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RESUME

L’administration de méthyltestostérone a raison de 4o pug par gramme d’aliment a des ale-
vins de T. nilotica et T. macrochir pendant deux mois a partir de la fin de V'incubation buccale par
la mére, a conduit aux résultats suivants :

— Chez T. nilotica, nous avons obtenu l'induction compléte et fonctionnelle du sexe male
chez tous les animaux traités. Certains d’entre eux ont fourni une descendance entiérement femelle,
révélant un génotype sexuel femelle, ainsi qu'une homogamétie femelle.

— Chez T. macrochir, nous avons observé I'induction de la papille génitale de type mdle,
et des modifications anormales dans la morphologie de la téte ; a une exception prés, tous les ani-
maux expérimentaux étaient stériles, avec disparition compléte de la lignée germinale chez la
plupart d’entre eux.

INTRODUCTION

Les hybrides issus du croisement Tiélapia macrochiy male X Tilapia nilotica
femelle sont tous méles alors que les hybrides issus du croisement réciproque présen-
tent une sex-ratio de 3 miles/1 femelle (BARD, 1960 ; LESSENT, 1966). L’analyse
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de la sex-ratio dans tous les croisements des hybrides F, par les espéces parentes
laisse subsister un doute quant a la réalité de I’hypothése d’'une simple digamétie
sexuelle chez les deux espéces, avec homogamétie méile chez Tilapia macrochir et
homogamétie femelle chez Tdlapia nilotica (JALABERT, KAMMACHER, LESSENT, 1971},

Cette indétermination nous a conduit & essayer une autre voie d’approche ; en
effet, les travaux de Yamamoro (1953-1958) sur Oryzias latipes, de DzwILLO (1962)
sur Lebistes reticulatus et de YaMaMoTO et KAJISHIMA (1969) sur Carassius auratus
ont démontré la possibilité d’orienter le sexe des alevins indifférenciés de ces espéces
dans le sens male ou femelle grice & un apport alimentaire exogéne de stéroides sexuels
et d’obtenir ainsi des adultes fertiles, dont 50 p. 100 présentent un phénotype sexuel
inverse du génotype. I'étude de la descendance de ces animaux « inversés » permet
de préciser le systéme de détermination du sexe en jeu dans 'espéce considérée. Par
cette méthode en utilisant l'action de la méthyltestostérone, CLEMENS et INSLEE
(rg68) ont produit des méles « inversés » et mis en évidence une homogamétie femelle
chez Tilapia mossambica.

A partir des données de CLEMENS et INSLEE nous avons essayé d’appliquer le
méme procédé pour résoudre le probléme posé par la détermination du sexe chez
Tilapia nilotica et Tilapia macrochir.

MATERIEI, ET METHODES

L’expérimentation a été réalisée & la Station de pisciculture du Centre technique forestier
tropical de Bouaké (Cote d’'Ivoire) sur Tilapia macrochir et sur une souche de Tilapia nilotica
originaire de la vallée du Nil, comme dans nos essais antérieurs (JALABERT, KAMMACHER, LES-
SENT, 1971). Un essaim d’alevins de chaque espéce a été isolé simultanément, au moment de la
libération par la mére, a la fin de l'incubation buccale (vésicule vitelline résorbée), et réparti dans
deux aquariums de 25 litres en deux lots de 100 alevins environ. Les lots expérimentaux ont été
nourris ad libitum jusqu’a I'dge de 2 mois avec un aliment composé de farine de poisson et d’un
mélange de son et de farine de riz, dans lequel a été incorporée de la méthyltestostérone 4 la dose
de 40 pg par gramme. Cette incorporation a été réalisée par humectation de 'aliment avec une
solution de méthyltestostérone dans I’éthanol, mélange, puis séchage.

Les lots témoins ont été alimentés dans les mémes conditions avec un aliment traité de la
méme fagon, mais exempt de méthyltestostérone.

La température de 'eau a suivi les variations quotidiennes de la température ambiante du
laboratoire, entre 200C et 30°C. A I'dge de 2 mois environ, les lots témoins ont été sacrifiés pour
un sexage de controle par examen de la gonade au microscope aprés écrasement entre lame et
lamelle. Les lots expérimentaux ont été placés dans 2 étangs de 0,5 are recevant un apport quoti-
dien de graines de coton broyées.

A T'4ge de 6 mois, le contrdle ayant montré que tous les animaux expérimentaux des deux
especes présentaient une papille génitale de type méle, nous avons entrepris de vérifier s'ils étaient
fertiles et d’étudier les caractéristiques de leur descendance éventuelle :

— Pour T. nilotica, 8 de ces « males expérimentaux » ont été placés individuellement avec
une femelle normale dans des étangs de o,5 are.

— Pour T. macrochir, du fait de la difficulté d’obtenir dans cette espéce une reproduction
rapide avec un couple choisi a priori 10 « miles expérimentaux » ont été placés individuellement
avec 3 femelles normales dans des étangs de 0,5 are.

Apres 3 mois les étangs ont été vidés et un échantillon des alevins éventuellement produits
a été transféré en étangs de 4 ares pour élevage et sexage 4 'Age de 4 & 5 mois. Les « males expéri-
mentaux » ont été alors sacrifiés pour observations histologiques des gonades.

Pour les observations histologiques, les gonades ont été fixées au Bouin Hollande, incluses
lz‘i;lia. paraffine (60°C) coupées a 7 . et colorées au Rouge Solide, Orangé G, Bleu d’Aniline, ou a

zan,

Enfin, une étude séparée a été entreprise afin de vérifier la proportion naturelle des sexes
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dans les portées successives de couples témoins de Tilapia macrochiv et de Tilapia nilotica. Pour
cette derniére espéce, deux souches ont été comparées, I'une en provenance du Nil, 'autre de la
Volta.

Tous les sexages cffectués au-dela d’un dge de 4 mois ont été effectués d’aprés la conformation
de la papille génitale, aprés avoir vérifié la parfaite corrélation entre ce critére et la nature des
gonades.

RESULTATS

1. — Sex-ratio de la progéniture dzs couples témoins
des deux especes (tabl. 1 et 2)

Parmi les 4 couples de Tilapia nilotica (souche Nil) témoins, 3 ont donné des
portées successives dont la sex-ratio a I'dze de 5 & 8 mois différait significativement
de 1 maéle/1 femelle avec un excédent de miles. Parmi les 5 couples témoins de la
souche Volta, un seul a donné 2 portées successives (couple n° 7) avec un excés signi-
ficatif de maéles.

Chez Tilapia macrochir, les 5 couples témoins ont donné des portées de sex-ratio
équilibrée.

TABLEAU 2
Proportions des sexes observées
dans la descendance de 5 couples témotins de Tilapia macrochir

Aucune valeur ne différe significativement des proportions théoriques 0,5-0,5

Couple Total Proportions
3 Q

I 250 0,507 — 0,493
2 224 0,53 — 0,47

3 88 0,477 — 0,523
i 200 0,51 — 0,49
5 152 0.5% — 0.46

2. — Effet du traitement sur le phénotype sexuel externe

Iy

Alors que la sex-ratio déterminée a4 2 mois chez les témoins par observation
microscopique de la gonade était de I'ordre de 1 mile/1 fem=lle dans ces échantillons
des deux espéces (tabl. 3) le phénotype sexuel externe caractéris? par I'aspect de la
papille génitale était nettement de type mile chez tous les animaux expérimantaux
dgés de 6 mois.

En outre, tous les T. macrochir miles traités présentaient une déformation
anormale caractéristique de la téte, plus ou moins prononcée suivant les individus,
avec hypertrophie de la machoire inférieure (fig. 1 b et ¢). Une telle malformation
n’a jamais été ohservée naturellement chez les individus normaux miles et femolles
de I'espéce T'. macrochir {fig. 1 a).

Par contre, les méles 7. nilotica expérimentaux ne prészntaient aucune diffé-
rence morphologique par rapport aux animaux normaux de Pespéce.
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Fic. 1

A ¢ Individu mdle normal Tilapia macrochir ;
B et C: Deux « mdles expérimentaux » de T. macrochir ayant subi le traitement par la méthyltestostérone, pré-
sentant de multiples déformations de la téte, et particuliérement de la mdchoire inférieure (fléche).

L’animal de la figure 1 C pourvu d’une papille génitale de type male, présente en fait des ovaires
hypertrophiés (OV).
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TABLEAU 3

COLL.

Schéma expévimental

Alevins survivants 4 2 mois Alevins survivants a 6 mois
Nombre - i
Lot : d’alevins au ‘ Phénotype sexuel
. . | externe (papille
espéce/traiteinent début du o
traitement total g ? total gemtaler)w‘
s | ¢
T. nilotica méthyltestos-
térone.............. 100 57 — 53 53 0
T. milotica témoin . .... 100 68 38 30 — — —
T. macrochir méthyltes- \ ‘
tostérone . .......... 100 1 _—_—— 19 19 | 0
T. macrochir témoin 100 76 40 ’ 36 — — | —
|
3. — Caractéristiques de la descendance

— T. milotica.

Tous les males wnilotica expérimentaux testés sur descendance se sont montrés
fertiles (tabl. 4). Dans 4 cas sur 8, la descendance s’est avérée entiérement femelle.
Dans 2 cas elle comportait environ 8o p. 100 de femelles. Dans un seul cas (n° 1) la
proportion des sexes n’était pas significativement différente de 1/1.

TABLEAU 4

Proportions des sexes dans les portées
de 8 couples & T. nilotica méthyltestostérone x @ T. nilotica normale
L’astérisque désigne les proportions significativement différentes de o,5-0,5

Nombre d’alevins sexés

Proportions des sexes

Couple n° apreés élevage
(% 4 5 mois) 3 o

1 547 0,542 — 0,458
2 316 0,348 — 0,652*
3 242 0-—1*

& 485 0—1*

5 390 0,182 — 0,818*
6 424 0,219 — 0,782*
7 440 0—1*

8 465 00— 1*

— T. macrochar.

Sur les 10 méles macrochir expérimentaux mis 4 'essai, I seul s’est reproduit,
et a eu une descendance de 350 alevins dont 50,7 p. 100 de mailes et 49,3 p. 100
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de femelles. Cette sex-ratio ne différe pas significativement de la distribution
théorique 1/1.

4. — Observation des gonades

— T. nilotica.

1’étude de 1a gonade d’un T'. nilotica expérimental tué accidentellement a 1'dge
de 4 mois a permis d’observer (fig. 2) un testicule normal avec présence de spermato-
zoides dans le canal déférent, tout comme des miles normaux, et en outre, la subsis-
tance de quelques ovocytes en cours de prévitellogenése, ce qui n’a été observé chez
aucun maéle #nilotica normal du méme 4ge.

F1G. 2. — Coupe longitudinale du testicule d'un «mdle expérimental » juvénile T. nilotica montrant une structure
histologique normale & Uexception de quelques ovocytes résiduels en prévitellogenése (O), dans la végion du
canal testiculative (c.t.) s : spermatozoides (X 100).

Par contre, le testicule des miles expérimentaux adultes (Agés de T an) n’a montré
aucune différence histologique par rapport aux méiles normaux de l'espéce.

— T. macrochir.

Le seul 7. macrochir mile expérimental ayant fourni une descendance présentait
une structure testiculaire analogue a celle des méles normaux.

L’examen histologique des gonades des g « 1. macrochir expérimentaux » qui
n’ont pas fourni de descendance a révélé :

~— dans 2 cas, l'existence d’ovaires hypertrophiés par la non-émission des ovo-
cytes miirs, du fait de la conformation méle de la papille génitale.
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— dans les 7 autres cas, une vacuolisation des gonades (fig. 3) avec disparition
compléte de la lignée germinale sans qu’il soit possible d’en préciser I'origine mile ou
femelle.

F16. 3. — Coupe transversale d’une gonade d’un « méile expérimental » T. macrochir dont la structure ne rappelle
que de trés loin celle du testicule ou de Uovaire des animaux normaux et ne permettant pas d’identifier de

lignée germinale (X 30).

Dans tous les cas, en présence de ces animaux, les femelles normales incubaient
des ceufs non fécondés ce qui laisse supposer un comportement sexuel male de ces
males expérimentaux de T. macrochir, particuliérement intéressant a souligner dans
le cas particulier des 2 animaux pourvus d’ovaires.

DISCUSSION

Il est remarquable que pour une méme dose de méthyltestostérone appliquée
simultanément dans les mémes conditions et au méme age sur les deux espéces de
Tilapia, la tentative d’inversion sexuelle ait pleinement réussi chez T'. nilotica don-
nant des méiles fertiles, alors qu’elle a échou? chez T. macrochir, ne conduisint qu’a
des animaux avec une papille génitale méile, mais stériles (2 une exception prés qui
correspond certainement d’aprés sa descendance a un male génétique). De plus, les
malformations de la téte obs=rvées, totalement anormales, tendent a4 prouver que la
dose utilisée était extra-physiologique chez cette espéce. CLEMENS et INSLEE (1968)
qui ont essayé chez 7. mossambica un large éventail de doses de méthyltestostérone
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ont constaté des malformations similaires ; pour des doses trés faibles ils ont en
outre observé des animaux présentant des ovaires bien différenciés et une papille
génitale de type mile. HACKMANN et REINBOTH (1974) ont trouvé un effet paradoxal
du propionate de testostérone et de la méthyltestostérone chez un autre Cichlidé
Hemihaplochromis multicolor, avec féminisation des gonades méles. Certains poissons
ainsi traités ont donné une progéniture dont la sex-ratio suggére bien la réalité d’une
inversion paradoxale de males génétiques en femelles sous l'effet du traitement par
la méthyltestostérone, ainsi que l'existence d'une hétérogamétie male dans cette
espéce. Les auteurs ont par ailleurs mis en évidence I'existence d'une période cri-
tique trés courte (entre 14 et 16 jours d’dge, & 26,5°C) ; un traitement trop long
(30 jours) tendrait & réduire notablement la fertilité ultérieure des poissons traités.
Yamamoro (1969) a passé en revue les différentes tentatives d’inversion sexuelle
réalisées chez de nombreux Téléostéens : il samblerait que 1'échec éventuel puisse
tenir soit au choix impropre du stéroide inducteur (les corticostéroides sont sans
action sur la différenciation du sexe chez Oryzias latipes) soit & une action trop tar-
dive aprés une différenciation précoce des gonades, soit enfin a I'utilisation de doses
de stéroides inadéquates. Ces trois éventualités peuvent étre envisagées dans notre
cas, ce qui impliquerait donc l'existence de différences importantes dans la morpho-
genése des gonades de ces deux espéces Tilapia nilotica et Tilapia macrochir pour-
tant voisines, qu'il s’agisse d'un décalage daus la période de différenciation sensible
a Paction du stéroide inducteur exogéne, ou seulement d’une différence de sensibilité
au traitement. Il n’est cependant pas possible d’établir un lien entre cette différence
de nature génétique et 'hypothése antérieurement formulée (JALABERT et al., 1971)
sur Uexistence de deux systémes différents de chromosomes sexuels dans les deux es-
péces, et selon laquelle une homogamétie méile de type yy chez T. macrochir, s’oppo-
sant & 'homogamétie femelle de type xx démontrée ici chez T. nilotica conduirait
aux sex-ratios observées lors de I'hybridation.

S’il n’est donc pas possible de tirer de conclusions quant au systéme de détermi-
nation du sexe existant chez T. macrochir, chez T. nilotica au contraire ’hypothese
de l'existence d’un homogamétie femelle parait vérifiée par I'observation des portées
entidrement femelles fournies par le croisement de certains méles « expérimentaux »
obtenus par le traitement a la méthyltestostérone. Il est cependant nécessaire de
tenir compte de certaines autres observations dont 1'explication parait moins simple ;

— Dans les portées successives issues des couples témoins de T. nilofica (Nil),
la sex-ratio est significativement différente de 1/1, avec un excédent de males. Compte
tenu du fait que ces valeurs de sex-ratio ont été obtenues & un 4ge de 5 4 8 mois,
I'écart obs2rvé par rapport 4 une sex-ratio équilibrée pourrait s’expliquer par une
mortalité préférentielle des femelles avant I'dge adulte.

Par ailleurs, surtout si l'on consarve la précédente hypothése, il devient trés
difficile d’expliquer de maniére simple la présznce de portées avec une sex-ratio de
lordre de 1 mAle pour 3 femelles obsarvées dans certains croiszments entre méles
expérimentaux traités par la mithyltestostérone et des femelles normales (tabl. 4 :
couples 5 et 6).

Or, depuis les remarquables travaux de WINGE (1934) chez Lebistes, il est cer-
tain que la notion de chromosome sexuel ne doit pas revétir chez certains Téléostéens
une conception formelle trop rigoureuse ; les travaux réalisés ultérieurement et revus
par YamMamoro (1969) ont contribué a renforcer cette idée.
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Nous avons nous-méme discuté la valeur toute relative de cette notion de chro-
mosome sexuel dans le genre Tilapia (JALABERT, KAMMACHER, I,ESSENT, I97I), et
les mémes arguments restent valables. Nous devons donc admettre que 1’homo-
gamétie femelle indubitablement mise en évidence chez T. nilotica ne permet pas
d’exclure pour autant 'existence de génotypes oil le réle de « chromosomes sexuels »
peu différenciés pourrait étre éventuellement compensé par des génes sexuels portés
par des « autosomes », ce qui pourrait donner lieu aux fluctuations observées dans la
sex-ratio attendue. Dans une telle situation, il n’est pas impensable qu'un tel équi-
libre puisse donner prise & l'action de certains facteurs externes pendant la morpho-
genése des gonades. Chez T. macrochir au contraire, on peut penser qu’un systéme
de chromosomes sexuels mieux différenciés interdirait de telles fluctuations de sex-
ratio.

Regu pour publication en avril 1974.

SUMMARY

SEX DETERMINATION IN TILAPIA MACROCHIR AND TILAPIA NILOTICA : EFFECT
OF METHYLTESTOSTERONE ADMINISTERED IN FRY FOOD ON SEX DIFFERENTIATION ;
SEX-RATIO OF THE OFFSPRING PRODUCED BY SEX-REVERSED MALES

Methyltestosterone was mixed in food (40 g/g of food) of the fry of T nilotica and T . macro-
chir during 2 months, beginning when mouth-breeding by the mother has ended. The following
effects were observed :

~— in T. nilotica, complete and functionnal sex-reversal towards male side was obtained in
all the treated animals. Some of these « experimental males », when crossed with normal females,
produced all-female offspring, disclosing a female sex genotype and demonstrating the existence
of a female homogamety in this species.

— in T. macrochir, external male sexual characters (as judged by the conformation of the
genital papilla) were induced, but were accompanied by deformations of the morphology of the
head. Except in one case, all the treated animals were sterile; in most, all germ cells dissapeared.

The difference of response to the same steroid treatment between the two close-related species
T. nilotica and T'. macrochir probably reflects important differences in the morphogenesis of gonads.
The significance of this fact and the possible implications regarding sex-determination mechanism
in the two species are discussed.
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