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Résumé

Les androgénes de synthése sont souvent considérés comme étant plus efficaces que les stéroides
naturels dans I'inversion sexuelle des poissons. Une expérience préliminaire sur le stéroide naturel
118-OHA4, identifié récemment dans les gonades d’alevins de O. niloticus A des stades précoces
de I'ontogenése testiculaire, a révélé un fort effet masculinisant. Des alevins de 10-14 jours post-
fécondation ont été obtenus par croisements individuels de femelles non traitées par des males
classiques ou des néomales afin de mieux évaluer la possible déviation du sexe ratio par rapport
au témoin. A partir de cet 4ge, les alevins ont été traités pendant une période minimale de 21
jours avec le stéroide naturel ou de synthése ajouté a la nourriture selon différentes concentrations.
Des inversions complétes ont été obtenues avec les deux stéroides. Des populations monosexes
males sont obtenues dans huit des groupes traités a 10-35 pg de 113-OHA4 g de nourriture et
dans deux groupes respectivement traités & raison de 5 et 20 pg de 17¢-MT-g"! d’aliment. Aucune
différence significative n’a été observée dans I'efficacité des deux androgénes pour des doses
supérieures ou égales a 10 pg-g'. A 5 ng-g’', des populations 100 % males ont seulement été
obtenues avec la 17a-méthyltestostérone (17a-MT), la 11B8-OHA4 ne produisant que 88,9 % de
maéles. En revanche, "administration de la dose la plus faible de 118-OHA4 (1 pg-g'') a fait sensiblement
dévier le sexe ratio alors que le traitement a la 170-MT n’a eu aucun effet par rapport au témoin.

L’administration de "androgéne naturel 1 {8-OHA4 peut donc remplacer les stéroides de synthése.
Une optimisation du traitement a faible dose est entreprise en augmentant la durée.
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Introduction

Les tilapias (Oreochromis, Sarotherodon
et Tilapia), avec une production mondiale
annuelle d’environ 500.000 tonnes (Lazard,
1990), constituent aujourd’hui, en eau
douce, I'un des trois groupes les plus utilisés
en aquaculture avec les familles des
Cyprinidés et des Salmonidés. Néanmoins
la grande efficacité de reproduction des
espéces de Oreochromis (Baroiller et Jalabert,
1989), associée A une maturité sexuelle
précoce, conduit en milieu fermé et
en situation de compétition alimentaire &
une surpopulation et au nanisme. Une
solution & ce probléme limitant la
rentabilité des élevages consiste a
produire des populations monosexes.
Les populations entiérement males sont
préférées du fait des meilleures per-
formances de croissance de ce sexe
par rapport aux femelles (Pruginin, 1967 ;
Hickling, 1968 ; Hanson et coll., 1983).

Actuellement, en pisciculture, les
populations monosexes sont produites
selon deux techniques (Baroiller et
Jalabert, 1989) :

*  Lesexage manuel, basé sur I'existence
d’un dimorphisme sexuel de la papille
urogénitale, qui conduit & éliminer dés que
possible (aprés deux a trois mois de
prégrossissement) la totalité des femelles,
soit environ la moitié de la population initiale.
Cette technique, qui nécessite du temps
et du personnel qualifié, reste néanmoins
entachée de 3 a4 10 % d’erreurs de diag-
nostic (Lazard, 1980 ; Chervinski et
Rothbard, 1982). De plus, elle conduit
a élever durant deux & trois mois une
population d’alevins dont la moitié (les
femelles) sera éliminée. Cette tech-
nique, simple mais colGteuse en temps
et en main d’oeuvre, utilisée en Afrique,
se traduit donc par une sous-utilisation
des infrastructures d’élevage et un
moindre rendement de ['aliment.

L’inversion hormonale, qui consiste
& masculiniser la totalité d’une popu-

lation d’alevins en incorporant, durant une
courte période, un stéroide dans
I'alimentation (Guerrero, 1982 ; Hunter et
Donaldson, 1983 ; Pandian et Varadaraj,
1987 ; Baroiller et Jalabert, 1989). Cette
technique est couramment utilisée depuis
plusieurs dizaines d’années par certains pays
producteurs de tilapia comme Israél, Taiwan
et les Philippines. Toutefois, elle implique
de traiter systématiquernent chaque nouvelle
population d’alevins destinée a la produc~
tion. Or l'utilisation d’hormones pour la
production d’animaux destinés a la
consommation humaine reste interdite dans
de nombreux pays (France, Royaume Uni,
par exemple) qui considérent que le devenir
et I'effet des produits de dégradation des
stéroides de synthése sont encore
insuffisamment étudiés, en particulier pour
leurs conséquences écologiques.

Chez les tilapias, comme chez I’ensemble
des té]éostéens, aucune preuve physiolo-
gique déterminante ne supporte 'hypothése
de Yamamoto (1969) selon laquelle les
stéroides sont les inducteurs naturels de
la différenciation (Adkins-Regan, 1987). La
modification du processus naturel de la
différenciation sexuelle par des stéroides
exogénes pourrait étre due a un effet
pharmacologique (Reinboth, 1970). De
fait, chez les poissons gonochoriques, peu
de travaux ont abordé le probléme de la
stéroidogenése précoce durant la période
de la différenciation gonadique du sexe (van
den Hurk et coll., 1982 ; Rothbard et coll.,
1987 ; Baroiller, 1988a et b ; Baroiller et
coll., 1988).

Chez Oreochromis niloticus, les
potentialités stéroidogénes précoces
des gonades males et femelles ont été
analysées durant les trois premiers mois
de leur vie ; cette période couvre I'en~
semble des processus de la différenciation
ovarienne et testiculaire (Baroiller et coll.,
sous presse). La testostérone peut étre
synthétisée par les gonades des deux sexes
contrairement a 'oestradiol dont la pro-
duction se révele spécifique de I'ovaire



(Baroiller, 1988b). Inversement, certains
androgénes comme la 1 18-hydroxyandros-
tenedione (1 1B8-OHA4) et I'adrénostérone
s’averent spécifiques du sexe méle durant
cette méme période (Baroiller, 1988a et
b) et présentent des potentialités masculini-
santes (Baroiller, 1988b).

Les stéroides artificiels présentent
généralement une meilleure efficacité
de masculinisation que des androgénes
naturels (Hunter et Donaldson, 1983).
En ce qui concerne la 17a-MT, cette
efficacité est attribuée a la présence
du groupement 17o-méthyl qui rend
son élimination plus lente que celle de
stéroides naturels comme la testostérone
(Fagerlund et McBride, 1978 ; Donaldson
et coll., 1979).

Afin de comparer les performances
respectives de deux hormones, artificielle
ou naturelle, de tester I'hypothése d’une
implication de la 11B-OHA4 dans le
processus de la différenciation testicu-
laire mais aussi de rechercher une al-
ternative aux traitements classiques
d’inversion, une étude de 'efficacité
de masculinisation de la 118-OHA4 et
de la 170-MT a été menée chez O.
niloticus.

Miatériel et méthodes

Animanx

Deux types de géniteurs males de O.
niloticus de la souche “Bouaké” (Baroiller,
1988b) ont été utilisés pour la production
de familles d’alevins : des males classiques
(XY) et des néomales (XX). Ces derniers
proviennent de deux fratries apparentées
et fournissent, pour la plupart, des
proportions significatives de males inattendus
dans leurs descendances individuelles

(Baroiller, méme volume).
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Reproductions

Les géniteurs males ont été placés
individuellement en aquariums de 400
litres, avec des femelles classiques, a
un sexe ratio de 4:1. L’eau des aqua-
riums de reproduction est filtrée et
maintenue a4 27°C en permanence.
Chaque animal est individualisé par une
marque insérée dans la musculature
dorsale. Les reproductions sont détec-
tées par 'apparition du comportement
maternel d’incubation, qui s’accom-
pagne d’'une dilatation caractéristique
de la cavité bucco-pharyngienne des
femelles. Le premier jour de I'incubation,
tous les autres individus sont retirés pour
laisser la femelle incubatrice seule dans
I'aquarium de reproduction. Cing jours
aprés I'éclosion, soit neuf jours aprés
la fécondation, les alevins sont retirés
de la bouche de leur mere. Chaque
descendance, identifiee par sa date
de fécondation et les marques
respectives des parents, est divisée en
deux a cing lots d’au moins 100 alevins
glevés séparément en aquariums de
200 litres.

Traftement hormonal

Les stéroides sont administrés via
I’alimentation. L’incorporation  est
réalisée par imprégnation d’un aliment
premier dge pour Salmonidés (Aqualim)
avec une solution alcoolique contenant
les stéroides. Des doses de 1 a 45 ug
de stéroide par gramme d’aliment ont
616 testées. Pour les lots témoins I'aliment
a été préparé de la méme fagon en
omettant d’incorporer les stéroides.

Les alevins sont nourris sept jours par
semaine a raison de six repas quotidiens
distribués ad libitum durant les 12 h de
photophase a 'aide d’un distributeur
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automatique. Les alevins dgés de 10 4 15
jours post-fécondation (jPF) ont été ainsi
traités pour des durées comprises entre 45
et 21 jours. Afin d’éviter un potentiel effet
masculinisant de la température (Baroiller
et coll., sous presse), I'eau, filtrée et aérée,
est thermorégulée & 28+1,5°C.

Prégrossissement et sexage des
alevins

Dés la fin du traitement, les alevins
agés de plus de 31 jPF sont élevés en
bacs extérieurs de 1,5 m?3 jusqu’au
sexage. lls y recoivent le méme régime
alimentaire qu’en aquarium. A 60-90
JPF, quand les caractéristiques histolo-
giques de la différenciation gonadique
femelle et male sont déja en place
(Baroiller, 1988a et b), la totalité des
alevins est sexée par examen micros-
copique du squash des gonades
(grossissement de 125). La présence
d’ovocytes prévitellogéniques (auxocy-
tose) ou vitellogéniques, et la configu-
ration lobulaire réveélent respectivement
les sexes femelle et male.

Les sexe ratios des lots traités et
témoins ont été comparés par un test
du ¥* (x=0,05).

Résultats

La survie des alevins, déterminée a I'issue
du traitement et au moment du sexage,

ne différe pas significativement entre les
lots témoins et ceux soumis & des inver-
sions hormonales, quelle que soit la durée
ou la dose des traitements utilisés (Tab-
feau 1).

Aucune gonade d’alevins traités ala 116-
OHA4 (1.631 animaux sexés) comme i la
170-MT (416 alevins) ne révéle, lors de
I'examen microscopique de leur squash, des
caractéristiques hermaphrodites, stériles,
ou des anomalies de structure. Les gonades
des individus traités par la 118-OHA4 sont

fonctionnelles, quel que soit le génotype
de I'individu traité : des néomales XX et
des maéles classiques fonctionnels ont été
obtenus et identifiés par analyse du sexe
ratio a I’issue de tels traitements (Baroiller,
méme volume).

Sur I'ensemble des 17 lots traités a la
118-OHA4, un seul ne présente aucune
déviation du sexe ratio par rapport aux
témoins (Tableau 2). Contrairement aux 13
autres familles utilisées, la descendance du
male XY4 n’a été soumise au traitement
d’inversion hormonale, qu’a partir du 15¢
jPF et non a partir du 10-14¢ jPF. Des
inversions ayant été obtenues pour les quatre
autres lots également traités a 5 pg g,
cette dose ne semble pas étre la cause de
I’absence de déviation de sexe ratio observe.
Ce résultat pourrait plutét traduire Iexistence
d’une période critique de sensibilité
hormonale.

Tous les traitements a la 11R-OHAA4,
appliqués sur des alevins 4gés de moins
de 15 jPF, quelle que soit la dose utilisée
déplacent significativement, par rap-
port au témoin, le sexe ratio en faveur
du sexe male (Tableau 2).

La 17a-MT ne présente par contre des
effets masculinisants que dans une
gamme de doses comprises entre 5 et
45 pgg.

Une durée de traitement de 21 jours
permet I’'obtention de populations mono-
sexes males pour des doses d’hormones
comprises entre 10 et 35 pgg’ (1183-OHA4)
et 5 ug g’ (170-MT). Pour des doses
inférieures ou égales 4 5 ng de 113-OHA4
par gramme d’aliment pendant une période
de 21 jours, le pourcentage de males est
proportionnel a la dose utilisée (Fig. 1).

Aucune différence significative d’efficacité
de masculinisation n’est décelée entre les
deux hormones pour des doses de 10-
45 pg-g'. A partir de 5 pg-g’, des
différences significatives sont observées dans
les résultats des deux types de traitement :
pour une dose de 5 ug'g’!, seule la 17a-
MT permet I'obtention de 100 % de males
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Tableau 1. Taux de survie des alevins de Oreochromis niloticus en fonction du traitement hormo-
nal appliqué pour P'inversion du sexe.

Traitement Survie Nombre Survie Nombre

aprés traitement de lots au sexage de lots

(%) testés (%) testés
113-OHA4 83,8 15 55,2 17
170~-MT 85,6 4 56,7 4
Témoin 79,6 12 50,2 14

Tableau 2. Caractéristiques et résultats des traitements d’inversion hormonale du sexe sur des
alevins d' Oreochromis niloticus issus de couples de géniteurs comportant des males classiques
(XY,) ou des néomales (XXH).

Caractéristiques du traitement Caractéristiques du sexage
Male  Stéroide Doses Age Age Durée Nombre Nombre Males
N° pg'g!  début fin jours de de (%)
traitement traitement méles femelles
(jPF) (jPF)
XY1 11$-OHA4 35 12 57 45 81 0 100
Témoin 0 12 57 45 45 55 45
XYz 11B-OHA4 35 12 57 45 o2 0 100
Témoin 0 12 57 45 45 41 52
XX1 11B-OHA4 35 12 57 45 128 0 100
Témoin 0 12 57 45 64 56 53
XX2  11B-OHA4 30 13 55 42 64 0 100
118-OHA4 20 13 55 42 51 1 o8
Témoin 0 13 55 42 0 74 0
XX3 118-OHA4 30 14 42 28 129 0 100
113-OHA4 30 14 35 21 168 0 100
Témoin 0 14 42 28 47 69 41
XX4  118-OHA4 30 12 54 42 112 2 98
118-OHA4 20 12 54 42 103 1 99
Témoin 0 12 54 42 0 86 0
XX5 11B-OHA4 20 11 32 21 74 0 100
170-MT 20 11 32 21 110 0 100
Témoin 0 11 32 21 23 80 22
XX6  113-OHA4 10 10 31 21 100 0 100
170-MT 10 10 31 21 172 1 99
Témoin 0 10 31 21 34 118 22
XX7 11B-OHA4 5 10 31 21 24 3 89
170-MT 5 10 31 21 47 0 100
Témoin 0 10 31 21 6 21 22
XX8 11R-OHA4 5 11 32 21 79 30 73
Témoin 0 11 32 21 28 96 23
XX9 113-OHA4 5 11 32 21 71 30 70
Témoin 0 11 32 21 16 69 19
XY3 113-OHA4 5 11 32 21 46 20 70
Témoin 0 11 32 A 15 70 18
XY4 113-OHA4 5 15 36 21 79 30 73
Témoin 0 15 36 21 71 70 70
XX10 11R3-OHA4 1 13 34 21 41 72 36
170-MT 1 i3 34 21 12 74 14
Témoin 0 13 34 21 11 59 16

jPF=jours post-fécondation.
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Fig. 1. Efficacité d'un traitement d’inversion hormo-
nale chez O. niloticus selon la dose et la na-
ture du stéroide incorporé dans I'aliment pour
tilapia.

contre un maximum de 88 % avec la 1 13-
OHA4. Inversement, fa 1 70-MT ne présente
plus d’efficacité a 1 pg-g!, alors que la
118-OHA4 utilisée 4 la méme dose déplace
significativement le pourcentage de males
par rapport au témoin.

Pour quatre doses différentes de 1186-
OHA4 (5, 20, 30 et 35 Hg "), deux &
quatre réplicats ont été réalisés (Ta~
bleau 2). Aucune différence significative
de sexe ratio n'est obhservée entre
réplicats d’un méme traitement.

Discussion

Chez les poissons, les hormones utilisées
pour [a masculinisation sont généralement
des molécules artificielles dérivées de la
testostérone : 170-MT, 170~éthynyltestos-
térone, acétate de dihydrotestostérone,
propionate de testostérone. Ces androgénes
de synthése sont considérés comme étant
plus efficaces que les stéroides naturels pour
P'inversion hormonale des espéces de
téléostéens gonochoriques (Hunter et
Donaldson, 1983).

Chez le tilapia, de nombreux auteurs ont
€galement obtenu des populations 100 %
males avec ces stéroides, malgré une grande
hétérogénéité des conditions expérimentales,
en particulier des doses variant de 10 &
240 pg ¢! d’aliment (Baroiller et Jalabert,
1989). Les doses optimales proposées
aujourd’hui sont généralement de 30
Mg g pourla 17a-MT et 60 ug-g ! pour
I"éthynyltestostérone  (Pandian et
Varadaraj, 1987 ; McGeachin et coll.,
1987 ; Rothbard et coll., 1987 ; Baroiller
et Jalabert, 1989) ; pour la 170-MT, la
dose minimale pour la production de
lots monosexes males est de 5 Hg g
chez O. mossambicus (Pandian et
Varadaraj, 1987). D’autres androgénes
artificiels comme la 17a-méthyl-5-
androsten-38,178-diol (Varadaraj et
Pandian, 1987) et la mibolérone (Guerrero
et Guerrero, méme volume) ont également
été utilisés pour ces traitements.

La présente étude indique que chez O.
niloticus, la dose minimale testée de 170~
MT, conduisant a une population 100 %
male est également de 5 pg-g' pour une
période de traitement de 21 jours : aucun
déplacement de sexe ratio n’étant constaté
dla dose de fpg g,

La stéroidogenése en période de dif-
ferenciation gonadique restant peu
€tudiée chez les téléostéens, et en
particulier chez le tilapia (Baroiller, 1988a
et b; Baroiller et coll., 1988), seul un
nombre restreint d’androgénes naturels
a été testé en traitement masculinisant.
Parmi ceux-ci, deux dérivés 11-
oxygénés, respectivement administrés
dans I'eau d’élevage et dans "alimen-
tation, peuvent modifier le déroulement
de la différenciation chez le tilapia :
'adrénostérone, & une dose de 5 mg-1+,
provoque une destruction des struc-
tures ovariennes chez O. nifoticus (Katz et
coll., 1976) et la 11 cétotestostérone, a
200 pg'g’', inhibe la formation de Ia cavité
ovarienne mais n’empéche pas I’apparition
de jeunes ovocytes qui dégénéreront



ultérieurement chez O. mossambicus
{Nakamura, 1981). Néanmoins, compte tenu
des fortes doses utilisées, 'hypothése d’effets
toxiques ou paradoxaux ne peut étre rejetée
(Hunter et Donaldson, 1983). Chez O.
niloticus, de effets masculinisants de
’adrénostérone ont également été
démontrés aprés traitement via I'alimentation
ades doses de 45 pg-g! (Baroiller, [988b).

La 11B-OHA4 n’avait, jusqu’alors, pas
été utilisée en traitement d’inversion
hormonale chez le tilapia. Cet androgéne
naturel présente une efficacité de

masculinisation comparable & celle de la-

170-MT, pour des doses comprises entre
10 et 35 pg-g'. De plus, contrairement a
la 170-MT pour des doses inférieures a
5 ug-g!, des déviations de sexe ratio restent
constatées.

Aucune anomalie dans le déroulement
de I'ontogeneése gonadique n’est observée
lors des examens microscopiques des
gonades des alevins traités pendant 60-
90 jours ; de plus, 'inversion fonctionnelle
des gonades est démontrée par identifi-
cation de néomales aprés épreuve de la
descendance des individus traités dans la
présente étude (Baroiller, méme volume).

La | 1R-OHA4 a été identifiée in vitro chez
trois espéces de téléostéens a des stades
précoces de la différenciation : ce stéroide
{ 1-oxygéné peut en effet étre synthétise
spécifiquement par les testicules de la truite
arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss (van den
Hurk et coll., 1982), du poisson-chat Clarias
garfepinus (van den Hurk et coll., 1989) et
de O. niloticus (Baroiller, 1988b) durant
'ontogenése gonadique précoce.

Administrée via I'alimentation (60 et
6 pg-g') et via I'eau d’élevage (300
pg-g'), la 11B-OHA4 produit des popu-
lations & forts taux de mdles, avec res-~
pectivement 76-78 % chez la truite (van
den Hurk and Lambert, 1982 ; van den Hurk
and van Qordt, 1985) et 77 % chez le
poisson-chat (van den Hurk et coll., 1989),
contre respectivement 48 et 50 % de males
chez les témoins. Chez C. gariepinus (van
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den Hurk et coll., 1989), la 1 7a-MT déplace
significativement le sexe ratio en faveur des
males (65 %) a des doses de 30 pg-g'
et en faveur des femelles & 100 pg-g'. Chez
O. mykiss, les dérivés de la testostérone
pourraient ne pas étre indispensables
a la différenciation testiculaire : en effet,
la testostérone et ses dérivés [1-
oxygénés ne peuvent étre synthétisés par
le testicule qu’a des stades ultérieurs a ceux
pendant lesquels la 1 13-OHA4 a été identifiée
(van den Hurk et coll., 1982). De plus, un
traiternent par ['acétate de cyprotérone
n’affecte pas le sexe ratio de lots d’alevins
de truite (van den Hurk and van Oordt, 1985)
et de tilapia (Hopkins et coll., 1979). Les
deérivés 1 1-oxygénés de I'androstenedione
pourraient étre impliqués dans des étapes
de la différenciation testiculaire chez ces
trois espéces.

Chez O. niloticus, la sensibilité au traiterent
hormonal apparait durant une période critique
précise. Le traitement pour étre efficace doit
débuter entre neuf et 13 jPF. Au-dela de cette
période, la différenciation semble définitivement
engagée conformément au génotype ; dés
lors, elle ne serait plus influencée par des
facteurs stéroidiens exogénes.

Le trajitement appliqué durant une période
de 21 jours intervient donc entre le 9% et
30¢ jPF. Histologiquement, & 27°C, se
déroulent successivement chez les individus
femelle, la prolifération ovogoniale entre
20 et 28 jPF, puis 'apparition des premiéres
figures de prophase de méiose de 28 a 35
jPF (Baroilier, 1988a et b). Chez le maéle,
durant la méme période, se déroule la phase
de multiplication trés progressive des cellules
somatiques et spermatogoniales (Baroiller,
1988a et b). Les hormones exogénes sont
donc fournies a I'alevin avant la mise en
place de ces processus histologicues.
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