S20323F BRH 4240

Université Montpellier II
Sciences et Techniques du Languedoc
Place Eugéne Bataillon
34095 MONTPELLIER Cedex 5

CIRAD-EMVT
Campus International de Baillarguet
TA30/B
34398 MONTPELLIER Cedex 5

DIPLOME D'ETUDES SUPERIEURES SPECIALISEES
PRODUCTIONS ANIMALES EN REGIONS CHAUDES

Année 2004-2005

RAPPORT DE STAGE

RECHERCHE D’UN MARQUEUR DE
RESISTANCE A LA SALINITE CHEZ LE
TILAPIA SAROTHERODON
MELANOTHERON

st

CiRAD-D = souE

OT
Par TE BIBLY
UN‘ o u et

Christelle ERUDEL

Le 19 octobre 2003

Laboratoire d'accueil : Hawaii Institute of Marine Biology
University of Hawaii-Manoa
BA

es de stage: Jean-Francois Baroiller, Helena D’COTTA et Testsuya HIRANO
TH1310 . ’ Y

o

*000073231*



RESUME

Face aux perspectives d’accroissement de la population mondiale, la péche ne suffira pas a satisfaire la
demande en produits halieutiques & moins de mettre en péril les stocks naturels. L’aquaculture
s’impose donc comme une solution inévitable pour 1’avenir. Malheureusement, la disponibilité en eau
douce pour cette pratique est de plus en plus réduite. La valorisation des eaux marines et saumaétres
représente donc un enjeu important. Le but de cette étude était de rechercher un marqueur de résistance
a la salinité chez deux populations de Sarotherodon melanotheron habitant dans des environnements
salins tres différents, de maniére a pouvoir prédire ensuite la capacité des individus/populations de
cette espéce a supporter les concentrations en sels de certains milieux d’élevage et de comparer les
résultats obtenus avec une autre espéce de tilapia : Oreochromis mossambicus. Suite a de nombreux
problémes, liés a leur transport aux USA, les échantillons prélevés sur les deux populations de
Sarotherodon melanotheron n’ont pas pu étre analysés. Seules les expériences de transfert ont pu étre
réalisées sur les deux especes. Elles confirment bien la grande capacité d’adaptation des tilapias aux
conditions de salinit¢ du milieu et plus particuliérement des 2 populations de Sarotherodon
melanotheron, qui, contrairement au tilapia Oreochromis mossambicus supportent un transfert direct
en eau de mer (35 %o). Seule I’activité de la Na'/K" ATPase a été mesurée chez Oreochromis
mossambicus, mettant bien en évidence la corrélation entre I’augmentation de ’activité de la pompe a
sodium et les concentrations croissantes en sels du milieu, activité passant de 0,6 pmole ADP/mg de
protéine/heure en eau douce a prés de 2 en eau de mer. Cette étude nous apprend aussi que lors d’un
transfert, qu’il soit prograde ou rétrograde, il faut attendre 48 h pour voir un changement significatif
dans l’activité ATPasique, ce laps de temps étant nécessaire au recrutement de nouvelles cellules a
chlorures ainsi qu’aux modifications structurales de ces cellules.
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INTRODUCTION

On a longtemps considéré que la mer offrait des ressources inépuisables, mais il faut bien se rendre a
I’évidence, capturer une tonne de poisson cofite de plus en plus cher. L’effort de péche va s’intensifiant
et selon la FAO (Food and Agriculture Organization) 60 % des stocks de poissons recensés sont soit
surexploités, soit en diminution. Dans le méme temps, la croissance mondiale est telle qu’on sait
aujourd’hui que la péche ne suffira pas a satisfaire la demande en produits halieutiques sans mettre en
péril les stocks sauvages. L’aquaculture s’impose donc comme une solution inévitable pour 1’avenir.
Avec une production estimée a plus de 48 millions de tonnes en 2001, I’aquaculture représente plus du
tiers de la production halieutique mondiale. Malheureusement, 1’agriculture, 1’industrie et les usages
domestiques limitent la disponibilit¢ de I’eau douce pour 1’aquaculture. La valorisation des eaux
marines & saumatres représente donc un enjeu important. Certaines espéces de tilapia posseédent les
potentialités pour vivre et se reproduire dans de tels milieux. Ces poissons présentent de nombreux
avantages qui expliquent leur succes en aquaculture : frais de nourriture faibles ou encore reproduction
aisée en élevage. Aujourd’hui, 92 % de la production est réalisé en eau douce (FAO, 1999a). Le
probléme est donc de trouver des espéces tolérant les eaux salées et possédant un taux de croissance
élevé. Actuellement, de nombreuses études (longues et cotliteuses) sont menées sur la physiologie des

poissons afin de mettre en évidence les espéces, naturelles ou hybrides, répondant le mieux a ces
criteres.

Le probléme des espéces vivantes, qu’elles habitent les eaux douces ou salées, est le maintien de la
balance hydrominérale, qui est fondamental a la vie. Certaines espéces vivent dans des habitats ou la
salinité varie et peut étre tres différente de leur environnement interne. Dans ce cas, le probléme pour
ces organismes est de maintenir leur milieu interne constant face aux gradients électrique et chimique
qui vont induire des flux de solutés ou d’eau vers I’organisme ou vers I’extérieur. L.’organisme n’étant
pas imperméable il est parfois nécessaire d’utiliser de 1’énergie (transport actif) afin de faire bouger
ces solutés contre leur gradient électrochimique pour maintenir I’homéostasie.

La plupart des poissons maintiennent la concentration de leur milieu interne a 30 % (environ) de 1’eau
de mer (Evans, 1979). En eau douce

les poissons doivent faire face a

I’entrée d’eau et a la perte d’ions a Eam Jouee

travers leur urine et la branchie, un
tissu épithélial perméable, alors
qu’en eau salée ils doivent faire face
a une perte d’eau par osmose et a
une entrée massive de sels (Fig.1).

Perte de oel: eutree d'eau

Puisque le rein des téléostéens n’est
pas capable de fabriquer une urine
concentrée pour éliminer les sels en S i Entrée dee Flrted’au
eau salée et puisqu’en eau douce les
sels sont perdus, un autre organe doit
étre utilis€é pour la régulation des

solutés, cet organe est la branchie. Figure 1: mouvement d'ions et d'eau en eau douce et en eau salée.
(Source : ipfw.edu)




Les objectifs de cette étude sont :

D’essayer de trouver un marqueur de résistance a la salinité chez deux populations de
Sarotherodon melanotheron de maniére a savoir avec certitude et plus facilement si les poissons
seront en mesure de supporter les concentrations en sels du milieu évitant ainsi les longues études et
facilitant la recherche d’espéces capables d’étre élevées en eau saumétre ou salée. Pour cela,
différentes analyses telles que la mesure d’osmolarité, les taux de GH et de prolactine hypophysaire
ainsi que la mesure de 1’activité de la Na'/K* ATPase branchiale doivent étre conduites.

De mesurer les effets de la salinité environnementale sur 1’osmolarité, les taux de GH et de
prolactine ainsi que 1’activité de la Na'/K" ATPase chez Oreochromis mossambicus, un tilapia qui
présente une forte résistance a la salinité afin de les comparer aux mesures relevées pour les deux
populations de Sarotherodon melanotheron.



1 LES TILAPIAS, LES CELLULES A CHLORURES ET LA NA'/K*
ATPASE

1.1 LES TILAPIAS

La famille des Cichlidae est composée de plusieurs milliers d’espéces d’eaux douces et d’eaux
saumatres, réparties principalement en Afrique et en Amérique tropicale, avec quelques représentants
en Asie ainsi qu’a Madagascar. Regan (1920) sera le premier a différencier plusieurs groupes chez les
Cichlidae sur la base de caractéres ostéologiques. Depuis ces travaux, la systématique et les relations
phylogénétiques au sein de cette famille ont été souvent controversées.

La classification la plus récente, proposée par Trewavas (1982, 1983), basée a la fois sur les caractéres
morphométriques, méristiques et comportementaux est la moins controversée.

Selon Trewavas, les tilapias seraient composés des genres :

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

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

Tilapia, rassemblant
I’ensemble des espéces pratiquant la
ponte et I’incubation sur substrat (30

Bk "_-':'!: 'f, wwﬁcg-on

ot

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

Les tilapias possédent beaucoup de qualités expliquant leur succeés en élevage. Ils présentent
d’excellents taux de croissance, méme avec une alimentation pauvre en protéines, peuvent s’adapter a
des conditions environnementales trés variées, sont peu sensibles aux maladies, ont des temps de
générations courts et sont capables de se reproduire en captivité avec facilité¢ (Lowe-McConnel, 1982).

Les différences de comportement reproducteur chez les tilapias ont été décrites tout d’abord par
Baerends & Baerends Van Roon en 1950, puis en 1959 par Lowe-McConnel.

Les tilapia (sensu stricto) sont monogames pendant la durée de ’incubation, les couples s’apparient
bien avant le frai. Lors de 1’accouplement, les ceufs sont déposés au fond d’un nid construit par le
male. Le role des parents est similaire chez les deux sexes.



Les Sarotherodon et les Oreochromis pratiquent 1’incubation buccale des ceufs.

Dans le cas des Oreochromis
(photo 2), aprés une parade
sexuelle, la femelle dépose un lot
d’ovules aussitot fécondés par le
male. La femelle reprend les
ceufs dans sa bouche et les y
garde une dizaine de jours
jusqu’a la résorption de la
vésicule vitelline. A ce stade, les
alevins s’échappent alors de la
cavité buccale de la mere dans

laquelle ils vont néanmoins se
réfugier en cas de danger. Ils
deviennent indépendants au bout
d’une semaine environ, a la taille de 11 mm, alors qu’ils mesuraient 4 a 5 mm a 1’éclosion (Baroiller et
al., 1997). Les alevins sont phytoplanctonophages. Une femelle en bonne condition se reproduit toutes
les 6 & 8 semaines a raison de 800 a 1000 ceufs en moyenne par ponte.

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

Chez les especes du genre Sarotherodon, c’est le male qui, aprés fécondation, se charge d’incuber les
ceufs dans sa cavité buccale en conditions normales. Un role des femelles peut cependant étre observé
lorsque le méle est trop petit et ne peut pas incuber la totalité de la ponte (Legendre et Ecoutin, 1989).

Dans le genre Sarotherodon, c’est I’espece Sarotherodon melanotheron, ayant pour origine 1’ Afrique
de I’Ouest, qui est la plus adaptée aux milieux salés. En milieu naturel, elle est couramment rencontrée
dans des salinités extrémes pouvant dépasser 130 %o (J.J. Albaret, comm. personnelle); en milieu
contr6lé, des salinités de 123 %o peuvent étre atteinte par des transferts progressifs (Lemarié et al.,
2004). En revanche, cette espéce lagunaire souffre d’une faible croissance et d’une mauvaise
conversion des aliments en eau salée (Legendre et al., 1989).

Parmi le genre Oreochromis, O. mossambicus est 1'une des espéces les plus euryhalines, elle peut
survivre, grandir et se reproduire en milieu marin mais ses performances de croissance sont faibles.



1.2 LES BRANCHIES

Les branchies sont les organes les plus importants chez les poissons en terme d’osmorégulation, jouant
un role aussi bien en eau douce qu’en eau salée. C’est en effet au niveau des branchies que se fait le
transport des ions, et particuliérement des ions sodium et chlorure : ions qui sont activement sécrétés
en eau salée et prélevés du milieu en eau douce.

Ces échanges d‘ions sont médiés par différents transporteurs et canaux localisés dans la cellule a
chlorure (CC).

1.2.1 Les cellules a chlorures

Les cellules a chlorures, encore appelées
cellules riches en mitochondries ou ionocytes
sont des cellules trés spécialisées,
caractérisées par de nombreuses
mitochondries et un systéme tubulaire en
continuité avec la membrane basolatérale

(Fig.2).

Figure 2: Coloration des mitochondries de cellules a
chlorures localisées dans I'épithélium lamellaire et
filamenteux. (Source : ajp-cell physiology)

I1 semblerait qu’il existe deux catégories de cellules & chlorures (alpha et béta), identifiées chez les
saumons, le tilapia et le guppy principalement. Elles différent de par leur densité électronique, leur
position et leur morphologie. (Pisam et Rambourg, 1991 ; Perry, 1997).

Les cellules alpha sont caractérisées par une membrane apicale lisse et une coloration péle par
rapport a leur densité €lectronique. Son systéme tubulaire présente un diameétre régulier dans
I’ensemble du cytoplasme (Pisam et Rambourg, 1991). Elles sont trés immunoréactives a la
Na'/K" ATPase. On pense qu’elles sont les précurseurs des cellules & chlorures généralement
rencontrées chez les poisons adaptés a 1’eau salée (Perry, 1997).

Les cellules béta sont localisées dans la portion interlamellaire des filaments, elles sont de plus
petite taille, avec une coloration plus foncée, ont une membrane apicale invaginée et sont trés
peu immunoréactives aux anticorps Na'/K* ATPasiques. On les retrouve seulement chez les
poissons adaptés a 1’eau douce.



1.2.2 Na'/K* ATPase

Les transporteurs majeurs impliqués au niveau des =<

branchies dans la sécrétion de sels en eau salée sont 2 B 40 TN
la Na'/K" ATPase (aussi connue sous le nom de © g .l /3 ; \
pompe a sodium) localisée dans la membrane : ' ‘
basolatérale, elle considérée comme transporteur -
principal, son activité varie en fonction de la salinité L& ;
du milieu (Fig.3); le Na'/K", 2CI" co-transporteur JE " /
(NKCC) et un canal a chlorure localisé en position ZE L, T
apicale jouent aussi un grand rdle. : oot o2 23 4

VWeeks

J7)
wn

La Na'/K" ATPase est composée de deux sous- Figure 3: Activité Na'/K® ATPasique chez
unités (Fig 4) : I'anguille au cours de transferts (FW: eau douce;
SW eau de mer). (Source : ipfw.edu)
(Y -~ La sous-unité alpha (113
- KD) est la sous unité
majeure. Elle lie I’ATP ainsi que les ions sodium et potassium et contient le
site de phosphorylation.

La sous-unité béta (35 KD) est absolument indispensable a ’activité du
complexe protéique. Des doutes existent encore en ce qui concerne la
structure de cette molécule, mais la séquence d’acides aminés laisse a penser
Figure 4: Schéma représentant qu’elle posséde 8 a 10 domaines transmembranaires.

la  Na/K" ATPase. (Source
ttuhsc.edu)

1.2.3 Effet de la salinité sur les cellules a chlorures

En eau salée

Les cellules a chlorures grossissent et proliférent lors d’une 5
acclimatation a des salinités croissantes chez beaucoup de
poissons euryhalins (Pisam et Rambourg, 1991 ) (Fig.5). De S= el :
nouvelles cellules a chlorures sont recrutées a partir de = = / N,
cellules basales de 1’épithélium pendant que les cellules = = “° . e W
existantes s’élargissent. .

Des modifications de ’ultrastructure se produisent aussi. On =7 . i
observe une prolifération de la membrane basolatérale, une

arborescence du systéme tubulaire (Fujita et Yamamoto, gjgure 5: Nombre de cellules 2
1954), ainsi qu’une extension des invaginations basolatérales  chlorures chez I'anguille au cours

augmentant ainsi la surface d’échange (Pisam et Rambourg, de transferts (FW: eau douce; SW
1991). eau de mer). (Source : ipfw.edu)
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La surface apicale de la cellule a chlorure s’invagine pour former une crypte. Les cellules a chlorures
des poissons adaptés a 1’eau de mer ont une surface apicale plus lisse et réduite (Brown, 1992). La
présence d’une « cellule accessoire » adjacente a la cellule a chlorure a souvent été rapportée, et
associée au transfert des poissons euryhalins en eau saumaétre ou salée (Pisam et Rambourg, 1991 ;
Perry et Laurent, 1993). Cependant, pour un nombre limité d’auteurs, ces cellules représenteraient des
cellules & chlorures en cours de différenciation plutét qu’une catégorie de cellules distinctes
(Wendelaar Bonga et Van der Meij, 1989).

Les cellules a chlorures sont trés riches en Na'/K™ ATPase. Cette enzyme est fondamentale dans
I’excrétion des ions chez les poissons adaptés a 1’eau salée. Plus de 108 pompes a sodium sont
présentes dans une seule cellule a chlorure (Karnaky, 1986).

Plusieurs modeles ont été S

proposés pour les mouvements Na“
d’ions a travers les branchies. Le -
plus largement accepté pour les
mouvements ioniques en eau
salée est celui de Silva et al.
(1977). Ils suggeérent que les
pompes a sodium localisées dans
la membrane basolatérale créent
un gradient ionique et électrique
favorable a un échangeur Na'/Cl’
qui va faire pénétrer les ions
chlorures dans la cellules grace a
un co-transporteur Na'/K'/CI".
Les ions CI” vont ensuite quitter
la cellule par la surface apicale
grdce a un canal chlorure type
CFTR (Marshall et al. 1995).
Les ions Na' sont transportés
passivement de maniére para
cellulaire entre la cellule a
chlorure et la cellule accessoire,
dans le sens inverse du gradient

Ca?” K- Na” Na.K.2CI”
électrique (Fig. 6).

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

Les cellules a chlorures des poissons adaptés a 1’eau douce sont plus petites, ont un systeme tubulaire
moins développé et présentent des modifications en ce qui concerne leur surface apicale. Ces cellules
semblent étre des précurseurs aux cellules pleinement développées des poissons adaptés a 1’eau salée.

En eau douce, les branchies sont connues pour leur rdle dans 1’absorption d’ions, la régulation du
métabolisme acide-base et I’excrétion des ions ammoniac et ammonium en plus de leur rdle dans les

échanges respiratoires.

Les sites et les mécanismes
impliqués dans 1’absorption
des ions en eau douce ne sont
pas connus avec certitude.
Aussi bien les cellules a
chlorures que les cellules
pavements  peuvent  é&tre
impliquées sans le
prélévement des ions sodium
et chlorure. Les ions CI” sont
échangés contre des ions
HCO3" au niveau de la
surface apicale et vont
ensuite quitter la cellule au

niveau basolatéral en
remontant le gradient
électrochimique.

Il se pourrait que le sodium
pénétre 1”épithélium
branchial grace a un échange
avec les ions H+ ou a travers
un canal sodium couplé a une
H'-ATPase, pour ensuite
quitter la cellule par la
membrane basolatérale

Fresh water

Ca**

Blood Na™

grice a la Na'/K" ATPase Figure 7: Cellule a chlorure d'un poisson d'eau douce. (Source : ipfw.edu)

(Fig. 7).
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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 1’épithélium
branchial des poissons, soit en affectant directement le transport, soit en modifiant le taille et la
distribution des cellules dans 1’épithélium.

1.3.1 La prolactine

L’importance de la prolactine (PRL) dans 1’osmorégulation chez le poisson a été démontrée pour la
premiére fois en 1950 lors d’études sur le fondule barré (Fundulus diaphanus), un poisson euryhalin.
Six ans plus tard, Burden découvre que ces poissons ne sont pas capables de survivre en eau douce
aprés une hypophysectomie, suggérant qu’'un facteur de la glande pituitaire est impliqué dans
I’adaptation de cette espece a 1’eau douce.

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

Il est maintenant admit que la prolactine est ’hormone de 1’adaptation & I’eau douce chez la plupart
des téléostéens euryhalins.

Chez le tilapia (Oreochromis mossambicus), deux formes de prolactine ont été identifiées : une qui
contient 177 amino acides (tPRL;77) et une qui en contient 188 (tPRL;sg) (Specker et al., 1985).

L’homologie entre ces deux formes est de seulement 69 %, chaque forme étant codée par des génes
différents. Les deux formes de prolactine sont localisées dans les cellule du rostal pars distalis (RPD)
mais sont régulées différemment durant leur développement, par des changements dans la nutrition ou
encore la salinité (Borski et al, 1992). Des études menées chez plusieurs téléostéens, incluant le tilapia
ont montré qu’il existe une relation inverse entre la salinité et I’activité des cellules a prolactine in vivo
ainsi qu’entre 1’osmolalité du milieu et la sécrétion de PRL in vitro. La prolactine a des effets marqués
sur la morphologie, la distribution et le nombre de cellules a chlorures, qu’elle réduit. Elle exerce aussi
une inhibition sur 1’activité Na'/K" ATPasique. Il ne faut pas oublier I’effet de cette hormone sur la
perméabilité branchiale : des études ont montré que la prolactine décroit la perméabilité des branchies
et accroit la sécrétion de mucus, ce qui va contribuer a la régulation de la balance hydrominérale en
faisant obstacle au passage des molécules dans les cellules des branchies (Bentley, 1998).

1.3.2 Le cortisol CH,OH

c=0
Le cortisol (Fig.8) est le plus actif et le plus abondant des HC ™
corticostéroides dans le sang des poissons. Sa structure est HO <OH
fortement conservée chez tous les vertébrés chez lesquels il se H;C

retrouve. La sécrétion de cortisol est sous la dépendance de 1’axe
hypothalamo-hypophyso-interenal. Dans [’étape finale, la
sécrétion de ’ACTH (adenocorticotropic hormone) stimule le o)

tissu interenal qui sécrete le cortisol. Les cibles premieres sont les
branchies, les intestins et le foie, reflétant bien les deux principales
fonctions identifiées jusqu’alors pour cette hormone :
I’osmorégulation et I’entretien du métabolisme énergétique
(Wondelaar Bonga, 1997).

igure 8: Formule du cortisol.
(Source : fit-zone.com)
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Le taux de cortisol augmente avec la salinité, ce qui entraine une augmentation de la densité et de la
taille des cellules a chlorure, accroit le nombre de mitochondries, ’activit¢ ATPasique ainsi que la
perméabilité de la vessie.

1.3.3 L’axe GH-IGF-

L’hormone de croissance GH (growth hormone) appartient a la méme famille de peptide que la
prolactine. Ces deux hormones partagent des similarités dans la séquence d’acides aminés. Elles
proviennent certainement de la duplication d’un méme geéne ancestral. De nombreuses études ont établi
que la GH peut étre considérée comme une hormone jouant un réle primordial dans [’adaptation des
poissons a I’eau salée (Yada & Hirano, 1992). De nombreuses actions de la GH sont médiées grace a
I’IGF-I (Insuline like growth factor I).

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

Longtemps on a cru que I’action de la GH et de I’IGF-I dans 1’osmorégulation était associée a la
migration et au cycle de croissance des saumons, mais des études récentes ont montré que les effets de
ces deux hormones sur 1’acclimatation a la salinité sont largement répandus chez les tél€ostéens
(Kajimura et al., 2002). L’étude de leurs mécanismes 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 I’activité Na'/K™ ATPasique. Il y a une forte interaction entre la GH et le cortisol
dans la régulation de la sécrétion des sels. Leur action apparait étre synergique. Par exemple, une
injection de GH et de cortisol a des effets plus importants que chacune des hormones injectées
séparément (Mc Cormick, 2002). De plus, Sedelin ef al. (1999) ont démontré que ces hormones
injectées simultanément avaient aussi un effet additif sur 1’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

= A \)f

A2 T

Au cours de cette expérience, qui s’est déroulée au CIRAD a Montpellier, deux
populations de Sarotherodon melanotheron originaires du Sénégal (Fig.9) ont été
utilisées :

La population du Saloum a été collectée & Foundiougne (Fig.10) en 2004 sur I’estuaire

du Saloum ou la salinité varie entre 48 et 94 %o. Ces poissons ont été ramenés en
Figure 9: Localisation du France, élevés et

Sénégal. (Source : cueep-
tg.univ-lillel.fr) reproduits en eau

douce dans des
aquariums de la serre du
GAMET (Groupe Aquaculture
Meéditerranéenne et Tropicale) a
Montpellier.

Guoleloul
Nguvrmalade

\ahnc -Dakar
pﬁ__ Koki YyYang-Yang

B

olagbar
La population de Saint

Louis a été collectée en 2003 a
Ross-Bethio (région de Saint

. . 00 Z
Louis (Fig.10) sur le fleuve 4 / S
Sénégal ou la salinité est jarouWu Vélingara),
9 > 0 A S Y3 20 M/BL. GOS“M
d’environ 2 %o avant d étre B Ve _ & THIES e
s 5 TN —— = :me
transportée en France, ou les DAKAR=<' ¥~ Bambey| % Dlounsﬂ Colobane
poissons ont été€ stockés dans des = \Falm:k Goss3s A o R
. N ‘ (a1
aquariums d’eau douce. Les ' \ - KAOLAcx Gumgwm K]b 5%
. .. 12 ' ‘. 1
descendants des individus de ces - D ndio , heul Kol
. ryr 1 7 4 ’ Y
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T

pour nos études.

Figure 10: Localisation des deux populations de Sarothérodon melanotheron.

; vyt . . (Source : urantia.com)
Ces populations ont été choisies

car elles présentent un grand intérét. Appartenant a la méme espece, elles ont subi des pressions de
sélections et une évolution différente au cours de siécles les amenant a vivre dans des milieux trés
différents alors qu’elles avaient a la base les mémes capacités d’adaptation.

Pendant toute la durée de 1’expérience, les poissons ont €té nourris deux fois par jour avec des granulés
Biomar.
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2.1.2 Transferts et prélevements de Sarotherodon melanotheron

Les poissons, 4gés de deux mois et pesant entre 0,5 et 2 grammes ont ét€ prélevés a la serre du
GAMET avant d’étre transportés au laboratoire d’Aquaculture du CIRAD (Centre International en
Recherche Agronomique pour le Développement) a Baillarguet et mis en lots dans des aquariums de
30 litres contenant de I’eau douce. Avant tout transfert, ces poissons vont étre acclimatés pendant 48
heures a leur nouvel environnement.

Transfert direct sans stress

Deux transferts directs sans stress ont été effectués : a) de 0 %o a 35 %o et b) de 0 %o a 70 %o. Ces
transferts ont été réalisés a 1’aide d’un tuyau qui aspire progressivement 1’eau douce de maniére a
stresser le moins possible les poissons. L’eau douce a ensuite été remplacée par de 1’eau salée préparée
a partir de sel de mer artificiel (Instant Ocean®) et d’eau a 27°C préalablement déchlorée par bullage.

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

Lors du transfert, qui se déroule comme précédemment, les poissons sont péchés a 1’aide d’un filet et
soulevés au dessus de la surface de 1’eau de maniére a les stresser.

Transfert et cinétique de prélévement

Saint Louis

Saint Louis O %o pralevements a 8h, 24h, 2j, 10

Transfert direct ,
sans stress ' Transfert direct avec
Transfert direct sans stress
stress
v
35 O/OO 35 O/OD
70 %o

l

Prélevements a 8h, 24h, 2j, 10j

Figure 11: Transfert et cinétique de prélevement pour la population de St Louis.

Dix poissons des lots témoins (0 %o) ayant subi ou non un stress ont été sacrifiés a 8h, 24h, 2j et 10;.
Deux autres lots de 50 individus chacun ont été transférés directement, avec ou sans stress dans de
I’eau salée a 35 %o avant d’étre sacrifiés a raison de 10 individus, 8h, 24h, 2j et 10j aprés leur transfert
(Fig.11).
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Saloum O %o prélevements a 8h, 24h, 2j, 10j

Saloum

Trois lots, un lot témoin (0 %o), un lot
ayant subi un transfert direct sans stress a
35 %o et un lot ayant été transféré a 70 %o Transfert direct sans stress
comprenant chacun 40 individus ont été
échantillonnés comme précédemment

(Fig.12).
35 %o 70 %o
Prélévements a 8h, 24h, 2j, 10j
Figure 12: Transfert et cinétique de prélévement pour la
Prélevements population du Saloum.

Aprés décapitation, les branchies des poissons ont €té prélevées a I’heure adéquate, quatre ont été
placées dans du Bouin et 5 dans de 1’azote liquide avant d’étre stockées a -80°C. Une fois les branchies
prélevées, les tétes des poissons sont elles aussi placées soit dans du Bouin, soit congelées. Tous les
échantillons sont stockés au CIRAD de Baillarguet en vue d’étre envoyés a I’institut de biologie
marine d’Hawaii afin d’y étre analysés.

2.2 EXPERIENCE 2
2.2.1 Animaux et transferts

Des tilapias (Oreochromis mossambicus) ont €té élevés pendant une semaine dans des aquariums de
120 litres contenant de 1’eau douce a 25°C sous une photopériode normale a I’institut de biologie

marine d’Hawai. Eau dO’ ”
8h 24h 48h 7j

Eau salée a 22 %o

Transfert direct

Eau douce

Des males et des femelles pesant
entre 2 et 5 grammes ont ensuite été
transférés dans des aquariums de 40
litres contenant soit de 1I’eau douce,
soit de ’eau a 22 %o. Les poissons ont

été sacrifiés 8h, 24h, 48h et 7 jours
apres leur transfert (Fig.13). [

Transfert direct 8h 24h 48h 7

Figure 13: Transfert direct et cinétique de prélévement pour
Oreochromis mossambicus.
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Le sang des différents individus a été collecté en utilisant une micro méthode : grice a un capillaire
affiné et faconné en forme d’aiguille a 1’aide d’une flamme, on aspire le sang du poisson qu’on a
préalablement fileté sur un coté en percant 1’artére se situant juste en dessous de la colonne vertébrale
a I’aide du capillaire. Immédiatement apres la collecte, le plasma a été séparé par centrifugation a 3000
rpm pendant 3 minutes et les échantillons ont été stockés a température ambiante en attendant d’étre
analysés en France.

Les animaux ont ensuite été rapidement décapités et les filaments branchiaux ont été prélevés pour
mesurer 1’activité Na'/K"™ ATPasique. Ces échantillons ont été placés dans du SEI buffer (150 mM
Sucrose, 10 mM EDTA, 50 mM Imidazole, pH= 7,3), congelés dans de 1’azote liquide et conservés a
-80° C jusqu’a I’analyse.

L’hypophyse des poissons a aussi
été prélevée, placée dans de 1’eau
distillée et gardée a -80°C
jusqu’a ce que les taux de
prolactine et de GH puissent étre
mesurés par dosage radio-
immunologique.

Eau salée a 7 Eau salée a 14

Un autre groupe de poissons a été
acclimaté graduellement a 35 %o

(eau de mer) sur deux semaines _ sl Saléaid 35 %e
et maintenus a cette salinité
pendant une semaine. Les
animaux ont  ensuite  été
8h 24h 48h

transférés dans des aquariums de
40 litres contenant soit de [’eau
de mer (35 %o), soit de 1’eau
douce (Fig 14).

8h 24h 48h

7

Figure 14: Acclimatation progressive, transfert et cinétique de prélévement
d’Oreochromis mossambicus.

Les poissons ont été tués a des
intervalles de temps différents. Les échantillons ont ét¢€ prélevés comme précédemment.

2.2.2 Dosages radio-immunologiques

|

Specker et al ont montré en 1985 que la réponse des
deux prolactines : PRL;g3 et PRL;77 étaient les mémes,
seuls les taux de PRL188 vont donc étre mesurés.

Les taux de GH et de PRL;gs vont étre déterminés par
dosage radio-immunologique (RIA) a partir de la
procédure établie par Ayson ef al. (1993) (Fig.15).

Figure 15: Compteur de radioactivité utilisé lors
des RIA. (Source : pemed.com) 18



2.2.3 Mesure de I'activité Na'/K" ATPasique

L’activité Na'/K" ATPasique a été mesurée en utilisant la procédure décrite par Mc Cormick en 1993.
Les échantillons ont été homogénéisés a 1’aide d’un broyeur manuel dans du SEI buffer dans lequel on
a ajouté 1 % de deoxycholite et centrifugés a 5000 g pendant 30 secondes. Le surnageant a ensuite €té
récupéré et incubé avec du tampon contenant du NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide réduit).
L’oxydation du NADH a ¢été mesurée a 340 nm pendant dix minutes a température ambiante en
présence ou absence de 0,5 mM de ouabaine, un inhibiteur spécifique de la Na'/K"ATPase .

La teneur en protéines a ensuite été mesurée grace a un kit (Coomassie blue protein assay kit ; Biorad,
500-0002), utilisant I’albumine bovine comme standard.

2.2.4 Analyse statistique

La comparaison de ’activité ATPasique des branchies du groupe contrdle et du groupe ayant subi les
transferts s’est faite en utilisant le t-test.

Les effets de la salinité et du temps apres transfert ont été analysés grace a un test de comparaison
multiple avec correction de Dunnett.

Dans les deux cas, I’homogénéité des variances a été vérifiée grace au test de Bartlett.
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3 RESULTATS

3.1 TRANSFERTS

Expérience 1 : Sarotherodon melanotheron

Les deux populations de S. melanotheron, Saloum et Saint Louis survivent a un transfert direct de
I’eau douce a 1’eau de mer (35 %o) et ce, méme si on les stresse. En revanche, le passage de 1’eau
douce a I’eau salée a 70 %o (deux fois la concentration de 1’eau de mer) a été 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

Expérience 2 : Oreochromis mossambicus

Oreochromis mossambicus tolére bien le passage de 1’eau douce a 1’eau salée a 22 %o. En revanche,
lors d’un transfert direct a I’eau de mer (35 %o), la totalité des individus sont morts en moins de 24
heures. Cependant, en augmentant la salinité de 7 grammes par litre tous les deux jours, on peut
facilement amener ces poissons & survivre en eau de mer sans mortalité.

3.2 ANALYSES
Les échantillons prélevés & Montpellier sur les populations de S. melanotheron étant arrivés

décongelés a Hawai (délai non respecté par le transporteur Fedex), aucune analyse n’a donc pu étre
conduite sur ces poissons.

3.2.1 Mesures d’osmolarité

Les échantillons de plasma censés étre analysés de retour & Montpellier ont été saisis par la douane
américaine, nous n’avons donc aucun résultat en ce qui concerne ce parametre.

3.2.2 Dosages radio-immunologiques
Deux dosages radio-immunologiques (RIA) ont été conduits sur les homogénats hypophysaires des

Oreochromis mossambicus, malheureusement, suite a une erreur dans les dilutions et a un probléme
technique de la machine, les résultats obtenus n’ont pas pu étre analysés.
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3.2.3 Activité Na'/K* ATPasique

Transfert eau douce-eau salée a 22 %o

L’activité Na'/K" ATPasique des branchies de huit individus de chaque groupe d’O. mossambicus a
été mesurée. Le premier groupe a €té sacrifié avant tout transfert, puis apres 8h, 24h, 48h et 7j passés
soit dans 1’eau douce, soit dans de 1’eau a 22 %o. La figure 16 ci-dessous montre les résultats obtenus.

Activité de la Na/K ATPase
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16 -t
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Figure 16: Activité Na'/K* ATPasique lors d’un transfert direct a 22 %o chez Oreochromis mossambicus (n=8). Données
exprimées sous la forme de moyenne + S.E.M. ***, ** Différence significative dans I’activité de la pompe en fonction du
temps aprés transfert a 0.1 et 5 % respectivement. o Différence significative entre les deux groupes a p<0.001.

L’activité Na"/K" ATPasique des poissons transférés de I’eau douce & d’autres aquariums contenant de
I’eau douce (lot témoin) varie peu du début a la fin de I’expérience et est en moyenne de 0,64 umole
ADP/mg de protéine/heure.

En revanche, en ce qui concerne les poissons transférés directement de 1’eau douce a ’eau salée a 22
%o, on observe une augmentation significative de 1’activité de la Na'/K™ ATPase au bout de 24 heures,
passant de 0,6 pmole ADP/mg de protéine/heure a 0 et 8 h a plus de 0.8 au bout de 24 h pour ensuite
atteindre un maximum de 1.7 a 48 heures aprées transfert avant de diminuer et de retomber a 1,3 pmole
ADP/mg de protéine/heure 7 jours apres le transfert.
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Transfert eau de mer-eau douce

Au cours de cette expérience, ’activité de la Na'/K*™ ATPase a été mesurée avec la méme cinétique
que précédemment. Les poissons, préalablement adaptés a I’eau de mer ont ensuite été transférés soit
dans de I’eau de mer, soit dans de I’eau douce et sacrifiés a 8h, 24h, 48h et 7j (Fig.17).

Activité de la Na/K ATPase

—a&— Transfert eau de mer - eau de
mer

- ¢ - Transfert eau de mer - eau
douce

Activité (umoles ADP/mg de
protéine/heure

| Q S %‘;5\ KN AN

Temps apreés transfert i

Figure 17: Activité ATPasique aprés acclimatation a 35 %o et transfert en eau douce chez Oreochromis mossambicus
(n=8). Données exprimées sous la forme de moyenne £+ S.E.M. ***, ** Différence significative dans activité de la
pompe en fonction du temps aprés transfert a 0.1 et 5 % respectivement. oo Différence significative entre les deux
groupes a p<0.001.

L’activité de la pompe a sodium du groupe témoin en eau salée (transfert eau salée — eau salée) est en
moyenne de 1,99 umole ADP/mg de protéine/heure.

Pour ce qui est des groupes transférés de 1’eau salée a I’eau douce, on observe une diminution de
activité de la Na'/K* ATPase au bout de 48 h. En effet, ’activité, initialement de 1,9 a4 2 pumoles
ADP/mg de protéine/heure en eau salée, tombe & 1,4 pmole ADP/mg de protéine/heure apres 2 jours
passés en eau douce et continue de diminuer jusqu’a atteindre 0,8 pmole ADP/mg de protéine/heure 7
jours apres le transfert, soit une activité divisée par 2,5 par rapport a I’activité de départ relevée en eau
de mer.



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 O. mossambicus survivent, grandissent et
se reproduisent en eau de mer. S. melanotheron lui, prospére dans les lagunes cotieres d’Afrique de
1’Ouest ou les variations de salinité peuvent étre considérables, passant de 0 %o aprés de fortes pluies a
35 %o, et méme dans certains régions extrémes a plus de 110 %o lors de sécheresses pendant lesquelles
I’évaporation 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 différences entre O. mossambicus et S. melanotheron lors
de transferts directs. En effet, nos deux populations de S. melanotheron tolérent trés bien un passage
direct de I’eau douce a 1’eau de mer (35 %o) alors que ce transfert s’avére fatal aux O. mossambicus.
Ceci peut étre expliqué par une mise en place plus rapide des mécanismes d’osmorégulation chez S.
melanotheron. La nature a d@, au cours des siecles, sélectionner les individus les plus adaptés a
survivre aux changements de salinité brutaux qui s’operent dans [’habitat naturel de ces poissons.

Aucune des deux espéces n’a pu survivre & un transfert direct a 70 %o (deux fois la concentration de
I’eau de mer). Le changement est trop brutal et trop important pour que les mécanismes de régulation
soient mis en place & 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 différences ont aussi été relevées entre les deux populations de S. melanotheron. Lors du passage
direct eau douce - eau salée a 70 %o, les individus de la population originaire de Saint Louis sont morts
deux heures avant ceux de la population venant du Saloum. Bien qu’étant de la méme espéce, ces deux
populations n’ont semble t’il pas conservé les mémes capacités d’adaptation a la salinité. La encore,
les différences peuvent étre expliquées par la sélection qui s’est opérée en relation avec les contraintes
s’exercant dans le milieu de vie naturel des individus.

4.2 AcTiviTE NAT/K® ATPASIQUE

La pompe & sodium joue un role central dans I’excrétion des ions monovalents en eau salée, son
activité sert d’indicateur fiable en ce qui concerne ’adaptabilité a I’eau salée chez de nombreuses
espéces de poissons (Mc Cormick, 1995). L’augmentation de l’activité Na'/K*~ ATPasique et la
capacité des poissons a tolérer un environnement hyper osmotique sont corrélées, non seulement chez
les saumons (Bceuf, 1993) mais aussi chez le tilapia (Kiiltz ef al., 1992).

L’activité enzymatique obtenue au cours de cette étude, 0,64 pmole ADP/mg de protéine/heure pour
les poissons transférés en eau douce et 1,9 umole ADP/mg de protéine/heure pour les poissons élevés
en eau de mer, est Iégérement inférieure aux valeurs relevées lors d’études précédentes ou I’activité de
la pompe a sodium est environ €gale a 1 pmole ADP/mg de protéine/heure pour les poissons €levés en
eau douce et de I’ordre de 2 & 3 umoles ADP/mg de protéine/heure pour les poissons en eau salée).
Ceci peut s’expliquer par le fait que les échantillons utilis€s lors d’une analyse précédente avaient été
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homogénéisés et décongelés une premiere fois. L’activité se mettant & décroitre immédiatement apres
homogénéisation des tissus dans le SEID, il est normal que les valeurs relevées soient légeérement
inférieures aux valeurs attendues.

L’activité enzymatique obtenue dans cette étude augmente de maniére remarquable avec la salinité
(I’activité de la pompe a sodium chez les poissons en eau de mer est significativement supérieure a
celle relevée pour les poissons transférés en eau douce), ce qui est en accord avec les études
précédentes (Dange, 1985). Ceci peut étre expliqué par le fait qu’en eau salée les poissons vont devoir
faire face a une augmentation de la concentration plasmatique en ions sodium, ions qui pénetrent la
cellule par diffusion ; I’activité de la Na'/K™ ATPase va donc étre revue a la hausse pour éliminer le
Na' et maintenir constant le milieu intérieur.

Lors du passage de 1’eau douce a 1’eau salée a 22 %o, il faut attendre 24 & 48 heures pour voir un
changement dans 1’activité de la Na'/K" ATPase branchiale. Il en est de méme lors du transfert de
I’eau de mer vers 1’eau douce. Ce laps de temps est nécessaire au recrutement de nouvelles cellules a
chlorures, a la croissance des cellules a chlorures existantes ainsi qu’aux modifications dans
I’ultrastructure des cellules (Kiiltz et Jiirss, 1993 ; McCormick, 2002).

Les hormones qui peuvent étre impliquées dans les changements branchiaux permettant 1’adaptation
des tilapias a des eaux salées sont primordialement la GH, le cortisol et I’IGF-I. En effet, des études
précédentes ont montré que les saumons traités par des implants de GH pendant 7 & 14 jours présentent
une forte activité de la Na'/K*™ ATPase branchiale (McCormick, 1996). Dans cette méme étude une
combinaison des traitements GH et cortisol a induit une augmentation de ’activité de la pompe a
sodium. Le méme phénomene a été démontré chez le tilapia O. mossambicus aprés un traitement in
vitro par le cortisol. L’augmentation de 1’activité ATPasique est, dans le cas du tilapia, associée a une
augmentation de la taille des cellules a chlorures ainsi qu’au nombre de ces cellules (McCormick,
1990). Dans notre travail I’augmentation d’activité de la Na'/K" ATPase branchiale est probablement
due a une élévation du nombre de cellules a chlorure branchiales. Ces modifications dans les cellules &
chlorures ne sont pas instantanées et nécessitent au minimum 24 a 48 heures pour se mettre en place. Il
reste & déterminer si ces changements sont dus ou non & des augmentations des taux de cortisol. En
effet un traitement au cortisol administré a des O. mossambicus en eau douce a augmenté le nombre de
cellules & chlorures ainsi que la densité des pompes Na'/K*" ATPase dans les branchies lors d’études
précédentes (Dang et al., 2000).
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CONCLUSION

En conclusion, cette étude confirme la grande capacité d’adaptation des tilapias aux conditions de
salinité du milieu et plus particuliérement des deux populations de S. melanotheron originaires du
Sénégal, qui, contrairement au tilapia O. mossambicus supportent un transfert direct de I’eau douce a
I’eau de mer.

En eau salée, quelques transporteurs au niveau des branchies sont impliqués dans la sécrétion active de
sels (qui pénétrent par diffusion) permettant au poisson de garder un milieu interne constant. Parmi
eux, la Na'/K* ATPase branchiale est considérée comme le transporteur majeur en eau salée.
L’activité ATPasique des O. mossambicus a ¢été¢ mesurée. La encore cette étude confirme la corrélation
entre I’activité de la Na'/K" ATPase et la concentration en sels du milieu. Plus le milieu est riche en
sels, plus I’activité de la pompe va &étre importante, jusqu’a atteindre 2 pmoles/mg de protéine/heure en
eau de mer alors qu’elle n’était que de 0,6 en eau douce.

Les changements dans [’activité de la pompe lors d’un transfert ne sont pas immeédiats. Il faut attendre
48 heures pour que ’accroissement de 1’activité soit visible lors d’un passage a I’eau de mer et le
méme temps pour noter une diminution de cette activité lors d’un passage eau de mer — eau douce. Ce
laps de temps est nécessaire au recrutement, au grossissement des cellules a chlorures a chlorures ainsi
qu’aux modifications structurales que vont subir ces cellules.

Cette étude s’est heurtée a de nombreux problémes aussi bien en ce qui concerne les échantillons des
deux populations de S. melanotheron qui sont arrivés décongelés sur leur lieu d’analyse, que les
échantillons des O. mossambicus, qui n’ont pas pu €tre analysés dans leur totalité. Nous proposons
donc de reconduire 1’expérience afin de vérifier si un marqueur de tolérance a la salinité peut étre
validé et ainsi faciliter les recherches d’espéces d’intérét aquacole capables d’étre élevées en milieu
saumaétre, voire salé.
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