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RESUME 

Face aux perspectives d'accroissement de la population mondiale, la peche ne suffira pas a satisfaire la 
demande en produits halieutiques a moins de mettre en peril les stocks naturels. L' aquaculture 
s'impose done comme une solution inevitable pour l'avenir. Malheureusement, la disponibilite en eau 
douce pour cette pratique est de plus en plus reduite. La valorisation des eaux marines et saumatres 
represente done un enjeu important. Le but de cette etude etait de rechercher un marqueur de resistance 
a la salinite chez deux populations de Sarotherodon melanotheron habitant dans des environnements 
salins tres differents, de maniere a pouvoir predire ensuite la capacite des individus/populations de 
cette espece a supporter les concentrations en sels de certains milieux d'elevage et de comparer les 
resultats obtenus avec une autre espece de tilapia: Oreochromis mossambicus. Suite a de nombreux 
problemes, lies a leur transport aux USA, les echantillons preleves sur les deux populations de 
Sarotherodon melanotheron n'ont pas pu etre analyses. Seules les experiences de transfert ont pu etre 
realisees sur les deux especes. Elles confirment bien la grande capacite d'adaptation des tilapias aux 
conditions de salinite du milieu et plus particulierement des 2 populations de Sarotherodon 
melanotheron, qui, contrairement au tilapia Oreochromis mossambicus supportent un transfert direct 
en eau de mer (35 %0). Seule l'activite de la Na+/K+ ATPase a ete mesuree chez Oreochromis 
mossambicus, mettant bien en evidence la correlation entre l'augmentation de l'activite de la pompe a 
sodium et les concentrations croissantes en sels du milieu, activite passant de 0,6 µmole ADP/mg de 
proteine/heure en eau douce a pres de 2 en eau de mer. Cette etude nous apprend aussi que lors d'un 
transfert, qu'il soit prograde ou retrograde, il faut attendre 48 h pour voir un changement significatif 
dans l'activite ATPasique, ce laps de temps etant necessaire au recrutement de nouvelles cellules a 
chlorures ainsi qu' aux modifications structurales de ces cellules. 

Mots cles 
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INTRODUCTION 

On a longtemps considere que la mer offrait des ressources inepuisables, mais il faut bien se rendre a 
!'evidence, capturer une tonne de poisson coute de plus en plus cher. L'effort de peche va s' intensifiant 
et selon la F AO (Food and Agriculture Organization) 60 % des stocks de poissons recenses sont soit 
surexploites, soit en diminution. Dans le meme temps, la croissance mondiale est telle qu 'on sait 
aujourd'hui que la peche ne suffira pas a satisfaire la demande en produits halieutiques sans mettre en 
peril les stocks sauvages. L'aquaculture s'impose done comme une solution inevitable pour l' avenir. 
Avec une production estimee a plus de 48 millions de tonnes en 2001, !'aquaculture represente plus du 
tiers de la production halieutique mondiale. Malheureusement, !'agriculture, l'industrie et les usages 
domestiques limitent la disponibilite de l'eau douce pour !'aquaculture. La valorisation des eaux 
marines a saumatres represente done un enjeu important. Certaines especes de tilapia possedent les 
potentialites pour vivre et se reproduire dans de tels milieux. Ces poissons presentent de nombreux 
avantages qui expliquent leur succes en aquaculture : frais de nourriture foibles ou encore reproduction 
aisee en elevage. Aujourd'hui, 92 % de la production est realise en eau douce (FAQ, 1999a). Le 
probleme est done de trouver des especes tolerant les eaux salees et possedant un taux de croissance 
eleve. Actuellement, de nombreuses etudes (longues et couteuses) sont menees sur la physiologie des 
poissons afin de mettre en evidence les especes, naturelles ou hybrides, repondant le mieux a ces 
criteres. 

Le probleme des especes vivantes, qu' elles habitent les eaux douces ou salees, est le maintien de la 
balance hydrominerale, qui est fondamental a la vie. Certaines especes vivent dans des habitats ou la 
salinite varie et peut etre tres differente de leur environnement interne. Dans ce cas, le probleme pour 
ces organismes est de maintenir leur milieu interne constant face aux gradients electrique et chimique 
qui vont induire des flux de solutes ou d'eau vers l' organisme ou vers l' exterieur. L'organisme n'etant 
pas impermeable il est parfois necessaire d'utiliser de l'energie (transport actif) afin de faire bouger 
ces solutes contre leur gradient electrochimique pour maintenir l 'homeostasie. 

La plupart des poissons maintiennent la concentration de leur milieu interne a 30 % (environ) de l' eau 
de mer (Evans, 1979). En eau douce 
les poissons doivent faire face a 
l'entree d'eau et a la perte d'ions a 
travers leur urine et la branchie, un 
tissu epithelial permeable, alors 
qu'en eau salee ils doivent faire face 
a une perte d'eau par osmose et a 
une en tree massive de sels (Fig. I). 

Puisque le rein des teleosteens n'est 
pas capable de fabriquer une urine 
concentree pour eliminer les sels en 
eau salee et puisqu' en eau douce les 
sels sont perdus, un autre organe doit 
etre utilise pour la regulation des 
solutes, cet organe est la branchie. 

En :louoc 

P.-rl< J, ni, mlrft! J'~ ;a.u 

E:,u d~ mer 

Figure 1: mouvement d'ions et d'eau en eau douce et en eau salee. 
(Source : ipfw.edu) 
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Les objectifs de cette etude sont : 

D'essayer de trouver un marqueur de resistance a la salinite chez deux populations de 
Sarotherodon melanotheron de maniere a savoir avec certitude et plus facilement si les poissons 
seront en mesure de supporter les concentrations en sels du milieu evitant ainsi les longues etudes et 
facilitant la recherche d'especes capables d'etre elevees en eau saumatre ou salee. Pour cela, 
differentes analyses telles que la mesure d'osmolarite, les taux de GH et de prolactine hypophysaire 
ainsi que la mesure de l'activite de la Na+/K+ ATPase branchiale doivent etre conduites. 

De mesurer les effets de la salinite environnementale sur l'osmolarite, les taux de GH et de 
prolactine ainsi que l'activite de la Na+/K+ ATPase chez Oreochromis mossambicus, un tilapia qui 
presente une forte resistance a la salinite afin de les comparer aux mesures relevees pour les deux 
populations de Sarotherodon melanotheron. 
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1 LES TILAPIAS, LES CELLULES A CHLORURES ET LA NA+/K+ 
ATPASE 

1.1 LES TILAPIAS 

La famille des Cichlidae est composee de plusieurs milliers d'especes d'eaux douces et d'eaux 
saumatres, reparties principalement en Afrique et en Amerique tropicale, avec quelques representants 
en Asie ainsi qu'a Madagascar. Regan (1920) sera le premier a differencier plusieurs groupes chez les 
Cichlidae sur la base de caracteres osteologiques. Depuis ces travaux, la systematique et les relations 
phylogenetiques au sein de cette famille ont ete souvent controversees. 

La classification la plus recente, proposee par Trewavas (1982, 1983), basee a la fois sur les caracteres 
morphometriques, meristiques et comportementaux est la moins controversee. 

Selon Trewavas, les tilapias seraient composes des genres : 

Sarotherodon, rassemblant les 
especes pratiquant l' incubation 
buccale biparentale et paternelle (10 
especes) (Photo 1). 

Oreochromis, comprenant 
uniquement les especes incubatrices 
buccales maternelles (30 especes). 

Tilapia, rassemblant 
l' ensemble des especes pratiquant la 
ponte et !'incubation sur substrat (30 

especes). 
Photo 1: Sarotherodon melanotheron. (Source: www.dcg-online) 

Les tilapias possedent beaucoup de qualites expliquant leur succes en elevage. Ils presentent 
d'excellents taux de croissance, meme avec une alimentation pauvre en proteines, peuvent s'adapter a 
des conditions environnementales tres variees, sont peu sensibles aux maladies, ont des temps de 
generations courts et sont capables de se reproduire en captivite avec facilite (Lowe-Mcconnel, 1982). 

Les differences de comportement reproducteur chez les tilapias ont ete decrites tout d'abord par 
Baerends & Baerends Van Roon en 1950, puis en 1959 par Lowe-McConnel. 

Les tilapia (sensu stricto) sont monogames pendant la duree de !'incubation, les couples s'apparient 
bien avant le frai. Lors de l'accouplement, les reufs sont deposes au fond d'un nid construit par le 
male. Le role des parents est similaire chez les deux sexes. 
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Les Sarotherodon et les Oreochromis pratiquent ! 'incubation buccale des reufs. 

Dans le cas des Oreochromis 
(photo 2), apres une parade 
sexuelle, la femelle depose un lot 
d' ovules aussitot fecondes par le 
male. La femelle reprend les 
reufs dans sa bouche et les y 
garde une dizaine de jours 
jusqu'a la resorption de la 
vesicule vitelline. A ce stade, les 
alevins s' echappent al ors de la 
cavite buccale de la mere dans 

laquelle ils vont neanmoins se 
refugier en cas de danger. Ils 
deviennent independants au bout 

Photo 2: Oreocltromis mossambicus. (Source : www.dcg-online) 

d'une semaine environ, a la taille de 11 mm, alors qu'ils mesuraient 4 a 5 mm a l' eclosion (Baroiller et 
al., 1997). Les alevins sont phytoplanctonophages. Une femelle en bonne condition se reproduit toutes 
les 6 a 8 semaines a raison de 800 a 1 OOO reufs en moyenne par ponte. 

Chez les especes du genre Sarotherodon, c'est le male qui, apres fecondation, se charge d'incuber les 
reufs dans sa cavite buccale en conditions normales. Un role des femelles peut cependant etre observe 
lorsque le male est trop petit et ne peut pas incuber la totalite de la ponte (Legendre et Ecoutin, 1989). 

Dans le genre Sarotherodon, c' est l' espece Sarotherodon melanotheron, ayant pour origine l 'Afrique 
de l'Ouest, qui est la plus adaptee aux milieux sales. En milieu naturel, elle est couramment rencontree 
dans des salinites extremes pouvant depasser 130 %0 (J.J. Albaret, comm. personnelle); en milieu 
controle, des salinites de 123 %0 peuvent etre atteinte par des transferts progressifs (Lemarie et al., 
2004). En revanche, cette espece lagunaire souffre d'une faible croissance et d'une mauvaise 
conversion des aliments en eau salee (Legendre et al. , 1989). 

Parmi le genre Oreochromis, 0. mossambicus est l'une des especes les plus euryhalines, elle peut 
survivre, grandir et se reproduire en milieu marin mais ses performances de croissance sont faibles. 
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1.2 LES BRANCHIES 

Les branchies sont les organes les plus importants chez les poissons en terme d'osmoregulation, jouant 
un role aussi bien en eau douce qu'en eau salee. C'est en effet au niveau des branchies que se fait le 
transport des ions, et particulierement des ions sodium et chlorure : ions qui sont activement secretes 
en eau salee et preleves du milieu en eau douce. 

Ces echanges d'ions sont medies par differents transporteurs et canaux localises dans la cellule a 
chlorure (CC). 

1.2.1 Les cellules a chlorures 

Les cellules a chlorures, encore appelees 
cellules riches en mitochondries ou ionocytes 
sont des cellules tres specialisees, 
caracterisees par de nombreuses 
mitochondries et un systeme tubulaire en 
continuite avec la membrane basolaterale 
(Fig.2). 

Figure 2: Coloration des mitochondries de cellules a 
chlorures localisees dans !'epithelium Iamellaire et 
filamenteux. (Source : ajp-cell physiology) 

11 semblerait qu'il existe deux categories de cellules a chlorures (alpha et beta), identifiees chez les 
saumons, le tilapia et le guppy principalement. Elles different de par leur densite electronique, leur 
position et leur morphologie. (Pisam et Rambourg, 1991 ; Perry, 1997). 

Les cellules alpha sont caracterisees par une membrane apicale lisse et une coloration pale par 
rapport a leur densite electronique. Son systeme tubulaire presente un diametre regulier dans 
!'ensemble du cytoplasme (Pisam et Rambourg, 1991). Elles sont tres immunoreactives a la 
Na+/K+ ATPase. On pense qu'elles sont les precurseurs des cellules a chlorures generalement 
rencontrees chez les poisons adaptes a l'eau salee (Perry, 1997). 

Les cellules beta sont localisees dans la portion interlamellaire des filaments, elles sont de plus 
petite taille, avec une coloration plus foncee, ont une membrane apicale invaginee et sont tres 
peu immunoreactives aux anticorps Na+/K+ ATPasiques. On les retrouve seulement chez les 
poissons adaptes a l' eau douce. 

9 



1.2.2 Na+/K+ ATPase 

Les transporteurs majeurs impliques au niveau des 
branchies dans la secretion de sels en eau salee sont 
la Na+ /K+ A TPase ( aussi connue sous le nom de 
pompe a sodium) localisee dans la membrane 
basolaterale, elle consideree comme transporteur 
principal, son activite varie en fonction de la salinite 
du milieu (Fig.3) ; le Na+/K+, 2cr co-transporteur 
(NKCC) et un canal a chlorure localise en position 
apicale jouent aussi un grand role. 
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La Na+/K+ ATPase est composee de deux sous
unites (Fig 4) : 

Figure 3: Activite Na+/K+ ATPasique chez 
I'anguille au cours de transferts (FW: eau douce; 
SW eau de mer). (Source : ipfw.edu) 

La sous-unite alpha ( 113 
KD) est la sous unite 
majeure. Elle lie l' ATP ainsi que les ions sodium et potassium et contient le 
site de phosphorylation. 

l111racellular 
La sous-unite beta (35 KD) est absolument indispensable a l'activite du 
complexe proteique. Des doutes existent encore en ce qui conceme la 
structure de cette molecule, mais la sequence d'acides amines laisse a penser 

Figure 4: Schema representant 
la Na+/K+ ATPase. (Source 
ttuhsc.edu) 

qu'elle possede 8 a 10 domaines transmembranaires. 

1.2.3 Effet de la salinite sur les cellules a chlorures 

En eau salee 

Les cellules a chlorures grossissent et proliferent lors d'une 
acclimatation a des salinites croissantes chez beaucoup de 
poissons euryhalins (Pisam et Rambourg, 1991) (Fig.5). De 
nouvelles cellules a chlorures sont recrutees a partir de 
cellules basales de l' epithelium pendant que les cellules 
existantes s' elargissent. 

Des modifications de l'ultrastructure se produisent aussi. On 
observe une proliferation de la membrane basolaterale, une 

arborescence du systeme tubulaire (Fujita et Yamamoto, 
1954), ainsi qu'une extension des invaginations basolaterales 
augmentant ainsi la surface d' echange (Pisam et Rambourg, 
1991). 
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Figure 5: Nombre de cellules a 
chlorures chez l'anguille au cours 
de transferts (FW: eau douce; SW 
eau de mer). (Source : ipfw.edu) 

JO 



La surface apicale de la cellule a chlorure s'invagine pour former une crypte. Les cellules a chlorures 
des poissons adaptes a l'eau de mer ont une surface apicale plus lisse et reduite (Brown, 1992). La 
presence d'une « cellule accessoire » adjacente a la cellule a chlorure a souvent ete rapportee, et 
associee au transfert des poissons euryhalins en eau saumatre ou salee (Pisam et Rambourg, 1991 ; 
Perry et Laurent, 1993). Cependant, pour un nombre limite d'auteurs, ces cellules representeraient des 
cellules a chlorures en cours de differenciation plut6t qu'une categorie de cellules distinctes 
(Wendelaar Bonga et Van der Meij, 1989). 

Les cellules a chlorures sont tres riches en Na+/K+ ATPase. Cette enzyme est fondamentale dans 
!'excretion des ions chez les poissons adaptes a l'eau salee. Plus de 108 pompes a sodium sont 
presentes dans une seule cellule a chlorure (Karnaky, 1986). 

Plusieurs modeles ont ete 
proposes pour les mouvements 
d'ions a travers les branchies. Le 
plus largement accepte pour les 
mouvements ioniques en eau 
salee est celui de Silva et al. 
(1977). Ils suggerent que les 
pompes a sodium localisees dans 
la membrane basolaterale creent 
un gradient ionique et electrique 
favorable a un echangeur Na+/Cr 
qui va faire penetrer les ions 
chlorures dans la cellules grace a 
un co-transporteur Na+/K+/Cr. 
Les ions er vont ensuite quitter 
la cellule par la surface apicale 
grace a un canal chlorure type 
CFTR (Marshall et al. 1995). 
Les ions Na+ sont transportes 
passivement de maniere para 
cellulaire entre la cellule a 
chlorure et la cellule accessoire, 
dans le sens inverse du gradient 

electrique (Fig. 6). 
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Figure 6: Cellules a chlorures chez les teleosteens marins. (Source : 
ipfw.edu) 
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En eau douce 

Les cellules a chlorures des poissons adaptes a l' eau douce sont plus petites, ont un systeme tubulaire 
moins developpe et presentent des modifications en ce qui concerne leur surface apicale. Ces cellules 
semblent etre des precurseurs aux cellules pleinement developpees des poissons adaptes a l'eau salee. 

En eau douce, les branchies sont connues pour leur role dans !'absorption d'ions, la regulation du 
metabolisme acide-base et !'excretion des ions ammoniac et ammonium en plus de leur role dans les 
echanges respiratoires. 

Les sites et les mecanismes 
impliques dans l' absorption 
des ions en eau douce ne sont 
pas connus avec certitude. 
Aussi bien les cellules a 
chlorures que les cellules 
pavements peuvent etre 
impliquees sans le 
prelevement des ions sodium 
et chlorure. Les ions er sont 
echanges contre des ions 
HC03- au niveau de la 
surface apicale et vont 
ensuite quitter la cellule au 
niveau basolateral en 
remontant le gradient 
electrochimique. 

Il se pourrait que le sodium 
penetre l' epithelium 
branchial grace a un echange 
avec les ions H + ou a travers 
un canal sodium couple a une 
H+ -ATPase, pour ensuite 
quitter la cellule par la 
membrane basolaterale 
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1.3 CONTROLE HORMONAL DES CELLULES A CHLORURES 

Un large panel d'agents circulants et locaux modulent le transport d'ions a travers l 'epithelium 
branchial des poissons, soit en affectant directement le transport, soit en modifiant le taille et la 
distribution des cellules dans l'epithelium. 

1.3.1 La prolactine 

L'importance de la prolactine (PRL) dans l'osmoregulation chez le poisson a ete demontree pour la 
premiere fois en 1950 lors d'etudes sur le fondule barre (Fundulus diaphanus), un poisson euryhalin. 
Six ans plus tard, Burden decouvre que ces poissons ne sont pas capables de survivre en eau douce 
apres une hypophysectomie, suggerant qu'un facteur de la glande pituitaire est implique dans 
!'adaptation de cette espece a l'eau douce. 

Par la suite, Pickford et Phillips (1959) trouvent qu'un traitement a la prolactine permettait aux 
poissons de survivre a un transfert en eau douce, meme s'ils ont subi une hypophysectomie. 

11 est maintenant admit que la prolactine est !'hormone de l'adaptation a l'eau douce chez la plupart 
des teleosteens euryhalins. 

Chez le tilapia (Oreochromis mossambicus), deux formes de prolactine ont ete identifiees: une qui 
contient 177 amino acides (tPRL177) et une qui en contient 188 (tPRL188) (Specker et al. , 1985). 

L 'homologie entre ces deux formes est de seulement 69 %, chaque forme etant codee par des genes 
differents. Les deux formes de prolactine sont localisees dans les cellule du rostal pars distalis (RPD) 
mais sont regulees differemment durant leur developpement, par des changements dans la nutrition ou 
encore la salinite (Borski et al, 1992). Des etudes menees chez plusieurs teleosteens, incluant le tilapia 
ont montre qu'il existe une relation inverse entre la salinite et l'activite des cellules a prolactine in viva 
ainsi qu'entre l'osmolalite du milieu et la secretion de PRL in vitro. La prolactine a des effets marques 
sur la morphologie, la distribution et le nombre de cellules a chlorures, qu'elle reduit. Elle exerce aussi 
une inhibition sur l'activite Na+/K+ ATPasique. 11 ne faut pas oublier l'effet de cette hormone sur la 
permeabilite branchiale : des etudes ont montre que la prolactine decroit la permeabilite des branchies 
et accroit la secretion de mucus, ce qui va contribuer a la regulation de la balance hydrominerale en 
faisant obstacle au passage des molecules dans les cellules des branchies (Bentley, 1998). 

1.3.2 Le cortisol 

Le cortisol (Fig.8) est le plus actif et le plus abondant des 
corticosteroYdes dans le sang des poissons. Sa structure est 
fortement conservee chez tous les vertebres chez lesquels il se 
retrouve. La secretion de cortisol est sous la dependance de l 'axe 
hypothalamo-hypophyso-interenal. Dans l'etape finale, la 
secretion de l' ACTH (adenocorticotropic hormone) stimule le 

tissu interenal qui secrete le cortisol. Les cibles premieres sont les 
branchies, les intestins et le foie, refletant bien les deux principales 
fonctions identifiees jusqu'alors pour cette hormone : 
l' osmoregulation et l' entretien du metabolisme energetique 
(Wondelaar Bonga, 1997). 

Cl-f20H 
I 

HJC C=O 
• I 

-OH 

Figure 8: Formule du cortisol. 
(Source : fit-zone.corn) 
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Le taux de cortisol augmente avec la salinite, ce qui entraine une augmentation de la densite et de la 
taille des cellules a chlorure, accroit le nombre de mitochondries, l'activite ATPasique ainsi que la 
permeabilite de la vessie. 

1.3.3 L'axe GH-IGF-1 

L'hormone de croissance GH (growth hormone) appartient a la meme famille de peptide que la 
prolactine. Ces deux hormones partagent des similarites dans la sequence d'acides amines. Elles 
proviennent certainement de la duplication d'un meme gene ancestral. De nombreuses etudes ont etabli 
que la GH peut etre consideree comme une hormone jouant un role primordial dans !'adaptation des 
poissons a l'eau salee (Yada & Hirano, 1992). De nombreuses actions de la GH sont mediees grace a 
l'IGF-I (Insuline like growth factor I). 

L'IGF-I est un polypeptide de 70 acides amines produit principalement dans le foie mais aussi dans 
plusieurs autres tissus. 

Longtemps on a cru que l'action de la GH et de l'IGF-I dans l'osmoregulation etait associee a la 
migration et au cycle de croissance des saumons, mais des etudes recentes ont montre que les effets de 
ces deux hormones sur l'acclimatation a la salinite sont largement repandus chez les teleosteens 
(Kajimura et al., 2002). L'etude de leurs mecanismes d'actions indique que les branchies sont une 
cible importante (McCormick, 1995). 

L'administration de GH et d'IGF-I entraine une augmentation des niveaux d' ARNm et /ou une 
augmentation de l'activite Na+/K+ ATPasique. Il y a une forte interaction entre la GH et le cortisol 
dans la regulation de la secretion des sels. Leur action apparait etre synergique. Par exemple, une 
injection de GH et de cortisol a des effets plus importants que chacune des hormones injectees 
separement (Mc Cormick, 2002). De plus, Sedelin et al. (1999) ont demontre que ces hormones 
injectees simultanement avaient aussi un effet additif sur !'expression de la Na+/K+ ATPase ainsi que 
sur le nombre de cellules a chlorures. 
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2 MATERIEL ET METHODES 

2.1 EXPERIENCE 1 

2.1.1 Les animaux 

Au cours de cette expenence, qui s'est deroulee au CIRAD a Montpellier, deux 
populations de Sarotherodon melanotheron originaires du Senegal (Fig.9) ont ete 
utilisees : 

La population du Saloum a ete collectee a Foundiougne (Fig.10) en 2004 sur l'estuaire 

Figure 9: Localisation du 
du Saloum ou la salinite varie entre 48 et 94 %0. Ces poissons ont ete ramenes en 

Senegal. (Source : cueep
tg.univ-lillel.fr) 

France, eleves et 
reproduits en eau 
douce dans des 

aquanums de la serre du 
GAMET (Groupe Aquaculture 
Mediterraneenne et Tropicale) a 
Montpellier. 

La population de Saint 
Louis a ete collectee en 2003 a 
Ross-Bethio (region de Saint 
Louis (Fig.10) sur le fleuve 
Senegal OU la salinite est 
d'environ 2 %0 avant d etre 
transportee en France, ou les 
poissons ont ete stockes dans des 
aquariums d'eau douce. Les 
descendants des individus de ces 
deux populations ont ete utilises 

pour nos etudes. 
Figure 10: Localisation des deux populations de Sarotherodon melanothero11. 

. . . (Source : urantia.com) 
Ces populat10ns ont ete ch01s1es 
car elles presentent un grand interet. Appartenant a la meme espece, elles ont subi des pressions de 
selections et une evolution differente au cours de siecles les amenant a vivre dans des milieux tres 
differents alors qu'elles avaient a la base les memes capacites d'adaptation. 

Pendant toute la duree de !'experience, les poissons ont ete nourris deux fois par jour avec des granules 
Biomar. 
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2.1.2 Transferts et prelevements de Sarotherodon melanotheron 

Les poissons, ages de deux mois et pesant entre 0,5 et 2 grammes ont ete preleves a la serre du 
GAMET avant d'etre transportes au laboratoire d' Aquaculture du CIRAD (Centre International en 
Recherche Agronomique pour le Developpement) a Baillarguet et mis en lots dans des aquariums de 
30 litres contenant de l'eau douce. Avant tout transfert, ces poissons vont etre acclimates pendant 48 
heures a leur nouvel environnement. 

Transfert direct sans stress 

Deux transferts directs sans stress ont ete effectues: a) de O %0 a 35 %0 et b) de O %0 a 70 %0. Ces 
transferts ont ete realises a l'aide d'un tuyau qui aspire progressivement l'eau douce de maniere a 
stresser le moins possible les poissons. L' eau douce a ensuite ete remplacee par de l' eau salee preparee 
a partir de sel de mer artificiel (Instant Ocean®) et d'eau a 27°C prealablement dechloree par bullage. 

Transfert direct de O %0 a 35 %0 avec stress 

Lors du transfert, qui se deroule comme precedemment, les poissons sont peches a l'aide d'un filet et 
souleves au dessus de la surface de l' eau de maniere a les stresser. 

Transfert et cinetigue de prelevement 

Saint Louis 

Saint Louis O %0 prelevements a ah, 24h, 2i, 1oj 

Transfert direct 
sans stress 

35 %0 

~ 

Transfert ~irect sans 
stress 

70 %0 

l 
Prelevements a 8h, 24h, 2j, 1 Oj 

Transfert direct avec 
stress 

35 %a 

/ 
Figure 11: Transfert et cinetique de prelevement pour la population de St Louis. 

Dix poissons des lots temoins (0 %0) ayant subi ou non un stress ont ete sacrifies a 8h, 24h, 2j et lOj. 
Deux autres lots de 50 individus chacun ont ete transferes directement, avec ou sans stress dans de 
l'eau salee a 35 %0 avant d'etre sacrifies a raison de 10 individus, 8h, 24h, 2j et lOj apres leur transfert 
(Fig.11). 
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Saloum 

Trois lots, un lot temoin (0 %0), un lot 
ayant subi un transfert direct sans stress a 
35 %0 et un lot ayant ete transfere a 70 %0 
comprenant chacun 40 individus ont ete 
echantillonnes comme precedemment 
(Fig.12). 

Prelevements 

Saloum o %a prelevements a ah, 24h, 2j, 1oj 

35 %0 70 %0 

Prelevements a 8h, 24h, 2j, 1 Oj 

Figure 12: Transfert et cinetique de prelevement pour la 
population du Saloum. 

Apres decapitation, les branchies des poissons ont ete prelevees a l'heure adequate, quatre ont ete 
placees dans du Bouin et 5 dans de l'azote liquide avant d'etre stockees a -80°C. Une fois les branchies 
prelevees, les tetes des poissons sont elles aussi placees soit dans du Bouin, soit congelees. Tous les 
echantillons sont stockes au CIRAD de Baillarguet en vue d'etre envoyes a l'institut de biologie 
marine d'Hawaii afin d'y etre analyses. 

2.2 EXPERIENCE 2 

2.2.1 Animaux et transferts 

Des tilapias (Oreochromis mossambicus) ont ete eleves pendant une semaine dans des aquariums de 
120 litres contenant de l'eau douce a 25°C sous une photoperiode normale a l'institut de biologie 
marine d'HawaL 

Des males et des femelles pesant 
entre 2 et 5 grammes ont ensuite ete 
transferes dans des aquariums de 40 
litres contenant soit de l' eau douce, 
soit de l' eau a 22 %0. Les poissons ont 
ete sacrifies 8h, 24h, 48h et 7 jours 
apres leur transfert (Fig.13). 

Transfert direct 

• 
Eau douce 

Bh 24h 48h ?j 

• 
Transfert direct Bh 24h 48h 

?j 

Figure 13: Transfert direct et cinetique de prelevement pour 
Oreochromis mossambicus. 
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Le sang des differents individus a ete collecte en utilisant une micro methode : grace a un capillaire 
affine et fac;onne en forme d'aiguille a l'aide d'une flamme, on aspire le sang du poisson qu'on a 
prealablement filete sur un cote en perc;ant l' artere se situant juste en dessous de la colonne vertebrale 
a l'aide du capillaire. Immediatement apres la collecte, le plasma a ete separe par centrifugation a 3000 
rpm pendant 3 minutes et les echantillons ont ete stockes a temperature ambiante en attendant d'etre 
analyses en France. 

Les animaux ont ensuite ete rapidement decapites et les filaments branchiaux ont ete preleves pour 
mesurer l'activite Na+/K+ ATPasique. Ces echantillons ont ete places dans du SEI buffer (150 mM 
Sucrose, 10 mM EDTA, 50 mM Imidazole, pH= 7,3), congeles dans de l'azote liquide et conserves a 
-80° C jusqu'a !'analyse. 

L 'hypophyse des poissons a aussi 
ete prelevee, placee dans de l' eau 
distillee et gardee a -80°C 
jusqu'a ce que les taux de 
prolactine et de GH puissent etre 
mesures par dosage radio
immunologique. 

10 jour 

---. 

Eau sal 

Eau 

8h 

L 
8h 

• 

24h 48h 7j 

24h 48h 7j 

Un autre groupe de poissons a ete 
acclimate graduellement a 3 5 %0 
( eau de mer) sur deux semaines 
et maintenus a cette salinite 
pendant une semaine. Les 
animaux ont ensuite ete 
transferes dans des aquariums de 
40 litres contenant soit de l' eau 
de mer (35 %0), soit de l'eau 
douce (Fig 14). Figure 14: Acclimatation progressive, transfert et cinetique de prelevement 

d'Oreochromis mossambicus. 

Les poissons ont ete tues a des 
intervalles de temps differents. Les echantillons ont ete preleves comme precedemrnent. 

2.2.2 Dosages radio-immunologiques 

r 

zi' 

Figure 15: Compteur de radioactivite utilise lors 
des RIA. (Source : pemed.com) 

Specker et al ont montre en 1985 que la reponse des 
deux prolactines : PRL1gg et PRL177 etaient les memes, 
seuls les taux de PRL188 vont done etre mesures. 

Les taux de GH et de PRL1&8 vont etre determines par 
dosage radio-immunologique (RIA) a partir de la 
procedure etablie par Ayson et al. (1993) (Fig.15). 
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2.2.3 Mesure de l'activite Na+/K+ ATPasique 

L'activite Na+/K+ ATPasique a ete mesuree en utilisant la procedure decrite par Mc Connick en 1993. 

Les echantillons ont ete homogeneises a l'aide d'un broyeur manuel dans du SEI buffer dans lequel on 
a ajoute 1 % de deoxycholite et centrifuges a 5000 g pendant 30 secondes. Le sumageant a ensuite ete 
recupere et incube avec du tampon contenant du NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide reduit). 
L'oxydation du NADH a ete mesuree a 340 nm pendant dix minutes a temperature ambiante en 
presence ou absence de 0,5 mM de ouaba"ine, un inhibiteur specifique de la Na+/K+ ATPase. 

La teneur en proteines a ensuite ete mesuree grace a un kit (Coomassie blue protein assay kit ; Biorad, 
500-0002), utilisant l'albumine bovine comme standard. 

2.2.4 Analyse statistique 

La comparaison de l' activite A TPasique des branchies du groupe contr6le et du groupe ayant subi les 
transferts s'est faite en utilisant let-test. 

Les effets de la salinite et du temps apres transfert ont ete analyses grace a un test de comparaison 
multiple avec correction de Dunnett. 

Dans les deux cas, l'homogeneite des variances a ete verifiee grace au test de Bartlett. 
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3 RESULTATS 

3.1 TRANSFERTS 

Experience 1 : Sarotherodon melanotheron 

Les deux populations de S. melanotheron, Saloum et Saint Louis survivent a un transfert direct de 
l'eau douce a l'eau de mer (35 %0) et ce, meme si on les stresse. En revanche, le passage de l'eau 
douce a l'eau salee a 70 %0 (deux fois la concentration de l'eau de mer) a ete fatal aux poissons des 
deux populations. Au bout d'une heure, les 50 individus que comptait la population de Saint Louis sont 
morts et au bout de trois heures, on ne compte plus aucun survivant parmi la population de Saloum 

Experience 2 : Oreochromis mossambicus 

Oreochromis mossambicus tolere bien le passage de l'eau douce a l'eau salee a 22 %0. En revanche, 
lors d'un transfert direct a l'eau de mer (35 %0), la totalite des individus sont morts en moins de 24 
heures. Cependant, en augmentant la salinite de 7 grammes par litre tous les deux jours, on peut 
facilement amener ces poissons a survivre en eau de mer sans mortalite. 

3.2 ANALYSES 

Les echantillons preleves a Montpellier sur les populations de S. melanotheron etant arnves 
decongeles a HawaY (delai non respecte par le transporteur Fedex), aucune analyse n'a done pu etre 
conduite sur ces p~issons. 

3.2.1 Mesures d'osmolarite 

Les echantillons de plasma censes etre analyses de retour a Montpellier ont ete saisis par la douane 
americaine, nous n'avons done aucun resultat en ce qui concerne ce parametre. 

3.2.2 Dosages radio-immunologiques 

Deux dosages radio-immunologiques (RIA) ont ete conduits sur les homogenats hypophysaires des 
Oreochromis mossambicus, malheureusement, suite a une erreur dans les dilutions et a un probleme 
technique de la machine, les resultats obtenus n' ont pas pu etre analyses. 
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3.2.3 Activite Na+/K+ ATPasique 

Transfert eau douce-eau salee a 22 %0 

L'activite Na+/K+ ATPasique des branchies de huit individus de chaque groupe d'O. mossambicus a 
ete mesuree. Le premier groupe a ete sacrifie avant tout transfert, puis apres 8h, 24h, 48h et 7j passes 
soit dans l'eau douce, soit dans de l'eau a 22 %0 . La figure 16 ci-dessous montre les resultats obtenus. 

Activite de la Na/K ATPase 

- 2 -i 
e J 
] 1,8 j 
~ 1,6 , 

t 1,4 1 ••• ··-.r~* 
*** 

i. 

~ 1,2 , • aaa- - + - transfert eau douce - eau 

.§ 1 . • ' salee a 22ppt 
a.. ** , ......_ transfert eau douce - eau 

~08 ~ .· • ~ douce I *** ,. • UI • • 
~ . o 0,6 ~ -~ - ----_-_ -~-~ ..... ~ - - - ~ 

§.04 1 ~ . 
-~ . I 
~ OOO 

~ o.: J_I ____ ,--------~----~-----,,---------

Cl 'o"<c- ~"<c- t;,..'o"<c- "" 
Temps apres transfert 

Figure 16: Activite Na+/K+ ATPasique !ors d'un transfert direct a 22 %0 chez Oreochromis mossambicus (n=8). Donnees 
exprimees sous la forme de moyenne ± S.E.M. ***, ** Difference significative dans l'activite de la pompe en fonction du 

temps apres transfert a 0.1 et 5 % respectivement. aaa Difference significative entre les deux groupes a p<0.001. 

L'activite Na+/K+ ATPasique des poissons transferes de l'eau douce a d'autres aquariums contenant de 
l'eau douce (lot temoin) varie peu du debut a la fin de !'experience et est en moyenne de 0,64 µmole 
ADP/mg de proteine/heure. 

En revanche, en ce qui conceme les poissons transferes directement de l' eau douce a l' eau salee a 22 
%0, on observe une augmentation significative de l'activite de la Na+/K+ ATPase au bout de 24 heures, 
passant de 0,6 µmole ADP/mg de proteine/heure a O et 8 ha plus de 0.8 au bout de 24 h pour ensuite 
atteindre un maximum de 1. 7 a 48 heures apres transfert avant de diminuer et de retomber a 1,3 µmole 
ADP/mg de proteine/heure 7 jours apres le transfert. 
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Transfert eau de mer-eau douce 

Au cours de cette experience, l' activite de la Na+ /K+ A TPase a ete mesuree avec la meme cinetique 
que precedemment. Les poissons, prealablement adaptes a l' eau de mer ont ensuite ete transferes soit 
dans de l' eau de mer, soit dans de l' eau douce et sacrifies a 8h, 24h, 48h et 7j (Fig.17). 

Activite de la Na/K ATPase 
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Figure 17: Activite A TPasiq ue apres acclimatation a 35 %0 et transfert en eau douce chez Oreochromis mossambicus 
(11=8). Donnees exprimees sous la forme de moyenne ± S.E.M. ***, ** Difference significative dans l'activite de la 

pompe en fonction du temps apres transfert a 0.1 et 5 % respectivement. aaa Difference significative entre les deux 
groupes a p<0.001. 

L'activite de la pompe a sodium du groupe temoin en eau salee (transfert eau salee - eau salee) est en 
moyenne de 1,99 µmole ADP/mg de proteine/heure. 

Pour ce qui est des groupes transferes de l'eau salee a l'eau douce, on observe une diminution de 
l'activite de la Na+/K+ ATPase au bout de 48 h. En effet, l'activite, initialement de 1,9 a 2 µmoles 
ADP/mg de proteine/heure en eau salee, tombe a 1,4 µmole ADP/mg de proteine/heure apres 2 jours 
passes en eau douce et continue de diminuer jusqu'a atteindre 0,8 µmole ADP/mg de proteine/heure 7 
jours apres le transfert, soit une activite divisee par 2,5 par rapp01t a l'activite de depart relevee en eau 
de mer. 
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4 DISCUSSION 

4.1 TRANSFERTS 

Oreochromis mossambicus et Sarotherodon melanotheron comptent parmi les especes les plus 
euryhalines. Chervinski et Hering rapportent en 1973 que les 0. mossambicus survivent, grandissent et 
se reproduisent en eau de mer. S. melanotheron lui, prospere dans les lagunes cotieres d' Afrique de 
l'Ouest ou les variations de salinite peuvent etre considerables, passant de O %0 apres de fortes pluies a 
35 %0, et meme dans certains regions extremes a plus de 110 %0 lors de secheresses pendant lesquelles 
!'evaporation est importante (Pauley, 1976). 

Bien que supportant tous deux de vivre dans des eaux contenant plus de 110g de sel par litre lors d'un 
transfert progressif, on observe pourtant des differences entre 0. mossambicus et S. melanotheron lors 
de transferts directs. En effet, nos deux populations de S. melanotheron tolerent tres bien un passage 
direct de l'eau douce a l'eau de mer (35 %0) alors que ce transfert s'avere fatal aux 0. mossambicus. 
Ceci peut etre explique par une mise en place plus rapide des mecanismes d'osmoregulation chez S. 
melanotheron. La nature a du, au cours des siecles, selectionner les individus les plus adaptes a 
survivre aux changements de salinite brutaux qui s'operent dans !'habitat naturel de ces poissons. 

Aucune des deux especes n'a pu survivre a un transfert direct a 70 %0 (deux fois la concentration de 
l'eau de mer). Le changement est trop brutal et trop important pour que les mecanismes de regulation 
soient mis en place a temps afin de permettre la survie des poissons. Des changement de cette ampleur 
et aussi brutaux sont de toutes manieres peu probables en conditions naturelles. 

Des differences ont aussi ete relevees entre les deux populations de S. melanotheron. Lors du passage 
direct eau douce - eau salee a 70 %0, les individus de la population originaire de Saint Louis sont marts 
deux heures avant ceux de la population venant du Saloum. Bien qu'etant de la meme espece, ces deux 
populations n'ont semble t'il pas conserve les memes capacites d'adaptation a la salinite. La encore, 
les differences peuvent etre expliquees par la selection qui s'est operee en relation avec les contraintes 
s'exen;:ant dans le milieu de vie naturel des individus. 

4.2 ACTIVITE NA+/K+ ATPASIQUE 

La pompe a sodium joue un role central dans !'excretion des ions monovalents en eau salee, son 
activite sert d'indicateur fiable en ce qui concerne l'adaptabilite a l'eau salee chez de nombreuses 
especes de poissons (Mc Cormick, 1995). L'augmentation de l'activite Na+/K+ ATPasique et la 
capacite des poissons a tolerer un environnement hyper osmotique sont correlees, non seulement chez 
les saumons (Ba:uf, 1993) mais aussi chez le tilapia (Kiiltz et al. , 1992). 

L'activite enzymatique obtenue au cours de cette etude, 0,64 µmole ADP/mg de proteine/heure pour 
les poissons transferes en eau douce et 1,9 µmole ADP/mg de proteine/heure pour les poissons eleves 
en eau de mer, est legerement inferieure aux valeurs relevees lors d'etudes precedentes ou l'activite de 
la pompe a sodium est environ egale a 1 µmole ADP/mg de proteine/heure pour les poissons eleves en 
eau douce et de l'ordre de 2 a 3 µmoles ADP/mg de proteine/heure pour les poissons en eau salee). 
Ceci peut s'expliquer par le fait que les echantillons utilises lors d'une analyse precedente avaient ete 
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homogeneises et decongeles une premiere fois. L'activite se mettant a decroitre immediatement apres 
homogeneisation des tissus dans le SEID, il est normal que les valeurs relevees soient legerement 
inferieures aux valeurs attendues. 

L'activite enzymatique obtenue dans cette etude augmente de maniere remarquable avec la salinite 
(l'activite de la pompe a sodium chez les poissons en eau de mer est significativement superieure a 
celle relevee pour les poissons transferes en eau douce ), ce qui est en accord avec les etudes 
precedentes (Dange, 1985). Ceci peut etre explique par le fait qu' en eau salee les poissons vont devoir 
faire face a une augmentation de la concentration plasmatique en ions sodium, ions qui penetrent la 
cellule par diffusion; l'activite de la Na+/K+ ATPase va done etre revue a la hausse pour eliminer le 
Na+ et maintenir constant le milieu interieur. 

Lors du passage de l' eau douce a l' eau salee a 22 %0, il faut attendre 24 a 48 heures pour voir un 
changement dans l'activite de la Na+/K+ ATPase branchiale. Il en est de meme lors du transfert de 
l' eau de mer vers l' eau douce. Ce laps de temps est necessaire au recrutement de nouvelles cellules a 
chlorures, a la croissance des cellules a chlorures existantes ainsi qu'aux modifications dans 
l 'ultrastructure des cellules (Kiiltz et Jtirss, 1993 ; McCormick, 2002). 

Les hormones qui peuvent etre impliquees dans les changements branchiaux permettant l' adaptation 
des tilapias a des eaux salees sont primordialement la GH, le cortisol et l'IGF-I. En effet, des etudes 
precedentes ont montre que les saumons traites par des implants de GH pendant 7 a 14 jours presentent 
une forte activite de la Na+/K+ ATPase branchiale (McCormick, 1996). Dans cette meme etude une 
combinaison des traitements GH et cortisol a induit une augmentation de l'activite de la pompe a 
sodium. Le meme phenomene a ete demontre chez le tilapia 0. mossambicus apres un traitement in 
vitro par le cortisol. L' augmentation de l' activite A TPasique est, dans le cas du tilapia, associee a une 
augmentation de la taille des cellules a chlorures ainsi qu'au nombre de ces cellules (McCormick, 
1990). Dans notre travail !'augmentation d'activite de la Na+/K+ ATPase branchiale est probablement 
due a une elevation du nombre de cellules a chlorure branchiales. Ces modifications dans les cellules a 
chlorures ne sont pas instantanees et necessitent au minimum 24 a 48 heures pour se mettre en place. Il 
reste a determiner si ces changements sont dus ou non a des augmentations des taux de cortisol. En 
effet un traitement au cortisol administre a des 0. mossambicus en eau douce a augmente le nombre de 
cellules a chlorures ainsi que la densite des pompes Na+/K+ ATPase dans les branchies lors d'etudes 
precedentes (Dang et al., 2000). 
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CONCLUSION 

En conclusion, cette etude confirme la grande capacite d'adaptation des tilapias aux conditions de 
salinite du milieu et plus particulierement des deux populations de S. melanotheron originaires du 
Senegal, qui, contrairement au tilapia 0. mossambicus supportent un transfert direct de l'eau douce a 
l' eau de mer. 

En eau salee, quelques transporteurs au niveau des branchies sont impliques dans la secretion active de 
sels (qui penetrent par diffusion) permettant au poisson de garder un milieu inteme constant. Parmi 
eux, la Na+/K+ ATPase branchiale est consideree comme le transporteur majeur en eau salee. 
L'activite ATPasique des 0. mossambicus a ete mesuree. La encore cette etude confirme la correlation 
entre l'activite de la Na+/K+ ATPase et la concentration en sels du milieu. Plus le milieu est riche en 
sels, plus l'activite de la pompe va etre importante, jusqu'a atteindre 2 µmoles/mg de proteine/heure en 
eau de mer alors qu'elle n'etait que de 0,6 en eau douce. 

Les changements dans l'activite de la pompe lors d'un transfert ne sont pas immediats. 11 faut attendre 
48 heures pour que l' accroissement de l' activite soit visible lors d 'un passage a l' eau de mer et le 
meme temps pour noter une diminution de cette activite lors d'un passage eau de mer - eau douce. Ce 
laps de temps est necessaire au recrutement, au grossissement des cellules a chlorures a chlorures ainsi 
qu'aux modifications structurales que vont subir ces cellules. 

Cette etude s'est heurtee a de nombreux problemes aussi bien en ce qui conceme les echantillons des 
deux populations de S. melanotheron qui sont arrives decongeles sur leur lieu d'analyse, que les 
echantillons des 0. mossambicus, qui n'ont pas pu etre analyses dans leur totalite. Nous proposons 
done de reconduire !'experience afin de verifier si un marqueur de tolerance a la salinite peut etre 
valide et ainsi faciliter les recherches d'especes d'interet aquacole capables d'etre elevees en milieu 
saumatre, voire sale. 
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