et la distribution de l'aliment, le protocole suivi est identique a celui du prégrossissement.
Ces cages, d'un volume utilisable de 10 m3 en fonction des dimensions, sont disposées
dans un étang de 600 m2 alimenté par l'eau de la lagune de la ferme du Gol.
L'alimentation en eau est effective de 0 4 6 heures et de 12 a 18 heures sur des périodes



Etang baché de 600 m? du Centre de Recherche et
d'Application Aquacole (Ile de la Réunion)



Cage flottante de 10 m3 en place dans une retenue collinaire
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de 15 minutes. Une aération complémentaire est assurée par un aérobatteur pendant la
nuit.
L'aliment (Gheerbrandt, 47 % de protéines) est distribué manuellement en 3 3 4 fois par

jour.
3. Résultats
3.1. Croissance des géniteurs

Figure II1.1 : Courbes de croissance des géniteurs males et pseudofemelles O. qureus en race-way de

reproduction.
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Les géniteurs pseudofemelles et males ont été pesés individuellement & la mise en charge
(26 septembre 1995) ainsi que le 19 janvier 1996, le 2 mai 1996 et le 25 juin 1996.

Lors du sexage manuel du stock de pseudofemelles F3, effectué le 26 septembre 1995, 4
individus présentaient une papille indifférenciée (ni male, ni femelle). Ces individus ont
regu un marquage spécifique et ont €t€ suivi au cours de la saison de reproduction. Sur
ces 4 poissons, un s'est avéré étre une femelle. Pour les 3 autres, le sexe n'a toujours pas
été déterminé. Aucun de ces 3 individus n'a pondu au cours de la saison.

Le 25 juin 1996, le poids moyen des méles et des pseudofemelles étaient respectivement
de 341 £ 51 getde 257 + 45 g ce qui représente une croissance individuelle journaliére

moyenne de 0.65 g pour les méles et de 0,5 g pour les pseudofemelles.
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Le taux de survie est de 100 % pour les males et de 93 % pour les pseudofemelles (3

morts)

3.2. Evolution du nombre de pontes au cours de la saison de reproduction

Figure III.2 : a) Répartition par contrble des pontes de pseudofemelles O. aureus en race-way entre le
3 octobre 1995 et le 25 juin 1996
b) Courbe de la température de 1'eau dans le race-way pour la période du 3 octobre

1995 au 25 juin 1996.
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Date des controles

La premiere ponte de pseudofemelle a été observée le 3 octobre 1995 lors du premier
contrdle suivant la mise en reproduction des géniteurs. Le maximum de ponte récoltées
est de 21 et 22, respectivement pour les contrdles du 19 janvier et du 9 février.
correspondant aux pics de température (respectivement 29,1 et 29,8 °C) (Figure II1.2).
Entre le 3 octobre et le 25 juin 1996, 209 pontes ont €té récoltées, soit en considérant un

cheptel de 42 pseudofemelles (les 3 individus, dont le sexe est indéterminé, non pas &té
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pris en compte), une moyenne de 5 pontes par pseudofemelle.

L'augmentation progressive de la température entre le 3 octobre et le 9 février se
caractérise par un nombre moyen de 11 pontes par contrdle, a I'opposé entre le 20 février
et le 25 juin lors de la diminution de la température moyenne dans le race-way de
reproduction, le nombre moyen de ponte par contrdle est de 4,1. Aucune ponte n'a été
observée lors des controles du 3 et 14 juin, les températures moyenne pour ces deux
périodes étaient respectivement de 23,7 et 23,6 °C. Le 25 juin 1996, 3 pontes ont &té

observées a une température moyenne de 23,4 °C.

3.3. Production d'alevins.

La production totale d'alevins au cours de la saison, aprés incubation artificielle en
bouteille de type zug, est de 78300, soit 402 alevins par ponte. Une pseudofemelle a
produit en moyenne 1740 alevins entre le 26 septembre 1995 et le 25 juin 1996 (Tableau
III.1). En raison d'un probléme technique avec l'incubateur, nous avons subi une perte
totale des pontes du 9 janvier 1996. Le nombre d'alevins produits n'a donc pu étre
déterminé. Les 14 pontes récoltées lors de ce contrble n'ont pas &été prises en
considération dans les résultats présentés dans le tableau 3.

Tableau IIL.1. Résultats sur la production d'alevins en race-ways par des pseudofemelles F3 O. aureus.

{(*) : les 3 individus dont le sexe est indéterminé n'ont pas été pris en considération dans ce résultats
(**) : Les résultats du contrdle du 9 janvier 1996 (mortalité pendant la phase d'incubation) n'ont pas été

pris en considération pour cette donnée,

Date de mise en charge 26 septembre 1995
Nombre de pseudofemelles 45
Nombre de males I3
Sexe-ratio (males : femeiles) 1:3
Nombre total de pontes récoltées 195
Nombre total d'alevins récoltés 78 300
Alevins par pseudofemelle (*) 1740
Alevins par ponte (**) 402

23

Alevins.j'l.m‘z.

3.4. Pourcentage de mailes dans les populations O. aureus issues de

pseudofemelles F3.

En raison d'un probléme de disponibilité en infrastructures, les lots récoltés lors des
contrbles du 7 et 17 novembre n'ont pu étre conservés individuellement ce qui explique
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'absence de résultat, tout comme pour les contrdles postérieurs au 2 avril 1996.
Le pourcentage de méles dans les lots O. aureus varie de 98 a 100 %. Des populations
monosexes males ont été obtenues lors de six contrfles (17 et 27.10; 8, 19 et 29.12 ;

19.01 et 01.03) (Figure II1.3).

Figure II1.3 : Sexe-ratio des populations O. aureus issues de pseudofemelles F3.

(Taille des échantillons au sexage : 200 poissons par lot excepté pour le contrdle du 28.11 od seulement

156 poissons ont été examinés).
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3.5. Données préliminaires sur la croissance d'individus mailes issus de

pseudofemelles F3.

3.5.1, Elevage larvaire

Les courbes d'élevage larvaire sont présentées sur la tigure II1.4. A 30 et 60 jours, le
poids moyen des poissons varie respectivement de 0,26 g (contrdle du 20.02) 2 0,58 g
(controle du 30.01) et de 1,84 g (contrdle du 09.02) a 3,00 g (contréle du 30.01). Les
résultats obtenus sur cette phase sont variables. Des expériences complémentaires sont
programmées pour novembre 1995, dans les infrastructures du CRAA, afin de

standardiser et optimiser I'élevage larvaire d'O. aureus.
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Figure ITL4. Courbes de croissance des lots en bacs de 200 litres / 1 m2. Température d'élevage
comprise entre 26,2 + 1,8 °C (contrdle du 1.03) et 28,3 £ 1,7 °C (controle du 29.12).
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352, Elgvagg des juvéniles (prégrossissement)

Deux essais ont été entrepris en bassin de 5 m? avec deux lots de poids initial différent :
5,1 g pourle lot 1 et 1,1 g pour le lot 2. Tous les résultats sur la croissance et la survie de
ces 2 lots sont repris dans le tableau II1.2. La vitesse de croissance individuelle moyenne
est de 0.31 g.j-lind-! (lot 1) et de 0.17 g.j-Lind-! (lot 2). Les taux de conversion pour

les lots | et 2 sont respectivement de 1.1 et 1.2.
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Tableau III.2. ; Synthese des résultats du suivi de la croissance en bassin de 5 m3 d'individus males O.

aureus issus de pseudofemelles 3.

Lots expérimentaux Lot 1 Lot 2
Date de mise en charge 16 avril 1996 6 avril 1996
Nombre initial 4000 3929
Poids moyen initial (g) 5,1 1,1
Biomasse initial (kg) 20,3 4,4
Temps (jours) 6 72
Nombre final 3609 3341
Poids moyen final (g) 23,9 13,3
Biomasse finale (kg) 86.4 443
Biomasse (kg.m-3) 17,3 8.9
Croissance (g.ind-1.j-1) 0,31 0,17
Production (kg.m-3) 13.2 8.0
Coefficient de conversion 1,2 1,1
Survie (%) 50,2 85,0
Température (°C £ ET)) 240+ 1,8 242+ 17

3.3.3 Elevage en cage

Les résultats de 1'élevage en cage d'individus males O. aureus sont svnthétisés dans le
tableau II1.3. Sur une période de croissance de 98 jours, le poids moyen des poissons est
passé de 21,3 a4 114,5 g, soit une vitesse de croissance individuelle moyenne de 0,96 g.j-
Lind-! et un taux de conversion de 1,40 (Lot 1). Sur la deuxi®me cage, le poids moyen
est passé de 41,6 a 109,5 en 70 jours, soit une vitesse de croissance individuelle
moyenne de 0,98 g.j-l.ind-! et un taux de conversion de 1,49 (Lot 2). La survie en cage

des lots 1 et 2 est respectivement de 97,4 (62 morts) et 99,6 % (7 morts).
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Tableau 1.3 : Synthese des résultats de I'expérience de croissance en cage de 10 m? d'individus males

O. aureus issus de pseudofemelles F3.

Lots expérimentaux Cage 1 Cage 2
Date de mise en charge 21 tévrier 1996 20 mars 1996
Nombre initial 2345 1654
Poids moyen initial (g) 21,3 41,6
Biomasse initial (kg) 56,3 68.8
Temps (jours) 98 70
Nombre final 2283 1647
Poids moyen final (g) 114,5 109,5
Biomasse finale (kg) 2613 180,3
Biomasse (kg.m-3) 26,1 18,0
Croissance (g.ind-1.j-1) 0.96 0,98
Production (kg.m-3) 20,5 11,2
Coefficient de conversion 1,40 1,49
Survie (%) 97,4 99.6
Température (°C £ ET) 272+25 263+23
Taux d'oxygene (mg.I'l £ ET) 6.4%2,6 6,2 2,6

4. Discussion de conclusion

4.1. Croissance des géniteurs

Le dimorphisme sexuel de la croissance en faveur du sexe mdle est un phénoméne bien
connu chez le genre Oreochromis (Pruginin et al, 1967, Mélard et al, 1989). Apres 500
jours de croissance, le poids moyen (720 g) des méles O. aureus et O. niloticus est
beaucoup plus élevé que celui des femelles O.aureus (480 g) et O. niloticus (380 g)
(Mélard et al, 1989). Little et al (1993) observent chez O. niloricus en période de
reproduction (en race-way), une croissance individuelle moyenne de 0,6 g a 1,2 g.j!
chez les femelles et de 1,9 g.j-! pour les males. Dans les mémes conditions, la croissance
individuelle des males et des femelles de tilapia rouge red florida est respectivement de
1,2 et 0,4 g.j-! (Carteret, 1995). Chez O. aureus, la croissance de femelles et de
pseudofemelles en reproduction dans le méme bassin, est de 0.6 ¢t 0,7 g.j-! (Desprez,
1992). 1l ressort de nos résultats sur la croissance des méiles et des femelles O. aureus
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que la croissance, en comparaison avec les autres études, est relativement faible surtout
pour les males (0,65 g.j-!). De plus la différence de croissance individuelle moyenne
entre les males et les femelles (0,50 g.j-1) n'est que de 0,15 g.j-1.

Le dimorphisme de croissance entre male et femelle peut avoir plusieurs origines. La
production d'oeufs par la femelle monopolise une grande partie de ['énergie pendant la
période de reproduction. L'effet de la reproduction sur la croissance est d'autant accru
que pendant la période d'incubation buccale de la progéniture, la femelle ne s'alimente
pas. Chez O. niloricus, la perte de poids pendant l'incubation et la durée d'incubation
sont corrélées (Little, 1989). Ce constat doit étre cependant nuancé, en effet d'aprés
Bromage and Robert (1995), une femelle peut croitre de 1 g.j-! méme en période de
reproduction. Une femelle O. mossambicus, aprés libération de sa progéniture, serait en
mesure de consommer jusqu'a 40 % de son poids vif en 48 heures (Macintosh in
Bromage and Roberts, 1995, données non publiées) ce qui compenserait le retard de
croissance lié A l'incubation et reconstituerait les réserves d'énergie nécessaires A la
reproduction suivante.

Le méle, en période de reproduction, adopte un comportement de protection de son nid et
de ce fait s'alimenterait moins (Baroiller et Jalabert, 1989). Cependant, pendant cette
méme période, les femelles incubent et de ce fait la disponibilité en aliment est plus

grande et la compétition alimentaire diminue entre male et femelle.

La composante comportementale ne suffit pas a expliquer ce dimorphisme sexuel de la
croissance. En effet, méme en condition intensives d'élevage, conditions qui ne sont pas
favorables 2 la reproduction, les femelles grandissent moins vite que les males chez O.
niloticus (Hanson et al, 1983). L'avantage de croissance des méles sur les femelles
pourrait étre relié aux différences observées au niveau du métabolisme des androgenes et
des hormones thyroidiennes entre les deux sexes (Toguyeni, 1993). Le dimorphisme
sexuel de la croissance pourrait donc avoir une base génétique comme le suggére Frver et
[sle 11972). Si tel est le cas. cette base génétique pourrait expliquer la faible différence de
croissance entre les males et les pseudofemelles O. aureus compte tenu que les deux
sexes possedent le méme génotype ZZ. L'écart de croissance serait lié€ a la différence

d'énergie investie dans le reproduction entre male et femelle (voir ci-dessus).

4.2. Evolution des pontes au cours du temps.

La répartition des pontes au cours du temps pourrait, d'aprés nos résultats, étre corrélée a
l'évolution de la température de 'eau. En effet, le maximum de pontes est observé alors
que la température est maximale. Suite & ce pic une diminution du nombre de pontes et de
la température est enregistrée.

La température dans le race-way est toujours supérieure a la température seuil de
reproduction (20-22 °C) d'ol l'observation de pontes en juin, mais certes en nombre plus
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faible ce qui peut s'expliquer d'une part par une maturation plus lente des femelles liée
aux basses températures mais €galement par un phénomene d'épuisement des géniteurs

qui sont en reproduction depuis septembre 1995.
4.3. Production de populations a fort pourcentage de males.

La masculinisation par incorporation d'hormone dans 1'aliment constitue la voie classique
de production de populations monosexes males chez les espéces de tilapia. De nombreux
travaux relatent, en conditions expérimentales (nombre d'individus traités compris entre
50 et 200), l'obtention d'un fort pourcentage de males suite A une inversion hormonale du
sexe au moyen d'un androgeéne (Clemens and Inslee, 1968 ; Guerrero, 1974 et 1975 ;
Sanico, 1975 ; Shelton et al, 1978 ; Tayamen and Shelton, 1978 ; Owusu-Frimpong and
Nijjhar, 1981 ; Obi and Shelton, 1983 ; Rothbard et al, 1983 ; Buddle, 1984 ; Berger and
Rothbard, 1985 ; McGeachin et al, 1987 ; Jo et al, 1988 ; Pandian and Varadaraj, 1988 ;
Lone and Ridha, 1993). Quelques études font état d'essais d'inversion sur un grand
nombre d'individus et fortes densités d'élevage (Tableau II1.4). Une dose de 60 mg.kg-!
d'aliment appliquée pendant 25 4 28 jours permet d'obtenir des populations males entre
91,2 et 99,4 % chez O. niloticus (Cruz and Mair, 1994), 96,0 et 100,0 % chez 1'hybride
O. niloticus x O. aureus (Buddle, 1984 ; Rothbard, 1983), 97,3 et 100,0 % chez le tilapia
rouge red Taiwan (Rothbard et al, 1983 ; Berger and Rothbard, 1985), et entre 83,0 et
97.0 % et chez O. aureus (Mélard et al, 1995). Des doses plus faibles (30 mg.kg-!
appliquée pendant une période de 21 jours permettent d'obtenir 99 % de méles chez O.
niloticus (Guerrero and Guerrero, 1988). L'augmentation des doses d'hormone n'induit
pas un meilleur taux d'inversion (Berger and Rothbard, 1985 ; Mélard et al, 19935), a
'inverse l'augmentation de la densité d'élevage aurait un effet positif sur le taux

d'inversion {Cruz and Mair, 1993) (Tableau II.4).

Des travaux sur la voie génétique de production de populations monosexes males ont i,
par ailleurs, conduits chez O. aureus (individu pseudotemelles ZZ) et O. niloticus (super
male YY), ces études ont été menées avec l'objectif de supprimer I'emploi de stéroides
sur des poissons destinés a la consommation.. Chez O. niloticus, un individu mile YY
croisé avec 7 femelles XX différentes a donné systématiquement 100 % de males en
descendance (Scott et al, 1989). A ce jour aucune étude, en condition de production, n'a
¢té effectuée avec des individus YY. Chez O. aureus, Lahav (1993) obtient en étang des
populations & fort pourcentage de mailes (entre 98 et 100 %) avec un lot de 185
pseudofemelles F2. Entre 1992 et 1994, 4 essais de production d'alevins & partir d'un
méme stock de pseudofemelles F2 ont été réalisés en étang de 200 m2 (Desprez et al,
1995). Le pourcentage de males varie de 87,0 (essai 2) a 95,7 % (essai 4) avec une
moyenne de 92,1 % sur les 4 essais, pour une production totale d'alevins de 42.570 a

155.256 en tonction de l'essai.



Tableau I11.4 : Données bibliographiques sue les trattenicnts masculinisants par vn androgéne en conditions intensives de production

M : méthyltestostérone - 1 : Ethynyllestosterone -

Dose

(mp.kg-1)

md - mdividu

Durée
du traitement

Pourcentage
de miles

Structures utilisées
pour linversion et
données techniques

Auteurs

Espece Androgeéne
O. niloticus 17 a MT
O. niloticus 17 oo MY
O. aureus 17 o MT

60 myg kg |

30 mg kg !

60 my kp!
10O my kg
150 mg kg

25 jours

21 jours

31 jours
31 jours
31 jours

91,2 %

96,7

99,4

99,0 %

97,0 %
93,0 %
83,0 %

Hapa 1m?2 - 0,5 m3
Densité : 2000.m-3

Hapa 1m? - 0,5 m3
Densité : 6000.m3

Hapa 1m?2 - 0,5 m3
Densité : 6000.m3

Densité de 100 ind.m™2

les 7 premiers jours

de traitcment

500 a 750 ind.m-2 pour
les 14 jours suivants
1.081.300 alevins inversés
(survie : 78,1 %)

Etang de 200 m?
Production de 60.000
a 100.000 alevins

Cruz and Mair, 1994

idem

idem

Guerrero and Guerrero,
1988

Mélard et al, 1995




Tableau L4 (suite) : Données bibliographiques sur les raitements masculinisants par vn androgenc en conditions intensives de production

MT : méthylicstostérone - E'T : éthynyliestostérone - ind © individu

Lspéce Androgéne Dose Durée Pourcentage  Structures utilisées Auteurs
tmg.kg b du traitement de males pour Yinversion et
données techniques
Red Taiwan 17Ta bl 60 my kg ! 28 jours 97,3 % Cage de 1,5x1,0x0,9m Berger and Rothbard,
120 mgkg! 28 jours 99,7 % 3500 alevins par cage soit 1987
4000 ind.m> ou
2300 ind.m2
Hybride O. niloticus 17a BT 60 myky ! 25 a4 28 jours 96,0 % 400 alevins par cage Buddle, 1984.
x O. aureus 99,0 %
98,0 % 1800 alevins par bac
99,0 % 600 2 650.000 alevins
99,0 % par bac de 8,5 m3 soit
70 a 76.500 ind.m"3
Hybride O. niloticus 17 a BT 60 myg kg !

x O. aureus
Red Taiwan

28 A 29 jours

98,0 2 100,0 %

Inversion en bac de 28 m3

Densité : 8 2 17.000 alevins.

m-3 ou 15.600.m°2.

Rothbard et al, 1983
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Le pourcentage de males dans les populations produites par inversion hormonale du sexe
(entre 91,2 et 100,0 %) est équivalent & celui obtenu avec des pseudofemelles O. aureus
(92,1 et 100,0 %). Les pseudofemelles répondent donc 2 la nécessité de produire des
populations a fort pourcentage de méles sans avoir recourt a des stéroides de synthese,
dont l'utilisation, sur des individus destinés & la consommation humaine, est en principe
prohibé. Cette technique, basée sur le déterminisme du sexe, implique un suivi
rigoureux, notamment lors des phases de sélection et de multiplication des stocks de
géniteurs, afin d'éviter toute contamination génétique des lots de géniteurs ce qui pourrait
se traduire par une dérive du pourcentage de males.

Nous avions observé (Desprez et al, données non publiées obtenues a 1'Université de
Liége - Belgique) une diminution du pourcentage de males dans les descendances des
pseudofemelles F3 (66 a2 100 % de males). En ce qui concerne notre souche, le
pourcentage de mailes dans les descendances de pseudofemelles F3 est trés élevé (98 a
100,0 %), nous testerons en 1996/1997 les pseudotemelles F4. Afin de se prémunir
d'une éventuelle dérive du pourcentage de males au cours des génération successives de
pseudofemelles, il est préconisé de reconstituer réguli€rement, 3 partir d'individus
classiques O. aureus, une génération F1 de pseudofemelles. Cette opération de
production de nouveaux stocks initiaux de pseudofemelles permettra également de

maintenir et d'augmenter la diversité génétique du stock de géniteurs.

IV. Le déterminisme génétique du sexe chez 0. aureus.

1. Introduction

L'espece O. qureus 2st caractérisée. comme nous l'avons évoqués dans l'introduction,
par un déterminisme du sexe de tvpe oiseau & homogamétie male ZZ et & hétérogamétie
femelle ZW. Les pseudofemelles. individus transsexuels présentant un génotype 2t un
phénotype male, donnent théoriquement en descendance 100 % de maéles lors du
croisement avec des mdles classiques ZZ. Nos résultats, obtenu lors des essais de
production intensive, montrent qu'un faible pourcentage de femelle (< 2%) est observé
dans certaines populations. Cette apparition de femelles dans des descendances
théoriquement monosexe male, pourrait étre li€ & une contamination des populations par
'apport d'alevins de tilapias gris de souche locale via le réseau hydraulique. Cependant
des femelles sont régulierement observées dans les descendances de pseudofemelles tant
en milieu contrdlé (circuits fermés, aquariums..) (Mair et al, 1991 b ; Mélard, 1995 ;
Mélard et al, 1995) qu'en milieu extérieur (étang...) (Lahav, 1993 ; Desprez et al, 1995).
Depuis septembre 1995, 7 femelles ont été testées individuellement en aquarium par
reproduction avec 3 males classiques ZZ afin de déterminer le pourcentage de males dans
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les descendances de pseudofemelles F3. Ces croisements sont également destinés a
repérer des couples produisant des descendances monosexes méles dans l'objectif
d'inverser a la 17¢ éthynyloestradiol une partie des progénitures et constituer ainsi un

stock de pseudofemelles F4.

’

2. Matériel et m
2.1. Reproduction et élevage des juvéniles

Les reproductions ont lieu dans un aquarium de 500 litres, thermorégulé 4 28 £ 1 °C, au
moyen d'une résistance, dans lequel sont placés 1 male et 5 pseudofemelles O. aureus.

Lorsqu'une pseudofemelle incube (l'incubation buccale se caractérise par une
déformation de la cavité bucco-pharyngienne et la présence d'oeufs dans la bouche), elle
est isolée de ces congénéres dans un compartiment de l'aquarium. Aprés 10 jours
d'incubation, les alevins sont récoltés dans la bouche de la femelle, comptés et placés
dans un aquarium de 200 litres d'un circuit fermé thermorégulé a 28 °C. Les alevins sont
nourris manuellement a satiété 6 fois par jour au moyen d'un aliment pour truites

(Gheerbrandt, 56 % de protéines) dont la granulométrie est adaptée 2 leur taille.

2.2. Identification des géniteurs

Les individus miles et pseudofemelles sont identifiés par un transpondeur porteur d'un
code et implanté dans la musculature dorsale (systéme Indexel, commercialisation Rhone

Meérieux France).

3. Détermination _du sexe-ratio,

Suite 4 une période d'élevage de 2 mois post-técondation, un échantillon de 100 poissons

est prélevé. Ces individus sont disséqués et les gonades examinées au microscope apres

squash (Guerrero and Shelton, 1974).

4. Résultats

Ces résultats confirment la capacité des pseudofemelles F3 2 produire des populations
monosexes males. Le pourcentage de méles, au sein des 19 descendances étudiées, varie
de 96,0 (femelle E71 x mile 346) 4 100,0 % (Tableau IV.1). Sur les 19 couples testés,
15 présentent des descendances monosexes males. Une 1égére déviation du sexe-ratio est
observés sur 3 descendances successives du couple "femelle A42 x mile 346" et sur la
descendance du couple "femelle E71 x male E08". Ce dernier cas excepté, le pourcentage

de males dans les descendances successives des pseudofemelles D2E et 63A est stable &



Tableaun 1V.1.: Sexe-ratio des descendances de pscadotemelies 13 O, aureus.

100:0 : e nombre d'individus disséqués pour la détermination du sexe-ratio est inféricur 2 100:0
(*) @ test du %2 ; sexe-ratio statistiquement diftérent de 100:0 a p < 0,05

Code | Pseudofemelle C4D D2E E47 Ad2 63A E71 D1F
Mile
40D 100:0 100:0 100:0 100:0 100:0 100:0 100:0
E08 100:0 100:0 100:0 96:4 (*)

100:0 100:0

082
346 100:0 100:0 99:1 100:0

100:0 100:0 98:2

100:0 97:3

104):0)
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100 %. Une seule pseudofemelle (D2E) a pu étre croisée avec les 3 males, dans tous les
cas, les descendances de cette pseudofemelle, étaient monosexes méles.

5. Di .

Comme nous l'avait laissés présager les résultats sur la production massive de population
monosexe male (Chapitre III), une légére déviation du pourcentage initial de mile est
apparue dans 3 descendances dont deux issues du couple pseudofemelle A42 x male 346.
Dans les travaux de Mair et al, 1991 b, des déviations plus importantes du pourcentage de
madle sont observées dés la premieére génération de pseudofemelles (66,7 A 100,0 % de
males) mais aussi en deuxiéme génération (51,6 2 100,0 %), lors du croisement avec des
mdles classiques. Des déviations sont également signalées par Mélard (1995) tant en F1
(72,7 4 100,0 %) qu'en F2 (85,0 & 100,0 %). Il ressort des nombreuses études sur le
déterminisme génétique du sexe que le modele monofactoriel de déterminisme du sexe
n'est pas suffisant pour expliquer la totalité des sexe-ratios méme lors du croisement entre
individus classiques. Des couples (vraies femelles et vrais males) peuvent produire, chez
O. aureus, des descendances monosexes mdles ou monosexes femelles (Shelton et al,
1983). Dans cette étude, 20 % des individus testés dévient significativement du sexe-ratio
1: 1. Mair et al (1991 b) mettent également en évidence des sexe-ratios non théoriques
(entre 20 et 65 % de femelles) chez des vraies femelles ce qui conduit les auteurs a
proposer un modele de déterminisme du sexe impliquant les chromosomes sexuels et un
couple de génes autosomaux récessifs (F, ). Le double récessif "ff" conduit A 'obtention
d'un individu femelle, quelque soit le couple de chromosomes sexuels (WZ ou ZZ). Cette
théorie fait ainsi apparaitre des sexe-ratios mendéliens non théoriques dans les
descendances issues de femelles (1:3;3:95) et de pseudofemelles (3 : 1 ;1 : 1). Cette
hypothése sur le déterminisme du sexe de l'espece O. aureus, ne permet cependant pas
d'expliquer les faibles variations du pourcentage de males dans les descendances de
psecudofemelles. Chez O. niloticus. des sexes-ratios non théoriques sont également
observés (Shelton et al, 1983 ;. Woltarth et Wedekind, 1992 ; Mair et al, 1991 a). Le
sexe-ratio est un caractére héritable en descendance, ce qui a permis & Wolfarth et
Wedekind (1992) de sélectionner des géniteurs O. niloticus donnant de forts
pourcentages de males en descendance. Un effet paternel sur le sexe-ratio a été mis en
évidence par Shelton et al (1983) sur O. aureus et par Wolfarth et Wedekind (1992) sur
O. niloticus. A 1'opposé, Mair et al (1991 a) montrent I'existence d'un effet maternel sur
le sexe-ratio chez O. aureus. Les légeres variations du sexe-ratio dans les descendances
de certains couples pourraient s'expliquer par un effet parental. Des expériences
complémentaires doivent cependant étre réalisées afin de mettre en évidence cet effet.

Le modele monofactoriel constituerait la base du systeme génétique du déterminisme du

sexe chez les tilapias. Les déterminants génétiques multiples seraient regroupés sur une
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paire de chromosomes nommés chromosomes sexuels qu'il n'est pas possible d'observer
par des techniques de caryotypage et de coloration différentielle (Trombka et Avtalion,
1993). Cependant l'influence d'autres déterminants, localisés sur des autosomes,
pourraient intervenir sur la détermination du sexe d'ou la théorie de l'influence
autosomale émise dés 1971 par Jalabert et al. La notion d'influence autosomale a donné
lieu a I'élaboration de plusieurs théories (Hammerman et Avtalion, 1979 ; Mair et al,
1991 b). Cependant, et malgré ces théories complémentaires au modele mendélien, des
déviations du sexe-ratio restent inexplicables. Des influences paternelles ou maternelles
sur le sexe-ratio pourraient également exister et expliquer une partie de la variabilité (
Wolfarth et Wedekind, 1992 ; Shelton et al, 1983 ; Mair et al, 1991 b). L'apport de
techniques plus récentes, comme la gynogénese, laisse ¢galement suspecter l'existence de
crossing-over.

Les facteurs génétiques ne sont peut étre pas les seuls impliqués dans la détermination du
sexe. Des travaux récents ont démontré l'effet de la température sur la différentiation
sexuelle du tilapia O. niloticus (Baroiller et al, 1993, 1994). Chez les reptiles, les
mécanismes d'un tel déterminisme seraient basés sur l'existence d'un facteur
thermosensible qui interviendrait dans la régulation de la synthése d'enzymes spécifiques
de la production de certains stéroides (Desvages et al, 1991, 1992). Certains facteurs
environnementaux supplanteraient donc l'expression des facteurs génétiques ce qui
pourrait expliquer une partie des déviations observées. Le sexe des tilapias résulterait de
l'expression des déterminants sexuels localisés sur les gonosomes mais également de

I'expression de régulateurs génétiques, situés les autosomes, et environnementaux.

V. Données préliminaires sur la fécondité des pseudofemelles

0. aureus

1. Introduction

Les pseudofemelles sont obtenues suite & une inversion hormonale du sexe au moyen
d'un stéroide de syntheése, la 17 o éthynyloestradiol (125 mg.kg-! d'aliment) mais
conservent un génotype male ZZ. Les études sur les pseudofemelles (Mair et al, 1987 :
1991 b ; Mélard, 1995 ; Desprez et al, 1995 ; notre étude) ont montré l'efficacité de
l'inversion hormonale du sexe a produire des individus viables et fonctionnels pour la
reproduction. Une étude comparée de la biologie de femelles et de pseudofemelles O.
aureus (Desprez et al, 1995) n'a mis aucune différence en évidence sur le plan de la
fécondité, du poids des ceufs et de de I'indice gonado-somatique entre les deux types
génétiques de géniteurs. Une plus faible fréquence de ponte des pseudofemelles est
cependant apparue mais uniquement lorsque ces individus se trouvent en élevage mixte

avec des femelles.
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Parallélement 3 ['étude sur le déterminisme du sexe, la fécondité relative et absolue des
pseudofemelles O. aureus ont ét¢ déterminées. L'alternance de périodes de reproduction
et de périodes de stabulation (donc sans males) pour les géniteurs pseudofemelles ne
nous ont pas permis d'étudier des parametres comme la fréquence de pontes et l'intervalle
de temps entre deux pontes succéssives de pseudofemelles.

2. Matériel méth

Comme défini dans le chapitre précédent, les reproductions ont lieu dans un aquarium de
500 litres, thermorégulé a 28 °C, au moyen d'une résistance, dans lequel sont placés 1
male et 5 pseudofemelles O. aureus.

Lorsqu'une pseudofemelle incube (l'incubation buccale se caractérise par une
déformation de la cavité bucco-pharyngienne et la présence d'oeufs dans la bouche), elle
est isolée de ces congénéres dans un compartiment de l'aquarium. Apreés 10 jours
d'incubation, les alevins sont récoltés dans la bouche de la femelle, comptés et placés
dans un aquarium de 200 litres d'un circuit fermé thermorégulé a 28 °C. La
pseudofemelle est ensuite pesé au gramme pres, puis son code est détecté. La fécondité
absolue est définie comme étant le nombre d'alevins récoltés dans la bouche de la

pseudofemelle, la fécondité relative comme le nombre d'alevins par ponte et par kg de

poisson (alevins.ponte-l kg-1).
. Résul di ion

La fécondité absolue des pseudotemelles F3 O. aureus varie de 54 a 1143 alevins avec
une moyenne de 426 + 322 alevins par ponte. Sur l'ensemble des 'pontés observées, 4 se
sont avérées &tre non-viables et sont caractérisées par l'absence d'alevins dans la bouche
du géniteur suite a la période d'incubation de 10 jours.

La fécondité relative varie de 535 alevins.ponte-! kg1 pour une pseudofemelle de 101 g2

8084 alevins.ponte-!.kg ! pour un individu de 95 g.

Pour des pseudofemelles F2, Desprez et al (1995) ont déterminé une fécondité absolue de
520 % 305 oeufs et une fécondité relative variant de 181 oeufs.ponte-! kg1 a 7326
ocufs.ponte-! kg-1. Pour les femelles la fécondité absolue est de 523 £ 236 oeufs et la
fécondité relative varie de 172 2 4781 oeufs.ponte-! kg-1. D'apres Dadzie (1970), une
femelle 0. aureus pond en moyenne 719 oeufs pendant la saison favorable avec un
minimum de 325 oeufs et un maximum de 4392. D'aprés Desprez (1992), le nombre
moyen d'oeufs produits par une femelle et une pseudofemelle au cours de la saison est
respectivernent de 2285 (variation individuelle de 156 a 4287) et 1325 (variation
individuelle de 99 & 3347). En ce qui concerne notre étude, la moyenne est de 426 alevins
par ponte, soit avec une moyenne de 5 pontes par pseudofemelles par saison (chapite 3),
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un total de 2130 alevins par pseudofemelle et par saison. Les résultats obtenus avec les

pseudofemelles & la Réunion sont donc en accord avec ces données.

V1. Production de pseudofemelles F4 par inversion hormonale
du sexe a la 17a éthynvloestradiol

1. Introduction

L'inversion hormonale du sexe d'une descendance monosexe male de génotype ZZ, issue
d'une pseudofemelle, conduit a 1'obtention d'une nouvelle génération de géniteurs
pseudofemelles. Afin de renouveller et d'accroitre notre stock de pseudofemelles,
plusieurs essais de féminisation de descendances, issues de pseudofemelles F3, ont été

menés entre février et mai 1996.
2, Matériel méth
2.1. Traitement hormonal

L'inversion est réalisée sur des lots de poissons placés dans des aquariums de 200 litres
d'an circuit fermé thermorégulé a 28 °C. Les descendances de pseudofemelles F3 sont
inversées & la 17a éthynyloestradiol (17c EE)  raison de 150 mg de 170 EE.kg-!
d'aliment pendant 40 jours. L'hormone est incorporée dans l'aliment (Gheerbrandt, 56 %
de protéines) au moyen d'éthanol 4 95 %. La ration alimentaire des lots témoins et des
lots inversés est calculée sur base de la formule suivante : 0,18 x temps (jours) 116
(Mélard, 1995). L'aliment est distribué par un nourrisseur automatique 3 tapis sur 8
heures par jour.

Les lots témoins sont nourris avec un aliment classique (marque gerhbrant). Apres

l'inversion. les alevins sont nourris avec un aliment classique.

2.2, Sexage

A 60 jours d'dge, un échantillon de 100 poissons par lot témoin et 30 poissons par lot

inversé est prélevé. Ces individus sont disséqués et les gonades examinées au microscope

apres squash (Guerrero and Shelton, 1974).
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Tableau VI.1. : Résultats de l'inversion de descendances de pseudofemelles F3 a la 17 «-

éthynyloestradiol (150 mg d'hormone kg-! d'aliment ; durée 45 jours).

Origine de la descendance Survie (%) Males (%) Femelles (%)

Pseudofemelle : 63A

Maile : 346
Lot témoin 83,3 38,0 12,0
Lot inversé 77,8 6,5 93,5
Origine parentale inconnue
(ponte du race way)
Lot témoin 81,4 88,0 12,0
Lot inversé 80,0 3,0 97,0
Pseudofemelle : D2E
Maile : 346
Lot témoin (aqua) 65.1 100,0 0,0
Lot témoin (typex) 64,0 100,0 0,0
Lot inversé 92,0 13,3 86,7
Pseudofemelle : Ad2
Male : 346
Lot témoin 75.3 97.0 3,0
Lot inversé 78.4 21,4 78,6

Le pourcentage de males dans le lot témoin des deux premieres descendances inversée
étaient de 88 % de maéles. ce qui est faible au regard des résultats obtenus lors de 1'étude
sur le déterminisme du sexe (Chapitre 3). Cependant les lots traités et les lots émoins
¢taient élevés dans le méme circuit fermé. Une recirculation de la 17¢ EE dans out ie
circult n'est pas a exclure, ce qui pourrait expliquer la présence de 12 % de temelles dans
les lots témoins. Afin de tester cette éventualité de recirculation, pour la troisieme
descendance, deux lots témoins ont été consutués, un dans le circuit aquarium dans lequel
était placé le lot traité et le second lot témoin dans le circuit typex dans lequel aucun
traitement hormonal n'est effectué. Dans les deux lots t€moins, nous avons obtenu 100 %
de males, ce qui tend a infirmer une recirculation.d'hormone. Désormais et afin d'éviter
tout risque éventuel de recirculation, les inversions hormonales sont effectuées dans des
aquariums indépendants.

Sur les 4 descendances inversées, seules la troisieme présentait 100 % de miles dans le
lot témoin. Les individus de cette descendance, inversés a la 17¢ EE, constitueront donc
le nouveau stock de pseudofemelles F4, soit 273 individus.

Le testage des pseudofemelles résultant de la 4iéme inversion (lot €moin 97 % de méles)

nous permettra également de déterminer si le déviation de sexe-ratio en F3 est un trait de
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caractere hérité par les pseudofemelles F4. Si il s'avérait que ces pseudofemelles
produisaient des descendances a tres fort pourcentage de madles, elles seraient alors
utilisées comme géniteurs pour la production massive de juvéniles O. aureus.

De nouvelles inversions de descendances monosexes males a la 17c EE sont
programmées afin de disposer d'un stock de géniteurs suffisants pour répondre a la
demande des éleveurs en juvéniles. Nous disposons désormais d'une bonne
caractérisation de certains couples (Chapitre IV) en terme de sexe-ratio, ce qui nous
permet dés lors d'effectuer des inversions sur des descendances issues de parents

donnant systématiquement 100 % de males.

Y. Conclusion et perspectives pour la saison de reproduction

1996 / 1997

Nous avons démontré la capacité des pseudofemelles & produire des populations a tres
fort pourcentage de méles (98 4 100 %). Chez O. aureus, la voie génétique, basée sur un
déterminisme monofactoriel du sexe, est donc viable et permet de répondre a la principale
problématique d'élevage du tilapia, a savoir la production de populations monosexes
mdles. En comparaison, la technique classique d'inversion hormonale du sexe.
couramment employé chez le tilapia, conduit a des résultats équivalents avec cependant le
probleme majeur d'utiliser des stéroides de synthése sur des individus destinés a la
consommation humaine.

L'utilisation de pseudofemelles impose cependant un suivi rigoureux surtout iors des
phases de multiplication des stocks afin principalerhent d'éviter toute contamination. ce
qui pourrait se traduire par une diminution du pourcentage de males en descendance.

Une nouvelle génération de pseudofemelles (pseudofemelles F4) a éié produite en 1996.
Les pseudofemelles F4 seront testées en reproduction individuelle et intensive sur leur
capacité a produire des populations monosexes males, et ce afin de s'assurer de l'absence
de dérive du sexe-ratio au cours des générations successives de pseudotemelles. ce
phénomene ayant déja été observé sur ce type de géniteurs (Mélard, 1995 ; Mélard et al.
1995 ; Desprez et al, 1995).

Les individus O. aureus, produits a partir de pseudofemelles, sont destinés a alimenter les
¢levages en retenues collinaires dans le cadre du programme de développement de
l'aquaculture dans ces zones d'altitude. Des cette année, et a partir des individus
disponibles, des essais seront menés afin d'établir les limites thermiques de cette especes
pour la survie et la croissance dans les conditions d'élevage en retenue collinaire. Comme
nous l'avons évoqués dans la discussion du chapitre 3, aucune technique, que ce soit la
voie génétique (pseudofemelles) ou la voie hormonale, ne permet d'obtenir des
populations systématiquement 10{) % males. Dans les descendances de pseudotemelles.
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un faible nombre d'individus présente des caractéristiques phénotypiques (organes
sexuels) femelles, ces individus sont donc susceptibles de se reproduire méme dans des
structures de type cage, comme celles installées dans les retenues collinaires. Deux
options se présentent pour contrdler les reproductions anarchiques qui risquent de
conduire 3 une surpopulation en tilapia dans les retenues :

1) un tri manue! de tous les individus avant la mise en charge dans les
cages. Ce type de manipulation est long et couteux en temps et en main d'oeuvre.

2) I'élevage mixte avec un prédateur, le black-bass, élevé directement dans
la retenue. Les premiers résultats d'un essai réalisé dans les infrastructures du CRAA
sont trés prometteurs. L'élevage du balck-bass, outre le fait de contrdler les
reproductions, permettra de valoriser le potentiel des retenues par la production d'une

seconde espece.
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Préambule

Les tilapias présentent de grandes potentialités pour la pisciculture, en partie lifes a
I'extréme facilité de leur élevage: une reproduction naturelle aisée en captivité, une
croissance rapide, une grande résistance au manque d'oxygeéne, aux agents chimiques,
aux maladies et aux manipulations fréquentes (Mélard et Philippart, 1981 a et b).
L'existence d'un large éventail d'especes adaptées a des environnements variés, v
compris l'eau saumdtre et l'eau de mer (Philippart et Ruwet, 1982), a conduit a leur
introduction dans de nombreux pays. Ce groupe est présent non seulement en Afrique
(29 pays) mais aussi en Asie (14 pays), dans les Caraibes (6 pays), en Amérique latine (9
pays), dans les pays Méditerranéens (6 pays) et €galement aux USA, en URSS, en
Belgique, dans les iles Fiji et Guam (Pullin, 1993) et dans les DOM TOM, alors que la
répartition originelle des espéces de tilapia se limitait & I'Afrique (sauf Madagascar) et 2
Israél. La production mondiale annuelle varie, selon les auteurs, entre 400 000 tonnes
(Sweetman, 1993, chiffres pour l'année 1990) et 500 000 tonnes (Lazard, 1990), ce qui
place les tilapias parmi les especes les plus exploitées en aquaculture d'eau douce, apres
les carpes (5 000 000 de tonnes) et les salmonidés (600 000 tonnes) (Sweetman, 1993).
Pullin (1993) prévoit un doublement de la production mondiale de tilapias dans les dix

prochaines années.

Les tilapias du genre Oreochromis, caractérisés par un comportement d'incubation
buccale maternelle des jeunes (Trewavas, 1983), représentent 95 % de la production
mondiale de tilapia (Pullin, 1993). La grande efficacité de la reproduction des especes de
ce groupe éco-éthologique ainsi que leur maturit€ précoce (Ruwet et al, 1976; Philippart
et Ruwet, 1982, Baroiller et Jalabert, 1989) constituent des avantages certains en
pisciculture mais conduisent également. en milicu continé comme ['étang, a une rapide
surpopulation qui entraine une diminution de la croissance par manque de nourriture 2t
d'oxygene. Les étangs sont alors peuplds de poissons de petite taille, peu utilisables pour
la commercialisation. Un controle de la reproduction s'est donc révélé nécessaire.
Plusieurs solutions furent envisagées comme, par exemple, I'élevage mixte avec une
espece piscivore afin de diminuer, par prédation, la densité des tilapias de petite taille
(Guerrero, 1982 ; Huner et al. 1983 ; Bedawi, 1985). Cette technique, outre une
réduction de la production globale de tilapias, implique d'entretenir un stock de
prédateurs. L'existence chez les tilapias d'un dimorphisme sexuel de la croissance jouant
en faveur des males (Hickling, 1968 ; Hanson et al, 1983 ; Mélard 1986) orienta
rapidement les recherches vers l'obtention de populations monosexes mdles, afin de
supprimer toute reproduction incontrolée et d'améliorer les performances globales du
syst¢tme de production (augmentation de la croissance, réduction de l'agressivité par

diminution de la territorialité).
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Le développement de 1'aquaculture du tilapia rouge a la Réunion est également soumis &
cette problématique de contrdle de la reproduction et de production de populations
monosexes miles par des techniques autres que celles utilisant une hormone de synthese
(17 a méthyltestostérone) dont l'usage est en principe prohibé dans certains pays

industrialisés comme ceux de la CEE.

Trois voies ont été étudiées pour répondre a ces deux problématiques majeures de

I'élevage du tilapia rouge :

1) la voie hormonale qui consiste en ['utilisation d'une hormone naturelle pour les
traitements d'inversion du sexe. Cette technique peut constituer une alternative a l'emploi
des stéroides de synthese. Cette voie déja expérimentée avec succés chez plusieurs

especes de tilapia, devait étre testée chez le tilapia rouge.

2) la voie génétique : par le biais d'inversion hormonale du sexe, des géniteurs

homozygotes miles dans leur génotype sexuel peuvent étre produits. Leur croisement
conduit alors en théorie a 1'obtention de descendances monosexes males. Chez le tilapia

rouge, I'étude du déterminisme génétique du sexe était un préalable afin d'évaluer la

pertinence de cette voie pour la production de populations monosexes méles.

3) la voie environnementale : les fortes températures d'élevage chez O. niloticus et

0. aureus dévient le sexe-ratio en faveur du sexe maile. Une thermosensibilité de la

différenciation du sexe chez le tilapia rouge sera recherché.

Ces trois voies de recherche sont étudiées depuis 1994 dans le cadre du programme
développé par I' ARDA et le CIRAD a La Réunion sur l'aquaculture du tilapia. Ce rapport
est desting a présenter les résultats et les conclusions des 3 anndes d'expérimentations sur

le tilapia rouge Red Florida.



Présentation du tilapia

da

i

rouge Red Flor




3

Présentation du modéle biologique : le tilapia rouge Red

Florida ou Gueule Rouge.

La souche de tilapia rouge Red Florida a été initialement développée par 1'américain Sipe
dans les années 1970 (Sipe, 1979) et résulte du croisement d'un male Qreochromis

mossambicus mutant rouge (ou blond selon 'appreciation de 'observateur...) et d'une
femelle Oreochromis hornorum de phénotype couleur sauvage. La premiere génération
d'individus issus de cette hybridation présente un faible taux de survie (entre 59 et 63 %),
une maturité précoce (2 a 3 mois) une faible croissance et les individus sont relativement
peu résistants a des températures d'élevage inférieures a 18 °C (Behrends et al, 1982).
Afin d'améliorer le potentiel de cet hybride initial, un programme d'hybridation avec
Oreochromis aureus et Oreochromis niloticus a été élaboré par la Tenessee Valley

Authority et I'Université d'Aubum suivant deux voies (Behrends and Smitherman,

1984) :

1) une double hybridation impliquant O. aureus et O. niloticus et destinée a

développer la résistance aux basses températures

2) une hybridatyion suivie d'une introgression (backcross répétés)

impliquant O. niloticus destinés a améliorer les performances de croissance.

Cette hybride 4 voies, résultat de la double hybridation, a été transtéré a la Jamaique
aupres de la Sunfish Hatcheries. Cette société commerciale a ensuite réalisé une nouvelle
introgression, suivant le schéma de Behrends et al (1987), par O. aureus avec en résultat
final. un hybride "Red aureus” composé & 90.625 %, d'apres Sunfish Hatcheries. du
patrimoine génétique de l'espece O. aureus. Ces individus "Red aureus” auraient ensuite
été recroisés avec du Red Florida initial (mile O. mossambicus mutant rouge x femelle O.
hornorum). Ces informations sont cependant & considérer avec grande précaution car
elles émanent d'une publication commerciale de la société Suntish Hatcheries. Ce rapide
historique montre la grande confusion quant-aux différents croisements qui ont conduit &
la souche dénommé actuellement Red Florida.

Les premiers individus Red Florida introduits a la Réunion en 1990 provenaient de la
Jamaique via la Martinique. En 1991, un deuxiéme transfert est effectué mais directement
de Jamaique. Les deux populations d'origine martiniquaise et jamaicaine ont ensuite €té
hybridées dans les infrastructures du CRAA. Une caractérisation génétique par analyse
du polymorphisme enzymatique révele que les tilapias rouges Red Florida présents a la
Réunion, résultent du croisement entre 0. mossambicus et O. hornorum avec toutefois
une faible introgression génétique par O. niloticus et O. aureus (Rognon, 1993) ce qui est

en désaccord avec une composition a 90,625 % d'0.qureus annoncée par la.Sunfish

Hatcheries.
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Le tilapia rouge Red Florida est caractéris€ comme toutes les espeéces du genre
Oreochromis par une incubation buccale maternelle et un dimorphisme sexuel de Ia
croissance en faveur du sexe male.



Chapitre 1l

Optimisation et transfert
d'une technique
d'inversion du sexe par un
stéroide naturel, la 11 3 4

hybroxyandrosténédione.



n

I. Introduction générale

L'inversion hormonle du sexe est basée sur la possibilité d'inverser le sexe d'alevins
encore indifférenciés (Yamamoto, 1959) par apport de stéroides caractéristiques soit du
sexe mile (17 o méthyltestostérone, 17 o éthynyltestostérone, 11 f
hydroxyandrosténédione), soit du sexe femelle (17c éthynyloestradiol, oestrone). Les
especes de tilapia du genre Oreochromis sont caractérisées par une maturité précoce et une
grande efficacité de la reproduction (Baroiller et Jalabert, 1989) et I'existence d'un
dimorphisme sexuel de la croissance en faveur du sexe méle a orienté les recherches vers
la production de populations monosexes males (Baroiller et Jalabert, 1989). L'inversion
hormonale du sexe reste a ce jour la technique la plus rentable et la plus efficace pour

atteindre cet objectif. Néanmoins, 'utilisation de stéroides artificiels comme

méthyltestostérone, sur des animaux destinés & la consommation humaine reste interdite

dans de nombreux pays industrialisés.

Les travaux de Baroiller (1988) sur O. niloticus ont permis l'identification d'hormones
males naturelles pendant les étapes précoces de la mise en place du testicule du jeune
alevin. Les potentialités masculinisantes de l'un de ces androgenes, la 11 3 hydroxy 4
androsténédione (11BOHA4), ont été montrées chez 3 especes de tilapia, O.niloticus. O.
aureus et Sarotherodon melanotheron (Baroiller et al, 1996). Cet androgene présente des
potenualités masculinisantes équivalentes a celle de la 17 a méthyltestostérone (Baroiller
et Toguyeni, 1993) et les doses minimales permettant I'obtention de populations 100 %
méles sont de 10 mg d'hormone.kg ! d'aliment chez O. niloticus et 50 mg.kg-! chez O.
aureus. Des populations monosexes males sont cependant régulierement obtenues suite a
des traitements variant de 30 & 50 mg.kg'! de 11POHA4 appliqués pendant 21 2 43 jours
chez O. niloticus et S. melanotheron. Chez O. aureus. seul un traitement 3 50 mg.kg!
pendant 26 jours conduit & une population monosexe male. Une réaction spécifigue dau

traitement hormonale a la 1 IBOHA est suggérée par les auteurs (Baroiller et al. 1996,

Le marquage radioactif de la 17 o méthylestostérone, chez O. mossambicus, a permis de
constater que la radioactivité reste élevée dans les 8 a 12 premieres heures apres l'arrét de
la distribution de I'hormone principalement dans les visceres (95 %). Chez cette méme
espece, le taux de radioactivité est inférieur & 1 % apres l'arrét du traitement (Johnstone et
al, 1983). Chez O. aureus des résultats similaires ont ét€ obtenus par Goudie et al, 1986 a
et b), 21 jours apres la fin du traitement, il reste moins de | % de la radioactivité initiale
(Goudie et al, 1986 a et b). L'inversion hormonale du sexe chez le tilapia intervient au
cours des 3 a 4 premieres d'élevage, la taille commercialisable est atteint aprés 12 a 14
mois de croissance minimum. Goudie et al (1986 a et b) concluent donc 4 'absence de
risques pour la santé des personnes consommant des poissons hormonalement traités au
stade d'alevins. Néanmoins, le suivi de la radioactivité ne retlete qu'en partic la
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dégradation de I'hormone et ne renseigne pas sur la vitesse d'élimination des différents
métabolites de ['hormone, leur toxicité pour le poisson ainsi que pour le milieu naturel.
La 11BOHAA4 existe chez le tilapia (Baroiller et al, 1988) qui peut donc plus facilement et
rapidement la dégrader, de plus, les produits de dégradation de 'hormone existe dans le
milieu naturel contrairement aux résidus issus d'une hormone de synthése comme la 17 o
méthyltestostérone. Un androgéne naturel comme la 11OHA4 constitue donc une
alternative intéressante 4 l'utilisation de stéroides artificiels dans l'attente de la mise au
point de nouvelles techniques basées essentiellement sur le déterminisme du sexe.

Le développement de I'élevage du tilapia rouge dans les iles est li€ a sa ressemblance avec
des poissons marins comme la bréme de mer ou le Lutjan, mais aussi pour sa bonne
croissance et sa capacité d'adaptation a I'eau de mer. La Réunion, comme ,tous les autres
pays producteurs de tilapia, s'est trouvée confrontée a la nécessité de produire des
populations monosexes males par une technique autre que l'inversion hormonale du sexe
au moyen de stéroides artificiels. Il a donc été proposé dans le cadre du programme de
recherche sur le tilapia rouge a la Réunion de mettre au point et de transtérer au secteur
privé un protocole d'inversion du sexe par un androgéne naturel, la 1 IBOHA4. Ce
transtert a été précédé par une phase expérimentale destinée a déterminer la dose et la
durée de traitement optimale a la [ IBOHA4 pour le tilapia rouge Red Florida

II. Détermination de la dose et de la durée optimale de
traitement a la 1130OHA4 chez le tilapia rouge Red Florida.

1. Introduction

Comme nous l'avons signalé ci dessus. la téponse a la 11POHA4 serait spécifique
chaque espece de tilapia (Baroiller et al. 1996). Des lors la détermination de la dose et de
la durée optimale de traitement pour le tilapia rouge étaient des préalables nécessaires &
tout transtert. Les premiers essais ont &ié réalis€s a Montpellier. en 1994, sur des
descendances issus de géniteurs originaires de la Réunion. Les résultats. repris dans ce
rapport a titre d'information et pour assurer la cohérance avec les expérimentations

effectuées a la Réunion, sont tirés du mémoire d'Eddie Géraz (1994).

2. Matériel et méthode

2.1. Reproductions

Les géniteurs, marqués par un transpondeur, sont placés dans des aquariums de 200
litres & un sexe-ratio de 2 femelles pour 1 males. Les reproductions sont détectées par

'apparition du comportement maternel d'incubation qui se caractérise par une
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déformation de la cavité buccale. Neul jours post-fécondation, les alevins sont prélevés
de la bouche de la femelle. La progéniture est divisée en 2 4 6 lots de taille égale et ce en
fonction du nombre d'alevins. Les lots sont ensuite transférés en aquarium de 200 litres

thermorégulés 2 27 °C.

2.2. Traitements hormonaux

La 11BOHA4, est incorporée dans l'aliment au moyen d'éthanol absolu. Des doses de 20
4 50 mg d'hormone .kg-! d'aliment ont été testées. Les témoins sont nourris avec le
méme aliment sans ajout dhormone. Durant la premiére semaine, les alevins sont nourris
manuellement 6 fois par jour, 7 jours par semaine. Puis progressivement, 'aliment est
distribué a l'aide d'un distributeur automatique durant les 12 heures de photophase,
toujours 7 jours par semaine. Les alevins sont traités pour des durées comprises entre 10

et 35 jours.

2.3. Elevage et sexage des alevins.

A la fin du traitement, les alevins sont élevés dans les mémes conditions et dans les

mémes aquariums mais nourris avec de l'aliment classique.

Entre 60-90 jours post fécondation, quand les caractéristiques histologiques de la
différenciation de la gonade sont déja en place (Baroiller 1988), tous les alevins de
chaque lot ont été disséqués, les gonades prélevées et examinées apres squash (Guererro

et Shelton, 1974).

2.4. Traitement statistique des données

L'etficacité des traitements hormonaux a Sté analysée statistiquement par comparaison des
pourcentages des lots traitds et de leurs «dmoins respectifs par un test du ¥ 2.

3. Résultats et conclusion

3.1. Survie des alevins

La moyenne des taux de mortalité enregistrés est de 12,6 %. En moyenne, les lots traités
présentent des taux de mortalité comparables a ceux des témoins, avec respectivement

12,1 et 14,5 % (Tableau 1).



Squash d'ovaires de tilapia rouge, Red Florida,
age 60 jours, x 100

. i

Squash de testicules de tilapia rouge, Red Florida,
age 60 jours, x 100



Tableau 1 : Résultats des traitements 2 la 113 hydroxyandrosténédione sur le tilapia rouge

Caractéristiques du Survie (%) Nombre de Nombre de Pourcentage
fraitement males femelies de males
Dose Durée

50 35 86 36 0 100 *
50 28 89 38 { 98
Témoin 66 39 27 59
50 5 74 73 1 08  *
50 21 42 34 8 80 *
Témoin 84 41 43 48
50 28 67 67 0 100
50 21 52 52 0 100
50 14 98 78 20 79
50 10 82 52 30 63
Témoin 72 51 21 70
40 35 83 66 17 79
40 28 97 60 37 61
40 21 73 34 39 46
40 14 91 33 58 36
40 10 97 22 75 22
Témoin 96 32 64 33
40 35 100 99 1 99 *
40 28 100 72 28 72 %
40 21 76 42 34 35
Témoin 100 44 56 44
40 21 100 66 34 66 *
40 14 100 47 33 47
40 10 100 41 59 41
Témoin 100 43 57 43
30 35 100 51 49 31
30 28 100 37 43 57
30 21 100 Y 31 69
20 14 89 438 41 33
Témoin 92 34 Ri 38
20 35 100 48 52 48
20 28 100 39 4 59
20 21 88 53 35 60
Témoin 76 39 37 51

% : le pourcentage de male dans le lot traité differe statistiquement (p < 0,03) de celui du lot €moin.



3.2. Efficacité du traitement d'inversion

Un traitement de 50 mg de 113OHA4.kg-1 appliqué pendant 28 ou 35 jours conduit,
dans ces conditions expérimentales, & 'obtention de 98 4 100 % de mdles (Tableau 1).
Un diminution de la durée du traitement a 21 jours se traduit par une variabilité de la
réponse puisque dans un cas 100 % de males sont obtenus et dans le second seulement
80 %. Pour une dose de 40 mg de 11BOHA4.kg-! d'aliment, le pourcentage de males des
lots traités (61 a4 99 %) est significativement supérieur (p < 0,05) A celui des lots témoins
(33 2 44) pour des durées de traitement de 28 & 35 jours. Un seul traitement a cependant

permis d'obtenir une population proche du monosexe avec 99 % de madles ; ce résultat n'a
pu étre reproduit sur un deuxieéme lot soumis aux mémes conditions (79 % de males).
Une durée de 21 jours conduit a une légére augmentation du pourcentage de males (66 %)
par rapport au témoin (43 %) pour un des deux lots soumis a cette durée de traitement.
Pour des doses de 40 mg de 11pOHA4.kg"! appiquées pendant 10 ou 14 jours et pour
des doses de 30 mg de 11BOHA4 kgL, le traitement hormonal n'a pas d'effet sur le

sexe-ratio des lots inversés. Cette hétérogénéité des réponses pour des doses inférieures a
50 mg de 11BOHA4.kg-1, indépendamment de la durée du traitement, suggere que les

conditions de traitement arrivent a leur seuil critique. Il ressort de ces expérimentations
sur le tilapia rouge Red Florida qu'un traitement & 50 mg de 11BOHA4.kg-! d'aliment

pendant une durée de 28 a 35 jours permet d'obtenir un pourcentage de males compris

entre 98 et 100 %.

III. Application du protocole d'inversion a la production

intensive de tilapia rouge Red Flor'ida

1. Introduction

Les travaux effectués & Montpellier (Géraz. 1994) ont permis de déterminer la dose
optimale de traitement, & savoir 50 mg de 113OHA4 kg1 d'aliment, pour I'obtention de
populations a fort pourcentage de males (98 & 100 %). Afin de limiter la consommation
d'hormone, principalement en raison de son prix élevé (1500 FF le gramme), une durée
de traitement de 28 jours a été retenue pour le protocole a appliquer a la production
intensive. Afin d'optimiser la technique, des durées intermédiaires de traitement (22 et 25

jours) ont été testées.



10

2. Matériel et méthode

2.1. Production d'alevins

Suivant le protocole établi par 'ARDA (Bosc, 1993), les géniteurs sont mis en
reproduction dans des race-ways de 12 m i raison de 6 individus au m2 A un sexe-ratio
male : femelle de 1 : 3. Tous les 10 jours, entre le 28 septembre 1994 et le 15 juin 1995,
les oeufs et les alevins sont récoltés dans la bouche des femelles puis incubés dans des
bouteilles de type Zug (volume : 5 litres) d'une écloserie thermorégulée a 28 °C. Les
alevins résorbés lors du contrdle des géniteurs sont éliminés, seuls les stades oeufs,
oeillets et vésiculés sont conservés pour l'inversion hormonale du sexe. Au stade
pélagique les alevins passent, par sur-verse, dans des paniers oti ils sont récoltés et
transférés dans des bacs de 1m2 /200 1 (planche 1) A une densité variant de 8000 a 14600
alevins par bac soit de 40 A 73 alevins.I'l. Le nombre initial et final d'alevins en bac est
estimé. Les bacs sont alimentés par l'eau de la lagune de la ferme du Gol. Le
renouvellement en eau est de 500 %.h-l. Une oxygénation complémentaire est assurée
par des diffuseurs. Un contrdle de température et de l'oxygene est effectué deux fois par
jour.

Il est a signaler que les reproductions ont ét€ bloquées, par séparation des méles et des
femelles, en janvier et février 1995 et ce pour des raisons inhérentes a la demande locale

en juvéniles.

2.2. Traitement hormonal

La | IBOHA4 est incorporée dans un aliment pour truite (Gheerbrandt, 56 % de
protéines) avec de I'éthanol obtenu a partir de la distillation de la canne a sucre, & 0.6 liue
d'alcool.kg-l d'aliment et 50 mg de | IBOHA4 kg ! d'aliment. L'aliment est distribué au
moyen d'un nourrisseur automatigue 1 tapis fonctionnant sur 8 heures par jour, 7
sur 7, et ce deés le premier jour de l'inversion. Le traitement est appliqué pendant 28

jours

Jours. La ration alimentaire est calculée sur base du poids moyen des alevins. Un controle
du poids moyen et de la biomasse est effectuée toutes les semaines et la ration réajustée en
conséguence.

Suite au traitement hormonal, tous les juvéniles issus d'un méme contrdle de géniteurs,
sont regroupés dans des bacs extérieurs de 5 m3 (bacs de pré-grossissement) alimentés
¢galement par l'eau de la lagune de la ferme du Gol. L'alimentation en eau des bacs
(inversion et pré-grossissement) est interrompue toutes les 30 minutes pendant une
période variable de 10 a 20 minutes. Ces coupures sont inhérentes au systéme de
pompage et de remplissage de la fosse de captage de la lagune.

Pendant la phase de pré-grossissement, les alevins sont nourris avec un aliment normal
(Gheerbrandt. 56 % de protéines) dont la granulométrie est adaptée a leur taille.



Bassins d'inversion équipés d'un nourrisseur automatique a
tapis (Volume 200 litres, surface 1 m2)



Tableau 2 Densité d'élevage, survie et sexc-ratio dues lots inverses de titupias rouges Red Florida a la H hydroxyandrostenedione (traitement : dose de 50 mg
d‘h(n‘momt‘l(g'l d'aliment appliquée pendant 28 jours)

f.ot Nombre d'alevins  Densié o Survlc '/l'cmpérzuurc 7 Male (%) Male (%) Male (%) Male (%)
mversés (alevins.I™h () (°Cy pendang avant le tri (poids < 5g) (poids 5-6 g) (poids > 6g)
le traitement
hormonal
I 46000 404 50 85.6 256+ 0.9 98.0 99.0 992 99.6
2 38800 40252 82.6 255+ 1.0 99.4 96.8 99.6 99.6
3 71600 42452 79.7 25.3 12 99.6 98.8 99.6 100.0
4 54200 53458 83.5 25914 14 99.4 992 100.0 99.6
5 41000 50255 779 264 + 1.3 98.6 98.4 992 100.0
6 27500 45246 353 272 4 1.1 99.6 - e -
7 53100 stas? 80.1 274 1.2 99.6 99.2 100.0 100.0
8 40300 S0 A 82 79.5 276+ 1.0 99.2 98.4 99.2 100.0
9 43700 542457 86.2 2701 1.5 99.6 99.2 99.6 99.2
10 29000 45250 87.6 2604 412 98.6
9 18000 45 8.1 257+ 14 99.6
12 40200 46 253 39.0 2491 14 97.4
13 28400 42250 69.0 242+ 09 98.4
14 23400 57260 72.6 241 % 1.0 98.8
15 14600 73 59.7 237+ 09 97.6
Total 569 800 85,0 99,0 98,4 99,6 99,7




Tableau 3 : Poids moyen, survie et sexe-ratio de popubations de tilapias rouges Red Florida inversées 2 la 11 hydroxyandrosténédione (durée de traitement : 22 on 25
jours , dose du traitement 50 mg dhormone kg™ daliment).

(*) 1 p < (0,01 (test XQ, ddl = ).

Caractéristiques du

Caractéristiques des

Survie (%)

Sexe-ratio (%)

Pourcentage
traitement aleving lors du sexage aprés inversion (100 poissons de femelles
examinés) inversées par
rapport au
lot témoin
Hormone Durée Poids moyen Age
(ours) (gt Ecarttype)  (jours) Mailes Femelles
Témoin 2,1 L 1,4 84 80,8 31,0 69,0
LIBOHA4 22 2,6 + 1,6 84 85,0 98,5 1,5 (*) 98,0
1BOHA4 22 3,6 272 84 36,3 98.5 LS (*) 98,0
11BOHA4 25 32 E 18 84 72,6 99,0 1,0 (%) 99,0
[IBOHA4 25 3,620 84 77,0 96,5 3,5 (%) 95,0
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males a4 99,0 %, ont été produits par inversion hormonale du sexe a la [1POHA4 au

cours de la saison 1994-1995.

Le pourcentage de mailes sur les 15 lots, avant tri, varie de 97,4 (lot 12) 4 99,6 % (lot
3,6,7,9,11). Apres tri, le pourcentage de males dans la classe queue de lot (de 96,8 &
99.2 %) est plus faible que celui observé dans la classe intermédiaire (99,2 4 100,0 %) et
la classe téte de lot (99,2 A 100,0 %). Dans ces deux dernieres classes, nous avons

observé des pourcentages des populations monosexes (100,0 %) miles.
3.3. Essai d'optimisation de la durée d'inversion

Le pourcentage de male dans le lot témoin est de 31 % (Tableau 3). L'application du
it & l'obtention de 98,5 % de males dans

e
traitement pendant une durée de 22 jours condu

Pt

les deux lots. Pour une durée de traitement de 25 jours, le pourcentage de madles, varie de
96,5 2 99,0 %. Une diminution de la durée de traitement & la 113OHA4 se traduit donc

Y

par une variabilité de l'efficacité de l'inversion. Ainsi, et en accord avec les résultats
acquis lors du suivi de l'inversion massive a la 11BOHA4 de populations de tilapia
rouge, le traitement optimal d'inversion hormonale du sexe est de 50 mg de

11BOHA4.kg"! d'aliment pendant 28 jours.

4. Discussion

L'objectif de l'expérience était de déterminer la dose et la durée minimale de traitement a
la 11BOHA4 conduisant  la production de populations monosexes males. Aux vues des
résultats, il s'avére qu'une dose minimale de 50 mg d'hormone. kg-! d'aliment appliquée
pendant 28 jours minimum soit requise pour obtenir des populations monosexes miles
chez le ulapia rouge. donc une dose dquivalente & celle déterminée pour S. melanotheron

et O aureus et plus élevée que pour O. niloricus (Baroiller et al, 1996).

Suite a cette premiére phase expérimentale, les modalités de traitement ont été appliquées
a4 la production intensive de tilapia rouge. Les résultats démontrent, avec une moyenne
sur la saison de production de 99,0 % de miles, l'efficacité de la 11BOHA4 a produire
massivement des populations a forts pourcentages de males chez le tilapia rouge.

Dans les 8 lots, ol des échantillons par classe de poids ont été effectués, le pourcentage
de males dans la classe queue de lot est sysiématiquement plus faible que dans les deux
autres classes. Des différences de croissance apparaissent des les premieres semaines
d'élevage dans les bacs d'inversion, et la diminution du taux d'inversion dans la classe
queues de lot pourrait étre liée a la mise en place de relations de dominants-dominés. Les
plus petits individus ayant, du fait de leur statut de dominé, plus difficilement acces a la
zone d'alimentation, cette derniere €tant occupée par les individus plus gros. Dés lors les
petits individus ingerent une plus faible quantité d'aliment hormoné d'ol un plus faible
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taux d'inversion. Ces différences de croissance augmentent également les risques de
cannibalisme. Suite a l'incubation en bouteilles de Zug, la mise en charge d'un bac pour
l'inversion peut, en fonction de la disponibilité en alevins résorbés, s'étaler sur deux
jours. La différence d'dge des alevins en début d'inversion dans les bacs pourrait
expliquer ces croissances différentielles lors des premieres semaines d'élevage. La mise
en place d'un deuxi¢me nourrisseur sur les bac d'inversion outre le fait de diminuer les
effets du cannibalisme (Watanabe et al, 1993) pourrait également atténuer les différences
de croissance et améliorer le taux d'inversion des plus petits individus.

A ce jour aucune étude ne fait état d'inversion massive par la 1 1BOHA4, en revanche
quelques données existent sur l'utilisation de stéroides artificiels (Tableau 4). A
I'exception de 1'étude de Guerrero and Guerrero (1988) sur O. niloticus, les
caractéristiques des traitements conduisant a l'obtention de pourcentage de maéles
supérieurs & 98 % sont respectivement comprises entre 60 et 120 mg d'hormone.kg- 1
pour une durée variant de 25 a 28 jours. Une dose de 30 mg d'hormone.kg-1 d'aliment
pendant 21 jours chez O. niloticus est suffisante pour obtenir 99,0 % de mailes (Guerrero
and Guerrero, 1988). Cependant méme avec la 1 1BOHA4, l'espéce O. niloticus requiére
des doses et des durées de traitement plus faibles comparativement aux especes O. aureus
et S. melanotheron (Baroiller et al, 1996).

La densité d'élevage pendant la phase d'inversion influencerait le pourcentage final de
males d'aprés Cruz and Mair (1994) qui observent, pour des densités respectives de 1000
et 3000 alevins.m-2, un pourcentage de males de 91,2 et 99,4. En ce qui concerne notre
étude, les densités d'élevage étaient en moyenne de 10 000 alevins.m?2. La plus faible
disponibilité en aliment naturel, de par la forte densité d'élevage, contraindrait les alevins
" A consommer préférentiellement l'aliment artificiel hormoné d'ot un meilleur taux
d'inversion. A l'inverse. l'inversion directement en étang de reproduction, ou la quantité
d'aliment naturel est importante. se taduit par une diminution du pourcentage de males ct
ce malgré l'augmentation des doses appliquées (83.0 4 97.0 % pour des doses
respectives de 150 & 60 mg de 17 o MT kg-1) (Mélard et al. 1995). Sur le tilapia rouge
Red Taiwan (hybride résultant du croisement entre O. niloticus et O. mossambicus
mutant rouge), un traitement 2 60 mg de 17 o ET pendant 28 jours en bac d'élevage
conduit & l'obtention de 98,0 a4 100.0 % de miles (Rothbard et al, 1983). En revanche en

cage, seul un doublement de la dose (120 mg.kg‘l) donne des résultats équivalents

(Berger and Rothbard, 1987).

Ces données bibliographiques démontrent que la 11BOHA4 présente, en production
intensive, les mémes potentialités masculinisantes que les stéroides de synthése pour des
doses et des durées de traitements identiques. La 11BOHA4 constitue, pour les pays ol

l'utilisation des stéroides de synthese est prohibée, une alternative viable.



Tableau 4 : Données bibliographiques sur les traitements masculinisants par un androgeéne en conditions intensives de production.

MT : méthyliestostérone - 13T : éthynyliestostérone -

md :idividu

Dose
{mg.kg-1)

Durée
du traitement

Pourcentage
de males

Structures utilisées
pour l'inversion et
données techniques

Auteurs

Espeéce Androgéne
0. niloticus 17 oo MT
O. niloticus 17 o MT
O. aureus 17 a MT

60 my. kg !

W omp kg !

60 mg kg !
100 mg kgl
150 mg kg !

25 jours

21 jours

31 jours
31 jours
31 jours

91,2 %

96,7

99,4

99,0 %

97,0 %
93,0 %
83,0 %

Hapa 1m2-0,5 m3
Densité : 2000.m-3

Hapa 1m?2 - 0,5 m3
Densité : 6000.m3

Hapa 1m2 - 0,5 m3
Densité : 6000.m3

Densité de 100 ind.m2
les 7 premiers jours

de traitement

500 a 750 ind.m-2 pour
les 14 jours suivants

1.081.300 alevins inversés

(survie : 78,1 %)

Etang de 200 m2
Production de 60.000
a 100.000 alevins

Cruz and Mair, 1994

idem

idem

Guerrero and Guerrero,
1988

Mélard et al, 1995




Tableau 4 (suite) : Données bibliographiques sur les tanwments masculinisants par un androgéne en conditions inlensives de production
MT : méthyhestostérone - 112 éthynyltestostérone - ind © individu

Espeéce Androgeéne Dose Durée Pourcentage  Structures utilisées Auteurs
(mg. kgl du traitement de males pour l'inversion et
données techniques
Red Taiwan 1700 ET 60 mp kg ! 28 jours 97.3 % Cage de 1,5x1,0x0,9m Berger and Rothbard,
120 mg kg ! 28 jours 99,7 % 3500 alevins par cage soit 1987
4000 ind.m3 ou
2300 ind.m"2
Hybride O. niloticus 17 BV 60 mg kgt 25 4 28 jours 96,0 % 400 alevins par cage Buddle, 1984.
x O. aureus 99,0 %
98,0 % 1800 alevins par bac
99,0 % 600 a 650.000 alevins
99,0 % par bac de 8,5 m3 sl()il
70 2 76.500 ind.in~3
Hybride O. niloticus 17 a b1 o0 my kg !

x (. aureus
Red Taiwan

28 4 29 jours

98,0 a 100,0 %

lnversion en bac de 28 m3

Densité : 8 2 17.000 alevins.

m-3 ou 15.600.m2.

Rothbard et al, 1983
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IV. Effet de la 113 hydroxyandrosténédione et des tris en fin

d'inversion sur la croissance du tilapia rouge, Red Florida.

1. Introduction

A l'dge de deux mois, les lots inversés 4 la 1 IPOHA4 présentaient une forte disparité de
poids ce qui justifiait le tris en 3 classes de poids. A ce stade, les queues de lot étaient
éliminées des circuits de production ce qui représentait une perte d'environ 30 3 40 %

d'individus inversés. Les pertes sont accentuées par le cannibalisme, en effet des
différences de croissance apparaissaient dés les premiéres semaines d'élevage et sans
qu'aucun tri ne soit effectué avant 2 mois. Nous avons des lors proposés de tester l'effet
d'un tri précoce, en fin d'inversion, sur la croissance et la survie des tétes et des queu
de lots d'individus inversés et non inversés (témoins).

Suite & cette premiére phase, les miles et les femelles des lots témoins sont séparés par
sexage manuel. L'effet anabolisant de I'hormone a pu étre apprécié par comparaison de la
croissance des males témoins et des miles inversés a la 1 13OHA4.

2. Matériel et méthode

Pour la production d'alevins, nous avons utilisé les mémes géniteurs et la méme
technique que celle décrite pour sur l'inversion hormonale du sexe a la | 1OHA4.

2.1. Constitution des lots expérimentaux

- phase 1 :

ette phase s'est déroulée cnue le 3 février et le 9 juin 1995
Deux bacs de 200 1/ Im=. sont mis en charge 2 une densité initiale estimée de |
alevins résorbés par bac. Un des 2 lots est inversé 4 la 11BOHA4 (50 mg.kg™! pendant

) 000

28 jours) suivant le méme protocole que celui décrit précédemment. Le deuxiéme lot est
nourri avec un aliment normal.
A 30 jours, les deux lots sont triés au moyen d'une grille (grille d'un écartement de 4
mm) en 2 classes de poids. Quatre lots sont ainsi constitués :

Lot 1 : tétes de lot, miles inversés a la [ I[OHA4

Lot 2 : queues de lot, miles inversés a la 1 1BOHA4

Lot 3 : tétes de lot, individus témoins

Lot 4 : queues de lot, individus témoins
Les lots expérimentaux sont suivis pendant 125 jours.



-phase 2:

La deuxi®me phase est mise en place le 29 juin 1995. Entre le 9 et le 29 juin, les poissons
ont re¢u une ration de maintien. Le 29 juin, les males et les femelles des lots 3 et 4 sont
séparés par sexage manuel et leur croissance est comparée aux mailes des lots 1 et 2

(males inversés). Pour cette deuxieéme phase, 6 lots sont donc constitués

: tetes de lot, males inversés & la 1 BOHA4
: queues de lot, males inversés 4 la 1 I|OHA4

-

LR

: tétes de lot, miles témoins
: queues de lot, males témoins

—

EEE

: tétes de lot, temelles émoins
: queues de lot, femelles témoins

Les lots expérimentaux sont suivis pendant 98 jours.

2.2. Méthode

Les conditions initiales de mise en charge (nombre de poissons, densité, poids moyen,

sexe-ratio) sont présentées dans le tableau 5 et 6.
Les lots sont élevés en bac de 4m-=/ 1.3 m3, alimentés par I'eau de la lagune de la ferme

du Gol. L'alimentation en eau des bacs est interrompue toutes les 30 minutes pendant une
période variable de 10 & 20 minutes. Ces coupures sont inhérentes au systéme de

pompage et de remplissage de la fosse de captage.
Les lots sont contrdlés (biomasse et nombre total) tous les 15 jours. Les poissons ne sont

pas nourris le jour du controle.

La ration alimentaire, déterminde sur hase des wavaux de Mélard (1986). est réajuside 2
chaque contrdle. La ration est distribuée manuellementen 3 fois par jour.

La température et le taux d'oxygene sont controlés 2 fois par jour. Une oxygénation

complémentaire est assurée par des diffuseurs d'air.
3. Résultats
- Phase 1:
La synthese des résultats est présentée dans le tableau 5.

La survie des queues de lot est plus faible que celle des t€tes de lot et ce tant chez les
individus inversés (82.9 contre 70.6 %) que chez les individus témoins (83,8 contre 63,5



Tableau 5 : Croissance comparée d'un 1ot de miles mverses a la HBOHA4 et d'un tot témoin - 'Tri précoce (30 jours) des lots en deux catégorics : tetes et
queues de lot. Bassin de 4 m2 / 1,3 m3, Températre moyenne : 26,5+ 2,0

Lot 1 : Tées de lot méles inversés THBOHAD - Lof 2 1 Queues de lot males inversés HPOHA4 - Lot 3 : Téies de ot témoins

Lot : Queues de ot témoins

Lot I 2 3 4

Date de mise en charge 06.02 06.02 06.02 06.02
Nombre initial 1700 1700 1700 1700
Poids moyen initial (g) 0,52 0,25 0,49 0,25
Biomasse initiale (g) 879.,4 430,7 835,4 4254
Sexe ratio (male : femelle) 49 1 1 99:1 31:69 31:69
Durée de 'expérience (jours) 125 125 125 125
Nombre final 1409 1200 1425 1113
Survie (%) 82,9 70,6 83,8 65,5
Poids moyen final (g) 58,2 62,8 43,6 439
Biomasse finale (kg) 82.5 75,4 62,1 48,9
Biomasse finale (kg.m-3) 63,5 58,0 47,8 37,6
Croissance individuelle (g.j-tind 1) 0,46 0,50 0,34 0,35
Production (g.j-1.m=3) 5023 461,0 377,0 298,3
Taux de conversion 1,6 1,5 2,0 1,8




L6

Le poids corporel des poissons inversés tétes et queues de lot passe en 125 jours
respectivement de 0,52 a 58,20 g et de 0,25 a 62,80 g. A 125 jours, pour les lots
témoins, le poids moyen des téte et des queues de lot est respectivement de 43,60 et
43,90 pour des poids initiaux de 0,49 et 0,25 g. Le poids moyen des tétes et des queues
des lots inversés n'est pas statistiquement différent (p < 0,05) en fin d'expérience, il en
est de méme en ce qui concerne les étes et les queues des lots témoins.

En fin d'expérience, le poids moyen des individus inversés (58,20 et 62,80 g) est
supérieur a celui des individus témoins (43,60 et 43,90 g) (Figure 1).

Entre le 28iéme et 42 i¢me jour d'expérience (Figure 2), les lots inversés (tétes et queues
de lot) présentent une croissance individuelle (0,36 et 0,31 g.j-1) supérieure 2 celle des

lots témoins (0,20 et 0,23 g.j°1).

Poids moyen (g)

80

57 —®— |ot1:tétes delotinversés
707 —9o— Lot 2: queues de lot inversés
65 7 —— Lot 3: tétes de lot témoins
gg p —2=&— Lot 4 : queues de lot témoins
50
45 ]
40
35 7
30 7
25 1
20
15 -
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5 4
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(@]
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Figure 1 : Courbe de croissance des lots témoins et inversés (tétes et queueus de lot) de tilapia rouge

Red Florida. Température moyenne : 26,5 = 2,0 °C.
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Poids moyen (g)

10

—&— |ot1:tétes de lot inversés
—o— Lot 2 ; queues de lot inversés
8 —— Lot 3: tétes de lot témoins
Lot 4 : queues de lot témoins

0-T r T d T T T T T
0 10 20 30 40
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Figure 2 : Mise en évidence de l'effet de la 11BOHA4 sur la croissance du tilapia rouge Red Florida.

Température moyenne : 26,5 = 2,0 °C.

- Phase 2 :
La synthese des résultats est présentée dans le tableau 6.

La survie varie de 94.5 (étes de lot femelles ¥moins) & 100 % (tétes de lots males
€moins .

Les individus tétes et queues de lot présentent une croissance similaire dans les 3 groupes
(males inversés. males €moins et femelles Wmoins) (Figure 3). Au cours des 98 jours
d'expérience, la croissance individuelle (g.j-Lindividu!) des males inversés (1.5 et 1.6)

est supérieure i celle des males tédmoins (1,3) et des femelles (0.8) (Tableau 5).



Tableau 6 : Croissance comparée de males inversés a la HIPOHA4, de males et temelles iémoins. T précoce (30 jours) des lots en deux catégories puis sexage
manuel A 1'age de 145 jours. Bassin de 4 m2/ 1,3 m?. Tempérawre moyenne ; 23,8 + 1,4 °C.

Lot ] : Tétes de lot males inversés THROHA4 - Lot 2 - Queues de lot males inversés 11BOHA4 - Lot 3 : Téies de lot miles moins

Lot 4 : Queues de lot males 1€€moins - Lot S : Tetes de lot femelles témoins - Lot 6 : Queues de lot femelles témoins

Lot | 2 3 4 S 6

Date de mise en charge 29.06 29.06 29.06 29.06 29.06 29.06
Nombre initial 200 200 200 200 200 200
Poids moyen initial (g) 74,5 75,0 65,0 66,0 49,0 49,5
Biomasse initiale (kg) 14.9 15,0 13,0 13,2 9.8 9,9
Biomasse initiale (kg.m-3) 1.5 11,5 10,0 10,2 7,5 7,6
Durde de F'expérience (jours) 0¥ 98 98 98 98 98
Nombre final 200 194 193 199 189 191
Survie (%) 100,0 97,0 96,5 99,5 94,5 95,5
Poids moyen final (g) 2175 2247 181,9 185,9 1243 117,8
Biomasse finale (kg) 43,5 43,6 35,1 37,0 23,5 22.5
Biomasse finale (kg.nr3) 33,5 33,5 27,0 28,5 18,1 17,3
Croissance individuelle (g.j Lind 1) ) 1,6 1,3 1,3 0,8 0,8
Production (kg.m-3) 22.0 220 17,0 18,3 10,5 9,7
Production (g.j-1.m3) 224,85 224.5 173.,5 186,8 107,5 98,9
Taux de conversion 1,5 1,5 1.8 1,7 2,2 2.4
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Poids moyen (g)

300

2804 |—T— Lot 1:tétes de lot males inversés

] |—®— Lot 2: queues de lot males inversés

1 |7 Lot3:tétes de lot males témoins

240 7 —O— Lot 4 : queues de lot males témoins
Lot 5 : tétes de lot femelles témoins
Lot 6 : queues de lot femelles témoins

Temps (jours)

Figure 3 : Courbes de croissance des males inversés (11BOHA4), des males émoins et des femelles

témoins chez le tilapia rouge. Red Florida. Températwre moyenne : 23,8 = 1,4 °C.

4. Discussion

La différence de croissance entre les lots inversés et témoins, lors de la phase 1. peut
s'expliquer par l'effet anabolisant des androgenes mis en évidence dans plusieurs études
(Guerrero, 1975; Ufodike and Madu. 1986 : Jo et al, 1988). Les androgénes augmentent
la croissance en stimulant l'appétit, le taux de conversion. la digestion. lacuvite
protéique....Dans notre étude, l'effet de I'hormone sur la croissance apparait entre le
28iéme et le 42ieme jour d'expérience (Figure 1), les lots inversés présentant une
croissance supérieure aux lots €moins.

La différence de croissance entre les lots inversés et les lots €moins (males et femelles),
lors de la phase 1, est accentuée par le dimorphisme sexuel de la croissance en faveur du
sexe male qui se met en place lors de la puberté (Mélard et al, 1989). En effet suite au
sexage manuel des lots témoins de la phase 1, le poids des femelles est inférieur au poids
des males témoins. Le ralentissement de la croissance des femelles, 1ié a la mise en place
des organes de reproduction, se traduit donc par une diminution de croissance au sein des
lots témoins. Ce phénomeéne de dimorphisme sexuel de la croissance en faveur du sexe
méle est également mis en dvidence lors de la phase 2 de l'expérience, les femelles
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présentant une plus faible croissance individuelle que les males normaux (Tableau 6 et

Figure 3).

Le dimorphisme sexuel de la croissance en faveur du sexe male est un phénomeéne bien
connu chez le genre Oreochromis (Pruginin et al, 1975, Mélard et al, 1989). Apres 500
jours de croissance, le poids moyen (720 g) des méles O. aureus et O. niloticus est
beaucoup plus élevé que celui des femelles O.aureus (480 g) et O. niloticus (380 g)
(Mélard et al, 1989). Little et al (1993) observent chez O. niloticus en période de
reproduction (en race-way), une croissance individuelle moyenne de 0,6 g 4 1,2 g.j-!
chez les femelles et de 1,9 g.j-! pour les males. Dans les mémes conditions, la croissance
individuelle des miles et des femelles de tilapia rouge red florida est respectivement de
1,2et0,4 gj! (Carteret, 1995).

Le dimorphisme de croissance entre maile et femelle peut s'expliquer en partie par une
composante comportementale. La production d'ceufs par la femelle monopolise une
grande partie de 1'énergie pendant la période de reproduction. L'effet de la reproduction
sur la croissance est d'autant accru que pendant la période d'incubation buccale de la
progéniture, la femelle ne s'alimente pas. Chez O. niloticus, la perte de poids pendant
l'incubation et la durée d'incubation sont corrélées (Little, 1989). Ce constat doit étre
cependant nuancé, en effet d'aprés Bromage and Robert (1995), une femelle peut croitre
de 1 g.j-! méme en période de reproduction. Une femelle O. mossambicus. aprés
libération de sa progéniture, serait en mesure de consommer jusqu'a 40 % de son poids
vif en 48 heures (Macintosh in Bromage and Roberts, 1995, données non publiées) ce
qui compenserait le retard de croissance li€¢ a l'incubation et reconstituerait les réserves
d'énergie nécessaires a la reproduction suivante. Le maéle, en période de reproduction,
adopte un comportement de protection de son nid et de ce fait s'alimenterait moins
(Baroiller et Jalabert, 1989). Cependant. pendant cette méme période, les femelles
incubent et de ce fait la disponibilité en aliment est plus grande et la compétition

alimentaire diminue entre male et femelle.

La composante comportementale ne suttit cependant pas & expliquer ce dimorphisme
sexuel de la croissance. En effet, méme en condition intensives d'élevage, conditions qui
ne sont pas favorables A la reproduction, les femelles grandissent moins vite que les
mdles chez O. niloricus (Hanson et al, 1983). Dans notre étude, les femelles présentent
€galement une croissance relative plus faible que les males et dans des conditions
d'élevage défavorable a la reporduction. L'avantage de croissance des males sur les
femelles pourrait étre relié aux différences observées au niveau du métabolisme des
androgenes et des hormones thyroidiennes entre les deux sexes (Toguyeni, 1993). Le

dimorphisme sexuel de la croissance pourrait avoir une base génétique comme le suggere

Fryer et Isle (1972).
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Dans notre étude, les mdles inversés (miles et femelles génotypiques, mailes
phénotypiques) présentent une croissance supérieure a celle des males normaux (maéles
génotypiques et phénotypiques). Ces résultats sont en accord avec les travaux de Hanson
et al (1983) et Owusu-Frimpong et Nijjhar (1981) sur O. niloticus. Hanson et al (1983)
suggerent, pour expliquer ces différences, un effet plus important de 'androgene que du
génotype sur la croissance. Jo et al (1988) ont également mis en évidence une relation
positive entre 1'augmentation de la croissance et la dose de 17c-méthyltestostérone

appliquée.
5. Conclusion

Les résultats de ces expérimentations démontrent l'efficacité d'un tri précoce sur la
croissance des queues de lots, la survie étant cependant plus faible dans cette derniere
catégorie.

Sur le plan technique, le tri précoce conduit donc au maintien, dans les circuits de
production, des queues de lots, individus qui étaient jusqu'en juin 1995 éliminés a I'dge
de 2 mois. L'application d'un tri systématique en fin d'inversion devrait se traduire par
une rationalisation du nombre d'alevins inversés et donc de la consommation d’hormone.
II est toutefois important de préciser. et en accord avec nos résultats sur I'inversion du
sexe, qu'une proportion légerement plus élevée de femelles est & prévoir au sein des

populations de plus faible taille suite au tri.

V. Application d'un tri précoce a la production intensive

1. Introduction, matériel et méthode

Au cours de la saison 1995-1196, et en accord avece le protocole déerit ci-dessus. fes fois
en fin d'inversion sont triés en deux classes de poids. Les tétes de lots issus d'un méme
controle de géniteurs sont regroupds dans le méme bac de pré-grossissement. I est tait de
méme pour les queues de lot. Les bacs d'élevage, d'un volume de 7 m3, sont alimentés
en eau par un pompage en continu dans la lagune de la ferme du Gol.

Un contrdle de poids moyen est effectué tous les 15 jours sur les différents lots
permettant ainsi un réajustement de la ration. La ration est distribuée au moyen d'un
nourrisseur automatique a tapis sur une période de 8 heures par jour, 6 jours sur 7.

A l'age de deux mois, un échantillon de 100 poissons par lot est prélevé pour sexage

(Guerrero and Shelton, 1974).



‘Tableau 7 : Survie, croissance ¢t sexe-ratio des populations de tilapias rouges red florida inversées ala 11POHA4 (50 myg de | lB()HA4.I[<g‘l d'aliment ; 28 jours de
traitement) suite & un tri en 2 classes de poids (181es e guenes de fots) en fin d'inversion.

Lot Nombre Nombre Survie Croissance Sexe-ratio (%)
initial fingl (%) (g.j Lind-D (Male : femelle)

Tétes de fot

1 15700 15000 95,5 0,13 100:0
2 11700 10700 91,5 0,17 100: 0
3 12600 9300 738 0,09 100: 0
4 10500 9200 87,6 0,18 100:0
5 8600 3100 94,2 0,13 100:0
6 6500 S600 86,2 0,12 100:0
Bilan 65600 57900 88,3 0,14 100 : 0

1 17200 16300 94,9 0,12 98:2
2 14300 14000 97,5 0,11 97:3
3 23400 23000 98,3 0,09 99 : 1
4 21000 15000 71,7 0,10 99 : 1
5 18000 12600 70,1 0,08 97:3
6 11300 10400 91,7 0,09 98:2
Bilan 105200 V1300 86,8 0,10 98 : 2




2. Résultats

Apres tri, la croissance individuelle des queues de lot (0,10 g.j-1.ind"!) reste inférieure &
celle des tétes de lots (0,14 g.j-l.ind-1) (Tableau 7). En revanche, la survie moyenne est
équivalente dans les deux groupes (88,3 % pour les tétes de lot et 86,8 % pour les queues
de lot). La survie moyenne totale, tétes et queues de lot confondus, est de 87,4 % ce qui
est nettement supérieur aux 42.6 % obtenus, au méme stade, lors de la saison 1994-1995
ol aucun tri n'était effectué en fin d'inversion. Ces résultats démontrent la nécessité d'un

tr1 précoce chez le tilapia rouge en fin de période d'inversion du sexe.
Les résultats sur le sexe-ratio contirment les données acquises en 1994-1995, a savoir
l'obtention de populations monosexes mdles chez les tétes de lots et d'un pourcentage

plus faible (98 % de males) chez les queues de lot.

V1 Conclusion générale

Les principaux points mis en évidence au cours de cette étude sont les suivants :

- La dose et la durée optimale de traitement pour l'inversion hormonale du sexe
chez le tilapia rouge Red Florida sont respectivement de 50 mg de 11BOHA4 kg-!

d'aliment pendant 28 jours.

- L'inversion massive de populations de tilapias rouges a la 113OHA4 conduit &

I'obtention de 99.0 % de miles

- Un tri précoce savere nécessaire alfin d'augmenter la rentabilitd des phases

d'¢levage suite au wraitement hormonal.
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I. Présentation d'un modéle de déterminisme génétique

monofactoriel du sexe chez le tilapia rouge Red Florida.

Les especes du genre Oreochromis possédent la particularité de présenter les 2 systémes
monofactoriels de déterminisme génétique du sexe. Un groupe (O. niloticus, O.
mossambicus..) est caractérisé par une homogamétie femelle (XX) et une hétérogamétie
male (XY), un deuxiéme groupe (O. aureus, O. hornorum...) par une hétérogamétie
femelle (WZ) et une homogamétie mile (ZZ) (Hickling, 1968 ; Jalabert et al, 1974 ;
Chen, 1969 ; Mair et al, 1991 aet b).

Le tilapia rouge résulte du croisement entre des especes & homozygotie femelle XX (0.
niloticus et O. mossambicus) et des espeéces 2 homozygotie mile ZZ (O. aureus et O.
hornorum). L'objectif de 1'étude est d'évaluer la viabilité d'un modéle monofactoriel,
impliquant les 4 gonosomes (W, X, Y et Z), régissant la détermination du sexe chez le

tilapia rouge.

Le croisement initial réalisé par Sipe impliquait un male O. mossambicus mutant rouge
(génotype XY) par une femelle O. hornorum (génotype ZW). Les 4 gonosomes
(chromosomes sexuels), X, Y, Z et W, existant chez les espéces du genre Oreochromis
sont donc présents des la premicre génération. Une ségrégation mendélienne simple des
gonosomes des deux parents permet de déduire le génotype des individus de la F1. En
théorie le résultat de cette premicre hybridation conduit & un sexe-ratio biaisé avec 75 %
de males de génotypes YW, YZ et XY et 25 % de femelle (WX). Il n'existe cependant
aucune publication scientifique relatant cette hybridation. L'analyse des 3 génotypes
males montrent que les 4 gonosomes W, X, Y, Z peuvent exister chez le male.

Suite & ce premier croisement. les individus F1 ont été recroisés entre eux mais également
avec les especes pures O. aureus et O. niloticus. Ces croisements ultérieurs destinés a
améliorer les performances de croissance et de résistance aux basses températures
introduiront & nouveau les 4 gonosomes (X et Y par O. niloticus ' W et Z par O. aureus:.
Les gonosomes pouvant donc exister chez les femelles sont W et X (hybridation inttial
mais également Z (génotype WZ chez O. aureus).

La construction d'un tableau (Tableau 1) de ségrégation mendelienne entre les gonosomes

males et femelles conduit & I'obtention des génotypes susceptibles d'exister au sein de la

population de tilapia rouge Red Florida.
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Tableau 1 : Génotypes sexuels susceptibles d'exister dans les populations de tilapia rouge Red Florida

déterminés par ségrégation mendelienne des gonosomes males et femelles. En gras les génotypes

femelles.
Gonosomes femelles W X Z
Gonosomes miles
W wWwW wX WwWZ
X wX XX ZX
Y YW XY YZ
Z WZ X 7z

Le tableau 2 présentent le sexe-ratio des descendances issues du croisement entre ces

différents génotypes males et femelles.

Tableau 2 : Hypoth&se sur les génotypes présents dans les croisements de tilapia Oreochromis hybride

rouge, souche Red Florida, a la Réunion

Génotypes femelles

XX WX WZ WW

ZX 5091 I-SO%E 25%M-15%F | 50%M-50%F 100%F

Génotypes 7z 1009 M 30%M-30%F | S0%M-50%F 100 F
males YW 309 M-S0 F S0GM-30%F | S0%M-30%F | S0 M-S0
XY 309 M-30%F S0%M-30%F | 73%M-25%F | 30%M-30%F
YZ 100%M 15%M-25%F | 75%M-25%F | 50%M-50%F

Cing sexe-ratios males : femelles théoriques peuvent donc &tre observés lors des
croisements entre tilapias rouges Red Florida : 0: 100;25:75;50:50;75:25et 100 :
0. La fréquence théorique d'apparition de ces différents sexe-ratios, conformément a

I'hypothese, est la suivante (Tableau 3) :
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Tableau 3 : Fréquence théorique d'apparition (%) des différents sexe-ratios dans les descendances de

tilapia rouge, conformément 2 'hypothese d'un déterminisme monofactoriel du sexe a 4 gonosomes.

Sexe-ratio Fréquence d'apparition (%)
(male : femelle)

0:100 10
25:75 05
50:50 60
75:25 15
100:0 10

Cette hypothése repose donc sur une conservation de tous les gonosomes et tous les
génotypes au cours des différentes phases d'amélioration de la souche. Cependant
compte tenu des différentes sélections etfectuées au cours de la constitution de la souche
actuelle, tant par des scientifiques que par des proféssionnels, ['hypothése de la
disparition d'un ou de deux gonosomes ne peut étre exclue. La disparition d'un
gonosome serait du a la présence sur ce chromosome sexuel de génes codant pour des

couleurs indésirables ou des performances zootechniques médiocres.

L'analyse du sexe-ratios des croisements de tilapias rouge est destiné a véritier ce modele
monofactoriel & 4 gonosomes pour la détermination génétique du sexe du tilapia rouge

Red Florida. .

Une premiere étude a été mende en 1994 au CRAA (Briand. 1994 - Tableau 4 2t 3) sur les
tilapias rouges Red Florida. La controntation des sexe-ratios de 37 descendances.
résultant du croisement entre 22 femelles et 6 males, avec le tableau de sexe-ratios
théoriques a permis d'attribuer 3 génotypes dittérents (WW, WX et WZ) a 10 femelles @
2 génotypes (YZ et ZX) & des mdles. Pour trois individus males, 2 génotypes étaient
compatibles avec les résultats observés. Ces premiers résultats, outre le fait de confirmer
partiellement I'hypothése d'un déterminisme monofactoriel du sexe chez le tilapia rouge.

suggeraient également la conservation de tous les gonosomes.

Une partie des géniteurs ainsi que 7 descendances isues de ces géniteurs ont &té
conservées suite a l'étude réalisée par Briand (1994). Nos objectifs étaient donc de :
- Confirmer ou infirmer les hypothéses de génotypes proposées par Briand

en effectuant les croisements manquants
- S'assurer que les génotypes des descendants sont en accord avec ceux

établis d'apres les génotypes parentaux.



Tableauw 4 : Sexc-ratios {males : femelles) observes dans les descendances de géniteurs 101 de tilapia rouge, souche Red Florida (D'apres Briand, 1994)

Les génotypes présumés sont indiqués sous tes codes des individus,

Code femelle 05 v209
Génotype (8)

v220
WX

v222
WwWwW
WX

v233

v236
wX
wWw

v245
WX

v247
WZ
WX

v248
ww

Code male
(génotype(s))

212
(XY/YZ)

213
(WY-XY)

54:46

44:56

71:29

46:54

221
(YZ)

225
(ZX)

74:26

62:38
66:34

73:21

28:72

11:89

16:84

5:95

239
(WY/XY)

43:57 43:57

240
(ZX)

60:40

58:42




Tableau 5 : Sexe-ratios (miles : femelles) observes dans les descendances de géniteurs F1 de tilapia rouge, souche Red Florida (d'apres Briand, 1994).

Les génotypes présumés sont indiqués sous s codes des individus.,

Code femelle b201 b243
Génotype (s) w7, wi.
wx WX

Code mile
(génotype(s))

v201
WWwW

v21l v215
WX

v218
ww

v227
ww

v232

v234

v241 v242

WZ

212
(XY/YZ)

213
(WY-XY)

46:54

61:39

221
(YZ)

225
(ZX)

239

51:49

89:11

57:43

60:40

73:27 73:27

19:81
12:88

20:80

18:82

24:76

(WY/XY)

240
(£X)

65:35

50:50

42:58

34:66

2773
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- rechercher Les génotypes absents XX, ZZ, XY, et YW

II. Matériel et méthode

1. Géniteurs

Les études ont donc porté sur deux générations successives de tilapia rouge Red Florida,
notées respectivement F1 (individus utilisés par Briand, 1994) et F2. Lors de la mise en
reproduction des géniteurs, aucune sélection sur la couleur n'a été effectuée. Les males
ont ét€ choisis de maniére & ce que leur poids soit supérieur a celui des femelles.

2. Identification des géniteurs

Tous les géniteurs miles et femelles sont identitiés au moyen d'une Pit Tag implantée

dans la musculature dorsale.

3. Reproductions.

Les géniteurs sont placés dans des aquariums de reproduction de 500 litres a raison de 1
male pour 4 & 6 femelles. Le nombre de femelles par aquarium est fonction de la taille de
ces dernieres. La présence d'un seul male par unité¢ de reproduction nous assure de
l'origine paternelle de la descendance récoltée dans la bouche de la femelle.

Chaque aquarium de reproduction est équipé d'un compartiment d'accumulation des
matieres organiques, d'un filtre biologique sur corail, d'un air-lift assurant la circulation
de l'eau et de diffuseurs d'air. La température de l'eau est contrdlée par une résistance de
300 W. Toutes les semaines. 20 % du volume de 'aquarium est renouvellé par de l'eau
du réseau d'irrigation agricole désservant la ferme du Gol.

Les reproductions sont détectées par observation quotidienne (8 heures et 16 heures) du
comportement incubateur des femelles caractéris€es par une déformation bucco-
pharyngienne. Dés la détection d'une ponte. la temelle est isolée de ces congénéres dans

un compartiment de l'aquarium créé suite a la mise en place d'une cloison.
4. Récupération et élevage des descendances.

Dix jours post-fécondation, les alevins sont prélevés dans la bouche de la femelle. La
descendance est identifiée par la date de ponte et le code des parents. Les alevins sont
alors comptés et transférés dans un bac de 100 litres d'un des 2 circuits fermés.

Chaque circuit fermé est composé :
- de 16 bacs d'élevage d'un volume de 100 litres équipés d'une arrivée

d'eau individuelle et d'un ditfuseur d'air



Circuits fermés destinés a 1'élevage des descendances
(Centre de Recherche et d'Application Aquacole -
Ile de la Réunion)



- 1 bac de tiltration de I'eau d'un volume de 600 litres comprenant :

- 3 compartiments d'accumulation des matiéres en suspension

- 1 compartiment de filtration biologique sur un substrat de corail
- 1 bac de charge d'un volume de | m3
- 1 pompe d'une capacité de 25 m3 / heure

Une filtration est également assurée par 2 tubes UV de (Type QL 40). Trois résistances

de 500 watts maintiennent une température minimum de 27 °C.
Tous les 3 jours, environ 20 % du volume total du circuit est renouvellé par de l'eau du

réseau d'irriguation agricole désservant la terme du Gol.

5. Nourrissage des alevins

Des le transfert en bac de 100 litres et ce jusqu'au sexage, les alevins sont nourris
satiété et manuellement 6 tois par jour avec un aliment pour truites (Gheerbrandt, 56 % de

protéines).
6. Suivi de la température

Deux relevés quotidien (le matin a 8 heures et le soir & 16 heures) de la température sont
effectués dans les aquariums de reproduction (y compris dans les compartiements
d'incubation) et les circuits fermés. Des écarts importants de température (entre 27 °C et
32,5 °C) peuvent cependant étre enregistrés, lors des 2 relevés quotidiens au cours des
journées tres ensoleillée. La température n'a cependant jamais dépassée 32,5 °C dans les

circuits fermés et 30,6 °C dans les aquariums de reproduction.

A Mge de 2 mois post fécondation. tous les individus de la descendance sont sacrifids
dans une limite maximum de 300 poissons par descendance. Ces individus sont
disséqués et les gonades examinées au microscope apres squash (Guerrero and Shelton.
1974). A cet dge, les oocytes au stade auxocytose ou prévitellogénique sont facilement

identifiables alors que des formations lobulaires sont observées dans les testicules

(Baroiller 1988).
8. Schéma de croisements des géniteurs F1

Une partie des géniteurs utilisés par Briand (1994) étaient toujours disponibles. Nous

nous sommes donc attachés & confirmer ou infirmer les hypothéses émises sur le

génotype en effectuant les croisements manquants.



9. Schéma de croisements des géniteurs F2

Les géniteurs F2 ont été prélevés au sein des 7 descendances conservées individuellement
par Briand (1994) et dont une hypothése sur le génotype parental avait été proposée. De
ce fait les génotypes susceptibles d'€tre présents dans ces 7 descendances ont pu étre

déterminés (Tableau 6).

Tableau 6 ; Génotypes sexuels susceptibles présents dans les descendances F2 issues de géniteurs F1

* : d'aprés Briand, 1994.
** : deux hypothéses de génotype sont proposées par Briabd, 1994 pour la femelle 241,

Code et génotype* Code et génotype* Sexe-ratio de 1a Génotypes susceptibles
du mile F1 de la femelle F1 descendance d'étre présents dans la
descendance
225 (ZX) 242 (WX) 24:76 males : ZX
femelles : XX, WX, WZ
225 (ZX) 220 (WX) 28: 72 males : ZX
femelles : XX, WX, WZ
240 (ZX) 227 (WX) 27:73 males : ZX
femelles : XX, WX, WZ
225 (ZX) 248 (WW) 05:95 femelles : WX, WZ
21 Y2 227 (WX) 60 : 40 males : YW, ZX, XY
femelle : WZ
221 (YD) 220 (WX) 7426 males : YW, ZX, XY
femelles : WZ
21D 241 WX == 7327 males : YW, ZX. XY
temelles : WZ
241 W7y == 73027 males ' YW.YZ. 727
temelles : WZ

Le choix des géniteurs miles et femelles F2 (prélevés parmi ces 7 descendances) et les
croisements effectués ont été fait en considérant que l'hypothése d'un modele
monotfactoriel de détermination du sexe & 4 gonosomes chez le tilapia rouge ¢tait admise.
Par exemple, les miles des 3 descendances présentant un sexe ratio proche de 25 : 75 %
sont en principe tous ZX. Des femelles WZ peuvent étre aisément repérées dans les
descendances male 221 (YZ) x femelles 220 ou 227 (WX).

Certaines femelles ont également été croisées avec les males présents dans la descendance
male 225 (ZX) x femelle 248 (WW). Cette descendance auraient du, en accord avec
I'hypothese porposée, étre monosexe femelle, or 5 % de males ont été observés. Ces
males doivent théoriquement présenter un génotype femelle WZ ou WX. Les sexe-ratios
attendus lors du croisement de ces miles WZ et WX avec des femelles des différents

génotypes sont présentés dans le tableau 7:
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Tableau 7 : Sexe-ratios attendus lors du croisements de mailes WX et WZ avec des femelles des

différents génotypes chez le tilapia rouge Red Florida.

Génotype | Femelle XX WX WZ A%
Mile

WX 0:100 0:100 25:75 0:100
WZ 50:50 25:75 25:75 0:100

ITI. Résultats

1. Survie

La survie & deux mois post fécondation varie de 12,7 a 100,0 %. Les plus fortes
mortalités sont observées a 20-25 jours post fécondation et se caractérisent par
l'observation journaliére de 1 & 5 morts. Nous n'avons jamais observé de mortalité
massive. Pour cette étude nous consideérerons que la mortalité touche de fagon équivalente

les individus de sexe mdle et femelle et n'a donc pas d'effet sur le sexe-ratio final de la

descendance.
2. Analyse du sexe-ratio des descendances

L'analyse des résultats du sexe-ratios des descendances F1 et F2 met en évidence les

- le sexe-ratio de descendances successives de meéme origine parentale n'est pas
toujours stable. Les croisements multipies de 35 couples différents montrent que pour L i
couples la variation du pourcentage de mdle entre les descendances successives est
supérieure a 10 %. Par exemple, la premiere descendance du couple 213 x 222 était male
a 71 % (sexe-ratio théorique 75 : 25) alors que dans les 2 descendances suivantes.

seulement 45 et 55 % de males (sexe-ratio théorique 50 - 30) ont €té observés (Figure 1).
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Figure 1 : Variabilité du sexe ratio dans les descendances successives de 11 couples de tilapia rouge Red
Florida.
F1 Descendance 1
2 e 2
Pourcentage de males B Descendanc
* . Descendance 3
80 1
E ; ; .
70

e

60 -

r

50 1

RN 61

.
3N

",
)

48

N

'

"
3

R

46

4

R

N

40 -

e

30

E

20 1

S,

Yo

.,
™,
)

N

)
R

2
o)

o

W

oy

R

NANNANRNNNN
RS

N

0 e Yz Ja

o o~ ™ o ™ ™ I

v 228 8 8 5 £ 5
X < > x x x x 9'2 Q >I\< >C<j
Q o N ) Q Q a O &) o ol
Qa < N < - ~ < = — — ~
N N N N < @ N s o W ©

Couples

- Des descendances présentent des sexe-ratios non théoriques. Ainsi 10 % des
descendances des femelles FL. présentent un pourcentage de miles compris enure 11 ¢t 20
% qui pourraient. sur base de la théorie proposée. soit correspondre & un sexe-ratio
100. soit de 25 - 75 (Figure 2). Les mémes constatations sont faites pour

théorique de O :
60 et

les descendances dont le pourcentage de males est compris entre 30 et 40 % ou entre

70 % (Figure 2).

- Une descendance monosexe mdle n'a jamais €€ observées (Figure 2).
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Figure 2 : Fréquence théorique et observée des sexe ratios dans les croisements de tilapia rouge Red

Florida.
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Suite a ces premiéres observations nous avons tenter d'attribuer un génotype aux
individus males et femelles F1 et F2 en raisonnant sur le sexe ratio des descendances et
d'aprés le modele monotactoriel & 4 gonosomes proposé pour la détermination génétique

du sexe du tilapia rouge Red Florida.
Géniteurs Fl

Plusieurs hypothéses de génotypes avaient été émises par Briand (1994) sur des géniteurs
madles et femelles. Une partie des croisements manquants a €t€ effectude (Tableau 8).

- La multiplication des croisements n'a pas permis d'attribuer un génotype aux
géniteurs pour lesquels 2 hypothéses étaient proposées. Pour les femelles 222 et 236.
l'analyse des sexe-ratios complémentaires nous a méme conduit a émettre une deuxieme

hypotheése compatible avec les résultats.

- Une déviation en faveur du sexe male par rapport au sexe-ratio attendu est
observé dans les descendances du mdle 240 (ZX) x les femelles v220 (WX) et 248



Tableau 8 : Sexe-ratios (males © femelles) observes dans les descendances de géniteurs 1°1 de tilapia rouge, souche Red Florida

Les génotypes présumés sont indiqués sous les codes des individus,

50:50 : résultats obtenus par Briand (1994)

50:50 : résultats obtenus en 1995-1996
50:50 : le nombre d'individus examinés pour le sexage est compris entre 50 et 100

Code femelie D220 V205 v200 w220 v222 v233 V236 v245 V247 v248
Génotype (s) WX WW wX wX WZ WW
wx WW wX
Code male
{génotype(s))
212 63:37 50:50 5446  53:47 84:16 60:40
(XY/YZ) 61:39 48:52
213 42:5 44:56 71:29 38:62 58:42 46:54
(WY-XY) 45:55 50:50
55:45
221 74:26 62:38 7321 77:23  55:45
(YZ) 66:34
225 2872 11:89 16:84 5:95
(Z.X)
239 4357 43:57 46:54  60:40 58:42
(WY/XY)
240 47:53 53:47 32:68 22:78
(2X) 41:59 52:48 46:54
51:49 39:61




(WW). Dans ce dernier croisement un sexe-ratio théorique de 0 : 100 était attendu, alors

que nous avons observé 25 % de miles en descendance.
1 E2

Les génotypes ont &té attribués uniquement sur l'analyse des sexe-ratios et

indépendamment des génotypes parentaux (Tableau 9 et 10).

- Les sexe ratios des couples 64F x A7C ; 068 x 642 ; 023 x 52C et 023 x B2C ne

sont pas en accord avec ceux attendu d'apres le génotype présumé des parents.
- Un génotype XX aurait été identifié (femelles 41C ; A7C ; 431)

- Les génotypes des individus F2 déterminés par analyse du sexe-ratio et d'apres
les génotypes parentaux ne sont pas toujours compatibles. Les femelles issues du
croisement male 221 (YZ) x femelle 220 (WX) devrait en théorie toutes présentées un
génotype WZ, or d'aprés nos résultats les 4 génotypes femelles possibles, XX, WX,
WZ, WW sont présents chez ces femelles. Méme remarque pour les femelles du couples
male 225 (ZX) x femelle 248 (WW) ou des génotypes WW sont proposés sur des
individus théoriquement WX et WZ.

Le male 64F (YZ) devait, d'aprés son origine parentale. présenté un des 3 génotypes
suivants : WY, ZX ou XY.

- Les males 07D et 71E ne produisent pas des sexe-ratios en accord avec ceux

atendus.

IV, Discussion et conclusion

Nos travaux ont mis en dvidence la ditficultd & caractériser sur le plan du génotype Ies
géniteurs Red Florida d'apres le sexe-ratio des descendances. Ainsi pour certaines
descendances, deux sexe ratios théoriques sont compatibles avec des sexe-ratios non
théoriques. Nous avons identifié des déviations possibles du sexe-ratio par rapport aux
résultats attendus notamment avec le mile 240. La multiplication des croisements
effectués sur les géniteurs F1 ne nous ont pas conduit a confirmer définitivement les
génotypes proposés. Le résultat inverse & méme été obtenu avec proposition d'une

deuxiéme hypothése possible pour certains géniteurs.

Les nombreuses études réalisées sur O. aureus et O. niloticus montrent que les modeles
monofactoriels de déterminisme du sexe ne s'appliquent pas de maniere stricte & tous les

résultats observés.



Tableau 9 1 Sexe-ratios (miles : femelles) observes dans les descendances de tilapia rouge x tilapia rouge (souche Red Florida).
L.es génotypes supposés sont indiqués en gras.

Les résuliats en gras ne sont pas en accord avee Ies génotypes supposés.

50:50 : Le nombre d'individus cxaminés lors du sexage est compris entre 50 et 10,

Origine parentale femetie WX 242 x mille 72X 225 femelle WX 227 x méale ZX 225
Code femelle 41C ATC 919 E1B 431 3s5C F1F 579 E6E 614
(pénotype) XX XX wX XX WX WX Ww WWwW ww
WwWZ WZ
Code male (génotype)
(Origine parentale)
023 (ZX) 35:65 43:57 28:72 39:61
femelle WX 220 x 4%:52 38:62
male 72X 225
64¥ (YZ) 14:26 78:22
femelle WX 227 x
mile YZ 221
068 (YZ) 70:30 1;29 54:46 47:53 54:46
femelle WX 241 x 60:40
mile YZ 221
B47 (XY) S50:50 6832 58:42 68:32 50:50
femelle WX 220 x 8.0, 48:52 54:46
male YZ 221
71K 55:45 33:67 46:54 36:64 54:46 2971 56:44
femelle WW 248 x 46:54 50:50
mile ZX 225 44:5
07D 53:47 35:65 28:72 48:52
femelle WW 248 x 53:47
male ZX 225




Tableau 10 : Sexc-ratios (méiles : femelies) obscrvés dans tes descendances de tilapia rouge x tilapia rouge, souche Red Florida.

Les génotypes supposés sont indigués en gras.
Les résultats en gras ne sont pas en accord avee les génotypes supposés.
56:50 : ke nombre d'individus examinés lors du sexage est compris entre 50 et 100

Origine parentale C femelle WW 248 x male ZX 225 femelle WX 220 x mile YZ 221
Code femelle 308 D65 652 944 52C B2C B7B 818 73A 87D 642 24D
(génotype) ww Ww WX/ ww ww WZ ww ww wX XX WwZ
W7
Code mile (génotype)
(origingparentale) V ~} -
023 (ZX) 34:66 17:83 31:69 40:60 38:62 46:54 71:29
femelle WX 220 x 32:68 40:60 56:44
male ZX 225 26:74 51:49
68:32

64Y (YZ) 63:37 53:47 53:47 75:25

femelle WX 227 x 59:41

mile YZ 221

068 (YZ) S4:46 S8:42 14:26 52:48 47:53 57:43 71:29 61:39
femelle WX 241 x 75:25 49:5] 60:40 73:27

mile YZ 221 50:50

B47 (XY) 53:47 48:52 61:39 78:22
femelle WX 220 x 52:48 45:.55 5446

male YZ 221 50:50 56:44

07D 68:32 33:67

femelle WW 248 x 61:39

48:52
male 72X 225




(O8]
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Des hypothéses d'intluences autosomales ont été émises pour expliquer les déviations de
sexe-ratio tant pour des croisements interspécifiques (Jalabert at al, 1971 ; Hammerman
and Avtalion, 1979) qu'intraspécifiques (Mair et al, 1991 a et b ; Wolfarth and
Wedekind, 1992). Le modele proposé par Mair et al (1991 b) incluant un déterminant
autosomale conduit a 'obtention de sexe ratio non mendélien de type 3 : [ et3: 5.

Des crossing over au sein des chromosomes sexuels sont également suspectés (Avtalion
et Don, 1990 ; Mair et al, 1991 a et b) ce qui peut expliquer une partie des déviations de
sexe ratio observées principalement sur des descendances issues d'individus

gynogénétiques chez O. niloticus et O. aureus.

Plusieurs auteurs n'excluent pas l'action possible de facteurs environnementaux qui
supplanteraient I'expression des déterminants génétiques et pourrait expliquer une partie
des déviations (Baroiller et al, 1995 : Mires, 1974 ; Mair et al, 1990, 1991 a et b :
Wolfarth et Wedekind, 1992). Un etfet des fortes températures sur le déterminisme
phénotypique du sexe a déja été démonué chez O. niloticus (Baroiller et al, 1995) et chez
O. aureus (Desprez et al, soumis pour publication). Nous verrons que ce phénomene

existe également chez le tilapia rouge (Chapitre 3).

Des déviations du sexe ratio pourraient avoir une origine parentale (Wolfarth and
Wedekind, 1992 ; Baroiller 1993). Les biais du sexe ratio serait un caractere héritable en

descendance (Wolfarth and Wedekind. 1992).

Ces hypotheses suggerent donc que des individus peuvent présenter un sexe
phénotypique inverse du sexe génétique. des femelles pourraient alors étre caractérisées
par des génotypes males et inversément. Le testage individuel de males présents dans Jes
descendances monosexes femelles n'ont cependant pas produits les sexe ratios attendus
(Tableau 9 et 10). Des dérives de sexe-ratios sont observées et tacilement repérées chez
les especes pures comme O. aurews et O. niloricus qui possedent des modeles
monofactoriels & deux chromosomes. Des influences parentale, autosomale ou
environnementale, si elles existent chez les especes pures, doivent également intervenir
chez le tilapia rouge mais sont indétectables par une simple analyses du sexe ratio des
descendances ou alors aprés des croisements multiples. Des déviations ont pu ne pas €tre
détectées pour certains croisements de tilapia rouge, ce qui nous a alors conduit a émettre
de fausses hypotheses sur les génotypes parentaux. L'incompatibilité, en F2, entre les
génotypes déterminés par analyse du sexe-ratio des descendances et sur base des
génotypes parentaux, pourrait ainsi s'expliquer.

La méthode empirique d' analyse du sexe-ratio des descendances a montré ses limites
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dans le cadre de I'étude du déterminisme du sexe du tilapia rouge Red Florida. La mise au
point d'outils scientifiques plus pertormants tels que la recherche de marqueurs
génétiques li€s au sexe est un préalable indispensable a la poursuite d'une telle étude. Des
travaux sont en cours actuellement, si des marqueurs sont identifiés chez O. niloticus ou
O. aureus, ils pourraient &tre testés chez le tilapia rouge Red Florida. Les résultats acquis
au cours de ces trois années de travaux (1994 - 1996) ne permettent ni de confirmer ni
d'infirmer le modele monotactoriel de détermination du sexe & 4 gonosomes. A ce jour, la
difficulté a identifier de manilre certaine un génotype individuel exclue la voie génétique

pour la production de populations monosexes miles chez le tilapia rouge Red Florida.




Chapitre 3

Effet de la température
d'élevage sur la
différenciation sexuelle du

tilapia rouge Red Florida
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I. Introduction générale

Chez les vertébrés supérieurs, le sexe d'un individu est déterminé par génotype sexuel,
fixé a la fécondation. Chez plusieurs espéces d'invertébrés (Chamov and Bull, 1977) et
de vertébrés inférieur (Dournon et al, 1990), le sexe est déterminé ultérieurement sous
l'influence de facteurs environnementaux. La température est le facteur environnemental
majeur de la détermination du sexe chez les vertébrés inférieurs (Bull and Vogt, 1979).
Chez ces espéces, le sexe est déterminé par la température d'incubation des embryons
(Rimblot et al, 1986 sur la tortue Luth ; Lance and Bogart, 1994 sur l'alligator ; Dournon
et al, 1990 ; Gutzke and Crews, 1988), et le génotype n'aurait qu'un réle mineur sur le
devenir mile ou femelle de I'individu (Bull and Vogt, 1979 ; 1981).

Chez les poissons, les nombreux travaux sur l'inversion hormonale du sexe (Yamamoto,
1959 ; Hunter and Donaldson, 1983) ont démontré la plasticité¢ de la différenciation
gonadique du sexe, indépendamment du génotype. La température et la salinité, ainsi que
d'autres facteurs de l'environnement, comme les facteurs trophiques et sociaux,
interviennent sur la vitesse de différenciation sexuelle.

Chez les poissons, l'existence d'une influence de la température sur la détermination du
sexe a été mise en évidence chez la capucette Menidia menidia (Conover and Kynard,
1981 ; Conover, 1984 ; Conover and Fleisher, 1986 ; Conover and Heins, 1987), chez
M. peninsulae (Middaugh and Hemmer, 1987), chez l'attipa Hoplostronum littorale
(Hostache et al, 1999), chez la lamproie [chthyomizon gagei (Beamish, 1993), et est
suspectée chez la bréme blanche Blicca bjoerkna (Volodin and Grechanov, 1986).

Des déviations de sexe ratio par rapport & un modéle monofactoriel de détermination
génétique du sexe sont régulierement observées chez les espéces du genre Oreochromis
lors de croisements intraspécitiques. Ces variations sont généralement attribuces a des
facteurs autosomaux (Hammerman and Avtalion, 1979 ; Mair et al. 1991 b ou
environnementaux (Mires, 1974 1 Lester et al. 1989 ; Woltarth and Wedekind. 1991
influencant la différenciation sexuelle. Suite aux travaux de Mair et al (1990) un effet de
la température sur la différenciation du sexe avait €té suspecté mais les fortes mortalités et
le faible nombre d'individus examinés ne permettait pas de conclure. Les effets de la
température ont depuis lors ét€ tesiés chez O. niloitcus (Baroiller et al, 1995) et O. aureus
(Desprez et al, soumis pour publication). Une température d'élevage de 36 °C couvrant la
période hormono sensible définie par Baroiller et Toguyeni (1993) dévient le sexe-ratio
des descendances en faveur du sexe males par rapport aux t€moins respectifs. Chez O.

niloticus, des températures inférieures a 32 °C n'ont pas d'effet.

Ces résultats démontrent l'existence d'une thermosensibilité de la différenciation du sexe
chez une espece a homozygotie mile ZZ (0. aureus) et chez une espéce & homozygotie

femelle XX (O. niloticus). La thermosensibilité pourrait également constituer une voie
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possible de production de populations monosexes males compte tenu de la déviation en
faveur du sexe male. L'etfet de la température, comme voie de substitution & l'inversion

hormonale du sexe, a donc été étudi€ chez le tilapia rouge Red Florida.

II. Matériel et méthode

Deux femelles (119 et 859) et deux males (males 239 et 221) sont & l'origine des 5
descendances soumises a un traitement thermique a 36 °C. Les reproductions se sont
déroulées comme précédemment en aquarium de 500 litres, avec un male par aquarium.

Suite a la ponte les femelles étaient isolées dans un compartiment de 'aquarium par la

mise en place d'une cloison.

Lors du prélévement des alevins dans la bouche de la femelle, 10 jours post-fécondation,
la ponte est divisée en plusieurs lots de taille variable en fonction de I'importance de cette
derniére. Les différents lots de la descendance sont identifiés par la date de ponte, les
codes des parents et la température d'élevage (28 ou 36 °C).

Chaque lot est ensuite transféré dans un aquarium de 200 litres équipé d'un filtre
biologique sur corail, d'un diffuseur d'air, d'un air lift assurant la circulation de l'eau et
d'un biotherm (Biotherm 2000 - KDW Heward - Allemagne) couplé a un thermoplongeur
de 500 watts. Le biotherm assure un controle de la température avec une précision de
l'ordre de 0,2 °C (information tournie par le fabriquant). Au moment du transfert, la
consigne de température pour tous les aquariums est fixée a 28 °C. Suite au transfert. la
consigne des aquariums contenant les lots traités est amenée a 36 °C, I'augmentation de la
température est ainsi progressive et la température souhaitée est atteinte en 5 a 6 heures.
Les lots ®moins sont maintenus a 28 °C.

Des le transfert en aquarium. les alevins sont nourris manuellement 6 fois par jour avec
un aliment pour truites (Gheerbrandt. 36 “¢ de prowines)

Tous les jours, 80 % du volume d'cau des aguariums est remplacde par de l'eau a
température adéquate (28 ou 36 °C en fonction des lots) provenant "d'un aguarium-
réservoir”

La température dans tous les aquariums est relevée deux fois par jour (le matin et le soir).
Le traitement des descendances a 36 °C est appliqué pendant 25 (en référence aux dtude
sur 0. aureus et O. niloticus) ou 28 jours (en référence a l'inversion hormonale du sexe)
a partir du prélevement dans la bouche des temelles (Tableau 1). A la fin du traitement, la
consigne de température des lots traités est amenée a 28 °C puis lorsque cette température
est atteinte, tous les lots, y compris les lots t€moins, sont transtérés dans les bacs de 100
litres des circuits fermés (cf description précédemment), et ce jusqu'au sexage. Le sexage
intervient & 1'dge minimum de 65 jours post fécondation. Pour la descendance 221 x 119
traitée 4 36 °C pendant 28 jours, un sexage d'un échantillon de 40 poissons a été effectué

a 65 jours post técondation suivi d'un second & 95 jours post técondation sur 30



poissons.

Tableau 1 : Méthode d'élevage des descendances de tilapia rouge Red Florida a 36 °C.

Température (°C) Temps (en jours post-fécondation) (en jours*)
Ponte Début du Durée du Fin du Sexage
traitement traitement* traitement
27°C 0 9 — — 65475
36°C 0 9 25 34 65275
36°C 0 9 28 37 65295
III. Résultats
1. Survie

La survie moyenne des lots témoins (38,7 £ 16,2 %) est inférieure a la survie moyenne
(66,2 £ 22,5 %) des lots traités a 36 °C (t-test, t = 2,81, ddl = 14, p < 0,05). De trés
faibles taux de survie sont observés pour la descendance male 221 x femelle 119 tant
pour les 2 lots témoins (13,7 et 25.8 %) que pour le lot traité (24,6 %). Les deux lots
traités 4 36 °C pendant 25 et 28 jours de la descendance male 239 x femelle 119
présentent un taux de survie respectit de 92.3 et 97,1 % contre seulement 56,0 % pour le

ot témoin (Tableau 2).
2. Sexe-ratio des descendances.

Le pourcentage de mdle dans les deux lots témoins d'une méme descendance est stable

(%2 compris entre 0 et 0.77, p > 0.05).

Sur les 5 descendances soumises a un traitement par la température, 3 descendances
présentent des déviations significatives en faveur du sexe mile par rapport aux lots
témoins respectifs (Figure 1). Sur les descendances du couple 239 x 119, la variation de
sexe-ratio suite au traitement & 36 °C pendant 28 jours n'est pas significative (x2 = 3,12,
p > 0,05) (Tableau 2 et Figure 1). L'amplitude de la déviation du sexe ratio apres

traitement & 36 °C varie donc de 3,8 4 31,6 %.
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Figure 1 : Effet des fortes températures d'élevage sur le sexe ratio des descendances de tilapia rouge

* . différence statistique A p < 0,05.
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Deux descendances successives des couples 239 x 119 et 221 x 119 ont été soumises aux
mémes conditions de traitements. Une stabilité de la déviation est observée pour le couple
221 x 119 avec une augmentation respective du pourcentage de mile de+ 29.8 et + 31.6
% dans les deux descendances par rapport aux lots €moins. En ce qui concerne le couple
239 x 119, la déviation est plus faible sur la premiere descendance (+ 3,8 %) que sur la

deuxieme (+ 12,0 %) (Figure 1).

L'augmentation de la durée du traitement de 25 4 28 jours n'a pas d'effet significatif sur

le sexe ratio (2 compris entre 0.01 et 3,18 ; p > 0,05).

Pour la descendance maile 221 x temelle 119, le sexage effectué a 95 jours post
fécondation (92,3 % de méles) confirme le résutat acquis & 65 jours post-fécondation
(97.6 % de males) (différence non significative, ¢2 = 2,93, p > 0,05).



Tableau 2 : Effet des fortes températures d'élevage (36 70 sur la

Test g2 :* p < 0,05; %% p < 0,00 #%* p < 00001

Couple Durée du Nombre lunp&xﬁuum‘ -
M x ) traitement initial d'élevage (°C)
daleving
239 x 119 témoin 350 28,1 + 1,1
témoin 350 28,0+ 1t
25 jours 200 354 4+ 0,5
28 jours 200 35,3 + 0,5
239 x 119 témoin 200 28,9407
25 jours 200 359 4 08
239 x 459 témoin 350) 28,1 & 1,1
25 jours 200 35,6 + 0,3
28 jours 200 356 1 0.3
AS8 x 119 témoin 350 28,10 1,0
témoin 350 28,1 £ 1,0
25 jours 300 35,5402
AS8 x 119 téinoin 175 28,3 L 10
témoin 175 28,30 1,0
25 jours 200 35,3 40,2
28 jours 200 353 10,5
28 jours 200 35,3 £ 0,5




survie et le sexe-ratio du tilapia rouge Red Florida

Survic Echantitlon Age (jours PY)  Poids moyen Pourcentage
(%) pour sexage  au sexage (g) au sexage de males
374 100 15 28+ 1,8 53,0
43,4 100 75 1,8 +1.2 53,0
62,3 88 75 3,1+ 1,7 56,8
59,5 100 75 4,2 +2,6 54,0
63,5 100 75 33+£22 58,0
60,5 100 75 2,6 £23 70,0
56,0 100 15 4,7+30 56,0
92,3 95 75 121+25 73,7
97,1 100 75 4,7 £ 47 71,0
13,7 40 70 1,9+ 1,6 57,5
25,8 42 70 25114 59,5
24,6 86 70 3321 88,3
29,0 51 65 1,6 + 0,8 62,7
40,6 70 65 1,6 +0,9 68,6
73,5 147 65 22+1,2 91,8
------ 40 65 3,0 1,1 97,6

60,5 80 95 B1+45 923
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IV _Discussion et conclusion.

Les différents lots témoins et traités présentent de faibles taux de survie avec
respectivement 38,7 et 66,2 %. De fortes mortalités sont couramment observées chez les
descendances de tilapia rouge Red Florida élevées a des températures 27-28 °C (notre
étude sur le déterminisme du sexe, Behrends et al, 1982 ; Behrends and Smitherman,
1984). Nous considérerons donc comme nous l'avons déja fait pour l'étude sur le
déterminisme génétique du sexe, que la mortalité touche de fagon équivalente les

individus de sexe male et femelle et ce pour les 2 températures d'élevage.

Les hautes températures d'élevage (36 °C) dévient donc le sexe-ratio des descendances en
faveur du sexe mile chez le tilapia rouge Red Florida. L'effet de la température d'élevage
sur la différenciation du sexe a déja été mise en évidence chez une espece @ homogamétie
femelle XX, en l'occurence O. niloticus (Baroiller et al, 1995 et 1996 b) mais également
chez O.aureus, espece caractérisée par une homogamétie mile ZZ (Desprez et al, soumis
pour publication). Le tilapia rouge qui résulte du croisement de 4 espéces dont les 2 citées
ci-dessus, a pu hérité de la thermosensibilité de la différenciation du sexe d'un ou des
deux parents O. aureus et O. niloticus. Ce phénoméne pourrait également étre etre un
caractere commun a toutes les especes du genre Oreochromis, en effet, Mair et al (1990)

ont également suspecté un effet de la température sur le sexe ratio de descendances O.

mossambicus.

L'amplitude de la déviation du sexe-ratio en faveur du sexe mile varie de 1,1 4 91 % chez
O. niloticus (Baroiller et al, 1995 - Travaux sur des descendances monosexes temelles),
de 10250 % chez O. aureus (Dresprez et al. soumis pour publication) et de 3.8 4 31,6 .
chez le tilapia rouge. Des populations monosexes males suite A un traitement & 36 °C ont
cté observées chezO. qureus (Desprez ¢t al. soumis pour publication). Le pourcentage

maximum de males obtenus chez le tilapia rouge est de 97.6 %.

La réponse a la température peut varier entre deux descendances de méme origine
parentale. Dans le cas du couple méle 239 x femelle 119 la premiére descendance soumise
4 36 °C présentaient une augmentation de 3.8 % par rapoort au témoin, pour la deuxieme
descendance, 1'acroissement était de 12 %. A 'opposé les deux descendances du couple
male 221 x femelle 119 présentent des déviations trés proches avec respectivement 29,8
et al (1995) avaient émi
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et 31.6 % de males en plus par rapport aux t€moins. Baroiller
I'hypothése d'une origine parentale de la thermosensibilité de la différenciation du sexe

chez O. niloticus. Des expériences complémentaires sont nécessaires chez le tilapia rouge

pour mettre en évidence ce caractere.
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Ces premiers résultats démontrent l'existence d'une thermosensibilité de la différenciation
du sexe chez le tilapia rouge Red Florida. Le degré de thermosensibilité des descendances
est variable ce qui se traduit par des descendances faiblement et fortement
thermosensibles. Les études futures devront déterminer si la thermosensibilité est un
caractere héritable et pouvant étre sélectionné. Dans l'atfirmatif, la voie environnementale
pourrait alors constituer une alternative possible i I'utilisation de stéroides artificiels.



Conclusion générale
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Des 3 voies de productions de populations monosexes males étudiées sur le tilapia rouge.
une seule, l'inversion hormonale du sexe par une hormone naturelle, s'avere actuellement
viable dans un contexte de production intensive de type commerciale.

La complexité du déterminisme génétique du sexe rend cette voie inexploitable tant que
des outils scientifiques plus performants ne seront pas mis au point.

Nous avons démontré l'existence chez le tilapia rouge d'une thermosensibilité de la
différenciation du sexe qui se traduit par une déviation du sexe ratio en faveur du sexe
male. Des études complémentaires sont nécessaires afin de mieux comprendre, le
mécanisme d'action de la température, 'origine de ce phénomene...L'objectif de ces
travaux seraient de pouvoir sélectionner des géniteurs a descendances a fort degré de
thermosensibilité et de produire ainsi des populations a haut pourcentage de miles. Il est
évident que la température ne permmettra pas d'obtenir le niveau de performance de
l'inversion hormonale du sexe. Un pourcentage plus ou moins important de femelles sera
présent au sein des populations issues d'un traitement par la température. L'élevage avec

un prédateur comme le Black bass permettrait éventuellement de contrdler les

reproductions.
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