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Abréviations

ADNmt : Acide désoxyribonucléique mitochondrial

AF-1 : Pemiére fonction d’activation

AF-2 : Deuxiéme fonction d’activation

AMOVA : Analyse Moléculaire de la Variance

ARNmMm : Acide ribonucléique messager

BV : Bassin Versant

CITES : Convention International Trade of Endangered Species of Wild Fauna and Flora
CT : Extrémité C-terminale

CTAB : Bromure de Cétrimonium

CTE : Extension COOH-terminale

Cyt b : Cytochrome b

DBD : Domaine de liaisoal’ADN

DTT : Dithiothréitol

E2: 17p-estradiol

EDTA : Ethylénediaminetétraacétique

EGF : Facteur de croissance épidermique

ELISA : Dosage d'immunoabsorption par enzyme liée

ER: Récepteur oestrogénique

ERR : Récepteur apparenté aux récepteurs oestrogéniques
FCFA : Franc de la Commat¢ Financiere d’ Afrique

FPKM : Fragments Per Kilobase of exon per Million fragments mapped
FSH : Hormone folliculo-stimulante

FSHR: Récepteur de I’hormone folliculo-stimulante
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Fst : Index de fixation

IGS : Indice Gonado-somatique

IRD : Institut de Recherche pour le Développement
JTT : Modéle Jones-Taylor-Thornton

kDa : kilo Dalton

LBD : Domaine de liaison au ligand

LBR : Répétitions se liant au ligand

LDLR : Récepteur de lipoprotéines de basse densité
LH : Hormone lutéinisante

LHR : Récepteur de ’hormone lutéinisante

LMI EDIA : Laboratoire Mixte International Evolution et Domestication de I’Ichtyofaune

Amazonienne

LR8+ : VLDLR avec 8 LBR et le domaine O-glycosylation
LR8-: VLDLR avec 8 LBR et dépourvu du domaine O-glycosylation
LRP : Protéine liée au LR

LS : Longueur Standard

LT : Longueur Totale

Lv : Lipovitelline

MS/MS : Spectrométrie de masse

NADH1 : Nicotinamide Adénine dinucléotide sous unité 1
NPS : Sérum de porc

Pb: Paires de bases

PBS : Tampon phosphate salin

PCR: Réaction de polymérisation en chaine

PMSF : Ruorure de phénylméthylsulfonyle

PRL : Prolactine
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PRLR : Récepteur de la prolactine

PS: Population sauvage

Pv: Phosvitine

SE: Stock d’¢levage

UICN : Union Internationale pour la Conservation de la Nature
VLDLR : Récepteur de lipoprotéines de trés basse densité
Vig : Vitellogénine

VitgR : Récepteur de la vitellogénine
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1. Contexte et problématique

1.1 Proximité phylogénétique de I’Heterotis et de
I"Arapaima : intérét pour comprendre I’évolution des

téléostéens et la biologie de la reproduction

Le super ordre des Ostéoglossomorphestitue 1’un des groupes de téléostéens les plus

primitifs présents sur le Gondwana (Bauchot et al., 1993 ; Hilton, 2003). Ce clade a un role
essentiel dans la compréhension de la phylogénie des téléostéens (Hilton, 2003), raison pour
laquelle 1 fait ainsi partie de I’un des clades les plus étudiés au sein des Poissons. Les différents
auteurs se sont intéressés particulierement a la biogéographie en raison de la répartition
intercontinentales des espéces que renferme ce groupe (Nelson, 1969). Il est présent dans
presque toutes les parties du globe en dehors de I’antarctique. Les Ostéoglossomorphes
présentent un grand nombre d’espéces fossiles datant du proche crétacé dont une douzaine de

genres identifiés proviennent de sédiments d’eau douce et marins (Lavoué, 2016). Il est
composé de deux ordres : les Ostéoglossiformes largement distribués dans la zone tropicale et
les Hiodontiformes de la zone tempérée nord-américaine (Betancur-R et al., 2017 ; Lavoué,
2016) L’ordre des Ostéoglossiformes est composé de la famille Gggnnarchidag
Mormyridag Notopteridae,Osteoglossidady compris lesArapaimidag et Pantodontidae

Cette classification est basée entre autres sur des données moléculaires et génomiques
(Betancur-R et al., 2017)

Arapaima gigas(Schinz, 1822),Heterotis niloticus (Cuvier, 1829), Scleropages spet

Osteoglossurap sont des espéces appartenant au clade des Ostéoglossomorphes.

De -150 a 30 millions d’années, la fragmentation du Gondwana, a permis d’isoler 1’ Afrique,

I’Inde, Madagascar, I’ Amérique du Sud, I’ Australie, I’ Antarctique et la nouvelle Zélande. Cette
dissociation est reconnue comme une cause majeure de la divergence des espéces terrestres et
d’eau douce par le mécanisme de la vicariance (Cox, 1974). La divergence emirapaimaet
Heterotisserait intervenue lors de la séparation de I’Amérique du Sud et de I’Afrique il y a

environ 105 millions d’années (Nelson, 1969). La séparation de I'Inde-Madagascar et I'Afrique

a été la cause de la divergence des Notopteridae africains et asiatiques il y a 135 millions
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d’années (Inoue et al., 2009). La fragmentation de I'Australie et de I'Antarctique-Amérique du
Sud a été la cause de la divergence 8ekeropage australiens-sud asiatiques ets de
Osteoglossunsud-américainkcirrhosumet ferreirai) il y a 60 millions d’années (Nelson,
1969) Figure 1).

(:‘\ Distribution de h [B Ditribution des Y\ (€ Ditributiovn.de. )
Osteoglossum sud américain et de
Secleropages autralien et sud-est

I'drapaima sud americain et Notopteridae africains et
de I'Heterotis africain aslatiques

0 Mya
Evénement possible de cause tectonique : Evénement possible de cause tectonique : Evénerent possible de cause tectonique :
Séparation Afrique/Amérique du Sud S@pmlh:m AIri;m/}\hhgascar-ll:lle Séparation A"*f,z'* du Sud-Antartique
ustralie

10 Mya 140 Mya
Prédiction : Prédiction : Prédiction :
Arapaima et Heterotis, des espéces Notopteridae africains et asiatiques, - Osteoglossum et Scleropages, des
soenrs des espéces soenrs espéces soemwr's

t temps de divergence il y a 105 liya) \" temps de divergence ily a 135 LIyaj \ temps de divergence il y a 64-43 Li)j

Figure 1: Fragmentation et divergence de certaines espéces d’Ostéoglossomorphged’apres
Lavoué (2016).

(A) Arapaimaet Heterotis,(B) Notopteridaeafricains et asiatiques, éC) Scleropageset
OsteoglossumMya : millions d’années.
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Des études plus récentes (Lavoué, 2@ddijuent qu’il est probable que la fragmentation du
Gondwana n'ait pas provoqué la divergence eAm@paima et Heterotis ou entre les
Notopteridae asiatiques #firicains. L’analyse des données combinées des taxons fossiles et

vivants, des caracteres moléculaires et morphologiques, situe les temps de divergences aprés

la fragmentation du Gondwan@&igure 2).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique situant la période de divergenceHgtgeotis- Arapaima
apres la séparation de I’ Afrique et de I’ Amérique du Sud, d’aprés Lavoué (2016)

Les barres horizontales noires (pour les nceuds focaux) et grises (pour les autres nceuds)
correspondent a des intervalles de confiatec#%. Les nombres en gras aux nceuds sont des
probabilités bayésiennes postérieures <Q3. genres fossiles sont précédés d’une croix,
Mya : millions d’années.
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Plusieurs études ont permis de montrer la proximité phylogénétiquéientteticus du bassin
hydrographique africain &. gigasdu bassin amazonien (Betancur-R et al., 2017 ; Guo-Qing

& Wilson, 1996 ; Hilton, 2001, 2003 ; Lavoué, 2016 ; Lavoué & Sullivan, 2004 ; Nelson, 1968,
1969).Ces études sont basées entre autres sur I’analyse de caracteres squelettiques, la dentition,

les approches bayésiennes de données morphologiques, fossiles et moléculaires, la structure
des arcs branchiaux et les os infra orbitaux. Cette proximité phylogénique se traduit a la fois
par une similitude deraits de vie entre les deux espéces sceurs et quelques évolutions
(comportement, cycle de reproduction, croissance). L’étude de ces aspects a une échelle
transcontinentale se révele particulierement intéressante dans le domaine de la biologie de la

reproduttion et pour la compréhension de I’évolution des téléostéens.

1.2 Heterotis et Arapaima, des poissons d’un grand intérét

pour la péche et I’aquaculture

1.2.1 Péche et aquaculture de. niloticus

H. niloticusest une espéce importante pour la péche continentale en Afrique (Adite et al., 2006

; Moreau, 1982 ; Odo et al., 200@)est la principale espéce visée pendant les périodes de crue
car les individus adultes se dispersent dans les plaines inondées (Adite et al., 2006). Au Bénin,
742 tonnes d’Heterotis étaient péchés annuellement (Adite et al., 2006). Cette espéce qui
représentait ave@reochromis niloticuplus de 60% de la production de la péche commerciale
artisanale en Cote d’Ivoire (Bernacsek & Powles, 1992) connait une surexploitation de ses
pécheries. En 2016, la production halieutiqueHdailoticus était estimée a 874 tonnes en

Cote d’Ivoire (DAP, 2016a, 2016b, 2016c, 2016d), soit moins de 3% des captures de péche
Dans certains cours d’eau de sa zone de distribution, les alevins sont souvent péchés
volontairement en méme temps que les géniteurs ; ce qui constitue une menace pour les

populations sauvages de cette espéce (Bauchot et al., 1993 ; Oladosu et al., 2007).

La pisciculture africaine est axée piipatement sur 1’élevage de O. niloticus(Brummett et aJ.
2008) Les efforts en matiére d’élevage d’Heterotisont été réalisés dés 1955 avec les premiers
essais couronneés de succes en Centrafrique (Tillon, 1@5@%te d’Ivoire, ¢’est la deuxiéme

espeéce piscicole (Yao et al., 201Hgterotisest généralement élevé en polyculture &Wec
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niloticusqui constitue 1’espéce principale (Kimou et al., 2016 ; Yao et al., 2017). Les élevages

en monoculture sont assez rares (Bard, 1973 ; Kimou et al., 2016 ; Reizer, 1964 ; Tillon, 1959).

H. niloticus est généralement tres prisé par les populations locales; ce qui induit une
exploitation réguliere des pécheries et une commercialisation facilitée dans ces zones (Depierre
& Vivien, 1977 ; Kouakou et al., 2016pans certaines régions de la Cote d’Ivoire (Lazard,

1990), du Gabon (Depierre & Vivien, 1977) et du Nigeria (Ekanem et al., 2010), il est
impopulaire a cause de son godt diversement apprécié. Cependantjllest salé et fumé,

son acceptation par le consommateur est trés élevée (Akinneye et al., 2007 ; Ekanem et al.,
2010).C’est une importante source d’acides aminés indispensables (Monentcham et al., 2010),

de protéines et de sel minéraux (Akinneye et al., 2007).

En Céte d’ivoire, I’association de I’élevage de H. niloticuset de la culture du riz dans un méme
étang est un axe important de la sécurité alimentaire dans les communautés vill@genises

et al., 2015)Ce poisson joue un role socioculturel chez les peuples Ibo du Nigeria (Odo et al.,
2009) et procure dans sa zone de distribution un revenu substantiel aux pécheurs et aux
pisciculteurs (Depierre & Vivien, 1977). Le rendement de filetage.daloticus représente

plus de 59% du poids total du poisson (Adeyemo, 2013). Toutes les parties du poisson évisceéré
sont en général consommeées. Les poissons sont vendus lorsqu’ils ont atteint un poids supérieur

a 2 kg contrairement @. niloticusqui dépasse rarement les 500 g a la vente. Le prix du
kilogramme se négocim Afrique de I’Ouest sensiblement au méme prix qQeniloticusentre

1 500 et 2 500 FCFA suivant la taille du poisson.

1.2.2 Péche et aquaculture dA. gigas

A. gigasfait partie de 1’'une des espéces les plus exploitées en pécherie et commence a étre
produite en aquaculture en Amérique du Sud. C’est une source importante de protéines
animales utilisée par les populations du bassin amazonien. Il a longtemps fait partie de
I’alimentation des amérindiens vivant pour la plupart a proximité des rivieres et des fleuves. A

partir du XVIII® siécle, avec l'arrivée des colonisateurs espagnols, il a été utilisé comme
substitut de lanorue et fortement exploité. Ainsi, la pécherie commerciale d’Arapaimas’est
développée a partir de cette période @set al., 2003). De 1885 a 1893, 11 540 tonnes
d’Arapaimaséché et salé sont exportées de Belém (environ 1282 tonnes/an). Cette exploitation

a connu une croissance entre 1919 et 1921 pour atteindre 1920 tonnes/an. De 1918 a 1924,
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6 775 tonnes d’Arapaimasont expetées de 1’Etat d’Amazonas (968 tonnes/an). A partir de

1970, I’espéce a commence a se faire rare. Dés 1980, son exploitation a des fins commerciales

n’¢était plus viable économiquement. L'épuisement des stocks naturels a conduit I'espece a
disparaitre dans certaines régions. Depuis 187%jigasfigure dans I'Annexe Il de la liste
CITES (Convention International Trade of Endangered Species of Wild Fauna and Flora)
(CITES, 2018) avec une population estimée entre 50 000 a 100 000 individus dans le bassin
amazonien (Schaefer et al., 201@ppendant, il est classé sur la liste rouge de 1’Union
Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN) comme espéce ne disposant pas de
données suffisantes pour établir clairement son statut et donc son degré de de vulnérabilité et
derisque d’extinction (IUCN, 2017).

Le statut CITES n’a pas empéché la poursuite de son exploitation illégale. En 2001, le
gouvernement brésilien a interdit toute activité de péche d’Arapaimadans ses cours d’eau

(Hrbek et al., 2005). Cependant, il ne fait pas partie de la liste nationale des espéces en danger
(Castello et al., 2015). La saisorvéeable de péche d’Arapaimase situe de Septembre a

Janvier pendant la baisse du niveau des cours d’eau (Castello, 2008b).

Les populaons naturelles d’Arapaima continuentleur déclin dans la majorité des eaux
amazoniennesn raison de la forte exploitation des pécheries. Il ressort d’une étude récente

(Castello et al., 2015) qu&. gigasa disparu dans 19% des localités dans la zone basse de
I’Amazonie. Compte tenu de son importance économique et culturelle, la pisciculture de cette
especa’est développée (Castello et al., 2015) pour répondre aux besoins sans cesse croissants
des consommateurs (Schaefer et al., 2012). Son statut CITES a suscité des les années 2004, un
grand intérét pour son élevadegure 3). En plus, tout commid. niloticus(Reizer, 1964), les
caractéristiques exceptionnellesAlegigasfont de ce poisson, un excellent candidat pour la

pisciculture (Santos et al., 2014 ; Schaefer et al., 2012). Il posséde :

- un taux de croissance élevé (10 a 15 kg/an) ;

- une excellente utilisation de sa carcasse ;

- une maturité sexuelle tardive, ce qui permet une bonne croissance des males et des
femelles ;

- une résistance aux manipulations et au transport ;

- une tolérance a des faiblesieurs d’oxygene dissous dans I’eau gracea I’existence

d’une double respiration, branchiale et aérienne.

28



— -
f—
a - 16 [:
= >
s e Péche P
(‘a 1,200 = o - 12 —Gl
s Pisciculture 4
~ ~2
:'d ~
— =
= 800 - B =
=5 b
8 =
@) ~
e
400 - -4 A
0 T T Y T T T Y T L] T L L] L4 A 0
1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009

Figure 3 :Capture de la péche et production aguacol&.dggasde 1995 a 201@’apres
Schaefer et al. (2012). T : tonne.

L’aquaculture commerciale d’Arapaimaest une activité récente. Sa production est limitée
principalement a la région amazonienne en particulier au Pérou et au Brésil. Les conditions
environnementales y sont favorables (Valladao et al., 2016). Le suivi de la reproduction en
captivité a débuté au Pérou en 2007 (Nufiez et al., 2Bt EJevage intensif, les poissons son

élevés a trés faible densité : 1 a 2 kgavec des tapératures d’eau variant entre 28 et 30°C

(Marre, 2011). La taille commerciale désapaimad’élevage qui offrirait un optimum de gout

est comprise entre 10 et 12 kg (Marre, 20L13jquaculture ornementale de A. gigasest une

activité en plein essor. Elle se développe en raison de la demande de pays comme les Etats
Unis, le Japon, la Thailande et Hong Komgg(re 4). Des juvéniles sont exportés et se
retrouvent dans des aquariums ou servent a empoissonner des lacs en vue de la péche sportive
(Schaefer et al., 2012).

Arapaimaoffre une couleur et une texture de chair attrayantes, un faible contenu en matiéres

grasses (environ 1%) et des niveaux élevés de protéines (20% des tissus musculaires) et

29



d'acides gras polyinsaturés (oméga 3 et 6).Haa est ferme et ne présente pas d’arrétes
intramusculaires (Schaefer et al., 2012). Il présente une belle épaisseur de filet quidscilite
préparations culinaires. De ce fait, il est apprécié par les grands chefs cuisiniersirergirica
japonais. Le filet sans peau représente 42% du poids total du poisson. Sur le marché
international, il est vendu entre 20-25 USD / kg aux Etats-Unis et 12-15 USD / kg dans les
villes sud-américaines. Les filets vendus en France pésent en moyenne 2 kg et coltent 18
euros/kg (Marre, 2011). Sur les marchés locaux, en Amazonie, le prix du filet varie de 3 - 3,75
USD / kg. Le produit salé et séché est compris entre 5 - 6,25 USD / kg (Vallad&o et al., 2016).

Thailande

Euro Autres pays
Etats Unis d’Amériaue pe\ &

\

Hong Kong

Figure 4 :Principaux pays ayant impor# gigasvivant de 2000 a 2010.
D’aprés Schaefer et al. (2012).

1.3 Défis lies a la reproduction et a la génétique des

populations d’Heterotis et Arapaima

Malgré leurs caractéristiques biologiques étonnantes, la production croissante et les efforts de
marketing pour leur commercialisation, 1’élevage de A. gigaset H. niloticus se heurté des
difficultés techniques au niveau de la reproduction (Adite et al., 2006 ; Kouakou et al,, 2016
Valladao et al., 2016) et de la génétique des populations (Hrbek et al., 2005 ; Hurtado et al.
2013).

La maitrise de 1’élevage de I’Arapaimaet de Heterotisest difficile en raison de particularités

comportementales et physiologiques communes : induction artificielle de la ponte impossible
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pour l'instant, parade nuptiale, confection d’un nid, soins parentaux (Reizer, 1964 ; Valladao

et al., 2016) De plus, I’identification morphologique des sexes des reproducteurs est
impossible en dehors de la période de reproduction au cours de laquelle quelques traits
distinctifs sont parfois visibles chéz gigas(Figure 5) (Carreiro et al., 2011 ; Chu-Koo et al.,

2009 ; IRD, 2008 ; Oladosu et al., 2007). En conséquence, obtenir des reproductions en
captivité demeure 1’une des principales difficultés de la pisciculture de ces deux especes
(Carreiro et al., 2011 ; Chu-Koo et al., 2009 ; IRD, 2008 ; Monentcham et al., BO@8¥nce

de dimorphisme sexuel chez les deux espéces est un frepnimisation de la reproduction

en captivité (Nufez, 2008).

Figure 5 : Coloration dA. gigasmale et femelle méatures durant la période reproduction (Chu-
Koo et al., 2009). Chez le méle, une coloration rouge-orangée est observée latéralement de
manicre continue de la nageoire caudale jusqu’au niveau de I’opercule. Chez la femelle, la
coloration s’arréte avant 1’opercule.

Une gestion adéquate des géniteurs passe nécessairement par leur sexageyiGdenne

technique d’analyse immuno-enzymatique a permis de développer un kit de sexage (Chu-Koo
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et al., 2009 ; Dugué et al., 2008 ; Nufiez & Duponchelle, 2009 ; Nuiiez et al., 2011). Le sexage
a été rendu possible aussi par I’utilisation d’endoscope (Carreiro et al., 2011). Cela a permis

une production importante d’alevins au Pérou, ou ces alevins sont utilisés a la fois pour la
pisciculture et pour brnement. Cependant, la compréhension du comportement reproducteur

de A. gigasdemeure encore assez limitée. Les facteurs environnementaux et sociaux qui

conduisent a la formation des couples et au succés reproducteur ne sont pas encore connus.

Aucune technique de sexage fiable n’existe pour Heterotis (Oladosu et al.,, 2007). Les
pisciculteurs comptent généralement sur la loi des grands nombres en introduisant dans un
¢tang plusieurs géniteurs d’Heterotis(Reizer, 1964). La difficulté de contrdler la reproduction
conduit aussi certains pisciculteurs a prélever des alevins dans les cours d’eau naturels pour les

élever en étang de pisciculture (Bauchot et al., 1993).

Les études relatives a la génétique des populations sauvagegidaset H. niloticus sont
récentes (Hrbek et al., 2005 ; Hurtado et al., 2013). Le statut de nombreuses populations et de
sous-populations naturelles et piscicaleses espéces n’est pas encore complétement établi.

Cette insuffisance de données pourrait affecter la gestion des stocks de reproduddeurs de

gigaset deH. niloticusdans les pécheries et les fermes piscicoles.
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2. Descriptions des deux modesad’étude :

Arapaima gigas et Heterotis niloticus

Figure 6 Heterotis niloticusadulte, environ 1 m de longueur totale maximale et 10 kg de
poids maximal.

Figure 7: Arapaima gigasdulte, environ 3 m de longueur totale maximale et 200 kg de
poids maximal.

2.1 Systématique et morphologie

La famille desOsteoglossidaeomprend outreéH. niloticus et A. gigas les arrowanas sud-
américains Qsteoglossum bicirrhosurCuvier, 1829),0. ferreirai (Kanazawa, 1966)),

australiens $cleropages jardiniet S. leichardtl) et asiatiquesScleropages formosuéBard,
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1973 ; Hilton, 2003 ; Kottelat, 2013 ; Lavoué & Sullivan, 2004 ; Lévéque & Paugy, 1999, 2006

: Nelson, 1968)Heterotis et Arapaima sont classés dara famille desArapaimidaeou
Arapaimatidae(Figure 8) par certains auteurs (Adite et al., 2006; Miranda-Chumacero et al.,
2012). D’autres auteurs les classent dans la famille d@steoglossidag¢Betancur-R et al.,

2017) et dans la sous famille ddsterotidinaeou Heterotinae(Guo-Qing & Wilson, 1996 ;

Hilton, 2003).Heterotis niloticusest la seule espece connue du geéfeterotis(Adite et al,

2005 ; Moreau, 1982). Son synonyme valable @ktpisudis niloticus(Cuvier, 1829).
Considéré comme un genre monotypique (Hrbek et al., 2005), des études ont rapporté que le
genreArapaimacomporterait au moins cing especes encore vivantes (Stewart, RQ1Rjt

deA. gigas A. arapaimaA. mapageA. agassizietA. leptosoma

Phyllum : Chordata
Sous-Phyllun : Vertebrata
Infra-phyllum : Gnathostomat
Classe: Actinoterygii
Sous-Classe Neoptrygii
Infra-classe: Teleostei
Superordre : Osteoglossomorpha
Ordre : Osteoglossiform

Famille : Ostec?glosside/ Arapaimidae

| |

Genre: Heterotis Genre: Arapaima

Espece Heterotis niloticus Especes

Arapaima gigas
Arapaima arapaima
Arapaima mapae
Arapaima agassizii

Arapaima leptosoma

Figure 8 : Position systématique Alegigaset deH. niloticus
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L’un des caractéres qui permet de distinguer les cinq espéces d’Arapaimaest la forme de la

cavité dorsale la plus latérale sur le pré operdtitgufe 9).

A. gigasest connu sous le nom de Pirarucu au Brésil et en Colombie, Paiche au Pérou,
Equateur, Venezuela et en Bolivie, Arapaima en Guyana. Le nom Pirarucu signifi@ dans |
langue des indiens d’Amazonie « Poisson rouge » en référence a la couleur rouge du bord
postérieur des écailles. Il est 'un des plus grands poissons d’eau douce. C’est une espece
emblématique du bassin amazonien. Il peut mesurer jusqu’a 3 m de long (Bard, 1973) et peser

plus de 200 kg (Arantes et al., 2010 ; Hrbek et al., 2005 ; Schaefer et al., 2012). Sa durée de

vie se situe entre 15 et 20 ans.

Figure 9 : Variation de forme de la cavité préoperculair&rdpaima s Stewart, 2013)

(A) A. gigas(Schinz, 1822), holotype ; (B). arapama (Valenciennes, 1847), topotype ; (C)
A. mapagValenciennes, 1847), holotype ; (B) Agassizi(Valenciennes, 1847), holotype ;
(E) A. leptosomaholotype.

Plusieurs noms en langue locale sont utilisés pour dégiymaloticusen Afrique Tableau

1). H. niloticusest de taille plus modeste glegigas Dans la riviere Nun au Nigeria, il peut
atteindre 105,5 cm LT et peser 10,6 kg (Ezekiel & Abowei, 2013). Comme chez la plupart des
especes tropicales, la longévité ide niloticus est courte. Elle se situe entre 5 et 10 ans
(Moreau, 1982).
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H. niloticusetA. gigasont le corps couvert d’écailles épaisses et osseuses avec une consistance

cornée. Ces énormes écailles constituent un systeme de protection trés efficAcaygas

Elles le protegeraient particulierement contre les sévéres morsures de Biradibatres

animaux aquatiques qui partagent son écosysteme. Les nageoires pectorales et pelviennes de
A. gigasetH. niloticussont tres €loignées les unes des autres. La nageoire dorsale et la nageoire
anale sont souvent subégales et opposées. Elles sont tres rapprochées de la nageoire caudale
qui est de forme arrondie (Bard & Imbiriba, 1985 ; Moreau, 1982).

Tableau 1 : Noms attribuédeterotis niloticuslans plusieurs pays d’Afrique.

Pays Nom attribué localement aH. niloticus
Gabon Poisson sans nom
Kanga, Tergal, Bambté, Balli, Bargi, Lareo, Noussa,

Cameroun Penge, Riki, Tou

Madagascar Toundro’_ny Presida (pois_son du président), Rotivita,
Fataoroti, Hataonoti, Biby lava (béte longue)

Cote d’Ivoire Poisson Cameroun, Fanan, Ahoussou Koffi

Nigeria Afo, Aika, Bahli, Bonytongue

Sénégal Bakata, Bala, Balde, Dugande, N’Diaguel

RDC Congo Ya sika, Muzalazala

Kenya Dese

Ghana Fa

Burkina Faso Fana, Rakoko

Mali Fana, Kondo

Benin Hwa, Kouala, Kpote

Tchad Kani, Kawi, Ngol, Ngbl6

Soudan Katakpi, Lek, Nauk

La coloration déA. gigas de type marron clair a verdatre, est plus foncée chez les juvéniles et
change chez le méale en devenant beaucoup plus rouge en période de reproduction (Bard &
Imbiriba, 1985). CheH. niloticus la coloration est uniforme, grisatre, brunatre ou olivatre
pendant la période de repos sexuel. Elle devient beaucoup plus foncée (noiratre) a l'approche
de la reproduction (Moreau, 1982 ; Tillon, 1959).

La téte deH. niloticusest courteKigure 103, épaisse et arrondie. La longueur du corps est

3,7 a 4,7 fois celle de la téte qui est 1,6 a 1,7 fois plus longue que large. La longueur standard
(LS) est 3,9 a 4,6 fois la hauteur du corps (Guo-Qing & Wilson, 1996 ; Moreau, 1982). Chez
A. gigas la téte Figure 10b) et le corps sont de forme allongée, avec une section circulaire et
ellipsoidale (Bard & Imbiriba, 1986).
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La bouche de ces deux espéces est équipée d’une langue osseuse ; ce qui leur vaut 1’appellation

de bonytongues en anglais (Bard & Imbiriba, 1985)gigasdispose de deux a deux rangées

et demie de dents. Au sud du Brésil, dans la riviere Grande, une seule rangée de dents a été
observée chez certaidgsapaima(Carvalho et al., 2015H. niloticus posséde seulement une

rangée de dents linguales et de forme conique (Moreau, 1982).
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Figure 10 : Squelette de la téteHdeterotis niloticugA) et deArapaima gigagB) (Guo-

Qing & Wilson, 1996).

Angart : angulo-articulaire, br: branchiostegals, ch: ceratohyal, den: dentaire, dsp
dermosphénotique, enp : endopyterygoid, eoc : exoccipital, ep : epural, epo : épiotique, fr
frontal, hh : hypohyal, hl, ® hypural, h2 : 2" hypural, h6 : & hypural, iolao: antorbital
fusionné et ¥ infraorbital, i02 : 2 infra-orbitaire, i03 : 8 infraorbital, i04-5, 4™ et Fme
infraorbitales fusionnés, iop : interopercule, mes : mesethmoide, mx : maxillaire, na : nasale,
npu2 : épine(s) neurale(s) sur B'2preurale, op opercle, pa : pariétal, pas : parasphenoide,
ph: parypypique, pmx: prémaxillaire, pop: pré-opercule, pt: post-temporale, pto
dermopterotique, pul :®1lcentrum preurale, pu2? centrum preurale, qu : quadrate, rart
rétroarticulairesm: symplectique, socsupraoccipital, sop, subopercule, uf":.centrum ural,

u2 : 2™ centrum ural.
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2.2 Particularités anatomiques degrapaimidae

2.2.1 Le systeme nerveux

La forme du cerveau d&. gigaset deH. niloticus(Figure 11) rappelle celui de la plupart des
téléostéens. Le cerveatlHeterotisest plus encéphalisé que cellArapaima d’Osteoglossum

ou deScleropagesLes vues dorsales et latérales du cervediHgterotismontrent des lobes
vagaux bilatéraux postérieurs au cervelet. Sa forme étrange est semblable au chou-fleur
(Bauchot et al., 1993)e cerveau est protégé par une plaque osseuse dure. L hypophyse se

trouve comme trés classiquement en position ventrale enveloppée dans une petite cavité

appelée selle turcique.

Figure 11 : Morphologie du cerveau ldeniloticus(Bauchot et al., 1993).

Vue dorsale (A), vue dorsale chez un spécimen juvénile (B), vue ventrale (C) et vale laté
(D), ce: cerveletep: épiphyse, hy : hypothalamus, hp : hypophyse; moelle allongée, ob :
bulbe olfactif, ot : tectum optique, sc : moelle épiniere, te : télencéphale, vl : lobellagal,
nerf optique]ll : nerf oculomoteur commun, V : nerf trigemindl, : nerf abducens, VIl : ner
facial, VIII : nerf auditif,IX : nerf glossopharyngien, X : nerf vagal.

2.2.2 Gonades

L’aspect des gonades de H. niloticus et de A. gigas est similaire a celles des
Ostéoglossomorphes. La plupart des espéces de poissons possedent deux gonades
fonctionnelles chez les deux sexes. CheAtlapaimidae il n'existe qu'un seul ovaire et qu'un

seul testicule fonctionnel qui sont situés sur le flanc gauEigure 12). Les lamelles
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ovariennes sont "nues" et directement exposées dans la cavité générale du corps (Adite et al.,
2006 ; Bard & Imbiriba, 1986 ; Chu-Koo et al., 2009 ; Godinho et al., 2005 ; Moreau; 1982
Oladosu et al., 2007). Chéz gigasun ovaire atrophié situé sur le flanc droit a été observé
chez certains individus. Il est dans ce cas toujours non fonctionnel (Godinho et al., 2005).
Compte tenu de ces particularités anatomiques, la canulation ovarienne est rendue difficile chez
ces deux especes. Récemmaent,aide d’un endoscope, elle a été réalisée chezgigas
(Carreiro et al., 2011).

Le testicule deH. niloticuspeut atteindre 7 cm et peser 3 & 4 g. L'indice gonado-somatique
(IGS) demeure inférieur a 1% méme en période de reproduction. Le testicule est rattaché
dorsalement par un tissu conjonctif. L’ovaire des individus matures pése 70 a 90 g et peut

représenter jusqu’a 5% du poids du poisson (Moreau, 1982).

ChezA. gigas I’ovaire est rattaché a la paroi de la cavité du corps par une couche basale. Un

ovaire gravide d'une femelle préte a frayer peut atteindre une longueur de 780 mm, une largeur
de 240 mm et un poids de 2800 g (Flores, 1980). Des ovaires immatures et matures peuvent
peser respectivement 4,8 g et 728,7 g. On enregistre des IGS variant entre 0,04% (immatures)
et 0,65% (matures). Le testicule est allongé et son diametre peut atteindre 1,5 cm. Il peut peser
entre 0,8 g (immatures) et 11,4 g (matures) avec un IGS de 0,011% (matures) a 0,012%
(immatures) (Godinho et al., 2005).

. —{—mi— Cind M ..\._
Figure 12 : Position des gonades cheZlepaimidae
Testicule (A) et ovaire (B) dd. niloticus testicule (C) et ovaire (D) d& gigas
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2.2.3 Organe suprabranchial ou épibranchie

ChezH. niloticus une paire de diverticules tubulaires plus ou moins enroulés en spirale est
visible lorsque 1’on ouvre les operculegigure 13). Leur forme rappelle celle de la coquille
d’escargot (Braford, 1986 ; Moreau, 1982). Cet organe est appelé organe suprabranchial ou
épibranchie (Bauchot et al., 1993 ; Braford, 1986 ; Moreau, 1882)iloticus est le seul
Ostéoglossiformes a disposer de cet organe. Il est présent chez trois autres groupes de
téléostéens : les Clupeiformes, les Gonorynchiformes et les Charachiformes. Cegeridant,

pas une sticture similaire a celle de 1’Heterotis (Braford, 1986). Le nombre de spires troi

avec 1’age du poisson pour atteindre 7 chez les aduks. L’épibranchie est tapissée de bourgeons

gustatifs (Bauchot et al., 1993 ; Braford, 1986).

Figure 13: Position schématique de 1’organe suprabranchial (s.b.) de H. niloticus(Braford,
1986 ; Moreau, 1982).

Vue latérale gauche (A), vue dorsale (B). Vue externealatée 1’épibranchie droit (C), en:
encéphale, op : opercule, cs : ceinture scapulaire.

L’épibranchie joue un role dans 1’alimentation en servant a filtrer des microparticules
alimentaires contenues dans I’eau (Bauchot et al., 1993 ; Braford, 1986). Précédemment, des
fonctions respiratoires et auditives @t# attribuées a 1’arc suprabranchial respectivement par
Hirtl en 1854 et par D’ Aubenton et Daget en 1961 (Moreau, 1982). Le norhleterotis qui

signifie « autre oreille » provient du réle auditif joué.

En Céte d’Ivoire, certainspécheurs pensent que la présence de 1’épibranchie aprés la mort du

poisson affecte négativement la qualité et le goQt de sa chair. Elle est de ce fait immédiatement
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extraite du poisson apres les péches. Cette pratique de retirer les branchies anegaigme
en Amazonie pourArapaima sans que l'on puisse vraiment confirmer une action négative sur

les qualités gustatives de leur chair.

2.2.4 Vessie gazeuse

Les especes de la famille désapaimidaeont une double respiration : branchiale et aérienne
(Brauner et al., 2004 ; Depierre & Vivien, 1977 ; Galdames-portus et al., 1978). lls disposent
d’un organe adapté a la respiration aérienne qui fonctionne comme un véritable poumon. Il

s’agit d’une vessie natatoire modifiée (Bard & Imbiriba, 1986 ; Bard, 1973 ; Lévéque & Paugy,

1999) semblable a celle d'un autre Ostéoglossifor@wsnarchus niloticusChezHeterotis

la vessie natatoire est tripartite et communique avec le pharynx par un sphincter. La partie
antérieure de la vessie, dans la région voisine de ce sphincter, est peu vascularisée. La deuxieme
partie est tres vascularisée et la troisieme partie accolée aux reins forme une masse spongieuse

vascularisée par l'artére pulmonaire et les veines cardinales postérieures (Moreau, 1982).

La respiration aérienne obligatoire permét. jigasetH. niloticusde peupler les cours d’eau
relativement pauvres en oxygéne (Moreau, 1982). lIs remontent tous les 5 a 15 min. en surface
pour respirer (Bard, 197.3Fn s’appuyant sur ce comportement respiratoire, une technique a

été développée pour dénombrer les populations naturellds deggasau moment ou les
poissons émergent. Dans les pécheries, ce comportement respiratoire les expose aussi aux
spécialistes de la péche au harpon (Arantes et al., 2010 ; Castello, 2008a ; Castello, 2004). Face

au danger, ce temps peut étre prolongé jusqu’a 40 min (Bard, 1973)

2.3 Réegime alimentaire

2.3.1H. niloticus, un poisson benthophage et microphage

H. niloticus est un omnivore a tendance benthophage et microphage (Adite et al., 2005
Depierre & Vivien, 1977 ; Edoghotu & Hart, 2014 ; Kouakou et al., 2016). Il a une grande
plasticité alinentaire qui varie avec 1’age et la taille du poisson (Depierre & Vivien, 1977 ; Odo

et al., 2009 ; Ugwumba, 1993). Il consomme principalement les invertébrés benthiques et des
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micro crustace(Adite et al., 2005 ; Kouakou et al., 2016 ; Lévéque & Paugy, 1999 ; Odo et

al., 2009). Son régime alimentaire se compose égatettiasectes, de rotiféres, d’arachnides,

de nématodes, de mollusques et de graines. En général, ces aliments sont riches en protéines
(Ugwumba, 1996).A partir de 100 & 200 mm de LS, les individus consomment des graines et
des détritus. Malgré la quantité de consommation de détrtus|oticusn’est pas considéré

comme un détritivore spécifique (Adite et al., 2005 ; Edoghotu & Hart, 2014). Les juvéniles

d’Heterotisse nourrissent aussi de zooplancton et de phytoplancton.

La partie moyenne de I’intestin de H. niloticusrappelle la forme du gésier des oiseaux (Moreau,
1982). Il contient également des grains de sable qui facilitent la digestion des aliments
consommeés (Adite et al., 2008)et organe n’est pas trés développé chez les individus jeunes

(LS< 400 mm).

En captivité H. niloticusqui est élevé en polyculture av®ceochromis niloticusn’a pas une
alimentation spécifique. Il partage les aliments distribués aux Tilapias sans rentrer en
concurrence directe avec ceux-ci (Kimou et al., 2016). Une étude réalisée par Monehtcham e
al. (2010) a montré que sur le plan protéique, les besoins nutritionnels des juvéniles (3-62 g)
se situent entre 310 et 345 g de protékyed/aliment respectivement pour la croissance
optimale et maximale. Les besoins spécifiques en acides aminés indispensables, excepté pour
le tryptophane et’histidine, des juvéniles dél. niloticus sont similaires a ceux d’autres

poissons tropicaux omnivores.

2.3.2A. gigas, un poisson carnivore

En milieu naturel, les adultes Begigassont essentiellement piscivores (Schaefer et al., 2012).
Leur tube digestif est court comme pour la plupart des carnivores. Ills chassent de nuit et
attrapent leurs proies par une forte succion de la bouche (Bard, L1®48) absorbée en méme
temps qué’aliment, est rejetée a travers les opercules. Les alevins se nourrissent d’insectes et

de petits gastéropodes (De Oliveira et al., 2005).

Compte tenu de son régime piscivore, en captivitégigas est nourri avec une variété
d’aliments riches en protéines animales. Dans le milieu naturel, le régime alimentaire se
compose de poissons vivants ou de différents animaux morts. En élevage, les aliments
industriels distribués I’Arapaimasont riches en farine de poisson (40 a 45%) et peu riche en

huile (8%) (Marre, 2011 ; Nuiiez et al., 201 plimentation nécessaire pour les reproducteurs
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en captivité représente 2% de biomasse par jour 5 a 6 jours par semaine (Nufiez et al., 2011).
Les juvéniles (26 cm et 119 g en moyenne) peuvent consommer efficacement plus de 8% de

leur biomasse par jour (Padilla et al., 2004).
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3. Les populations deA. gigas et deH. niloticus

3.1 Habitat

LesArapaimidaesont des poissons d’eau douce qui préferent les zones lentiques (<0,12 m/ s),

des cours d’eau peu profonds (<3 m) et fuient les eaux boueuses (Adite et al., 2006 ; Bard,
1973 ; Bard & Imbiriba, 1985 ; Moreau, 198RJune des principales raisons qui élimine H.
niloticus des eaux a courant moyen et rapide est son régime alimentaire microphage (Reizer,
1964).

A. gigasetH. niloticussont couverts d’une mucosité abondante qui leur permet de se mouvoir

dans trés peu d’eau (Bard, 1973). Des Pirarucus de plus de 1,5 m de longueur ont été observés
nageant dans des eaux tres peu profondes de 0,5 m (Castello, 2008a). La plépapaies

habitent les lacs et les chenaux pendant les périodes de basses eaux, de septembre a janvier
(Castello & Stewart, 2010). Les eaux désoxygénées (0,4 a 4,5 mg/l) leur conviennent en raison
de leur capacité a respirer ’oxygéne de I’air (Adite et al., 2006 ; Arantes et al., 2013 ; Depierre

& Vivien, 1977 ; Moreau, 1982). lls sont présents aussi bien en zone pélagique que littorale.
Pendant les périodes de fraie, les géniteurs fréquentent les plaines inondées. La végétation qui
s’y trouve est nécessaire a leur reproduction. Les plaines inondées offrent égalemerd un

variété d’aliments (Lévéque & Paugy, 1999). Les larves et les juvénileld.daloticusvivent

dans les endroits marécageux parmi la végétation aquatique (Adite et al., 2006 ; Moreau, 1982)

A. gigasetH. niloticusont un mode de vie pratiquement identique. lls nagent généralement a

mi profondeur. lls réalisent des sauts importants a la surface de l'eau et se laissent tomber
latéralement en faisant un bruit de battoir (Bard, 199.3)iloticuspeut ainsi passer d’un étang

piscicole a un autre (Reizer, 1964) et ses sauts peuvent atteindre 12 m de long en cas de danger
(Bard, 1973).

Grace a ses caractéristiques biologiqiespiloticusa une grande capacité pour s’adapter a
différents habitats (Odo et al., 200@Jest une espéce nilo-soudanienne qui a colonisé suite a
des introductions, la zone forestiére guinéenne. Sa présence ne semble pas modifier I’équilibre
faunique des zones colonisées (Lévéque & Paugy, 1999 ; Welcomme,H99RBticuspeut
tolérer des températures basses jusqu’a 15 °C et élevées dépassant les 35°C (Adite et al., 2006
; Moreau, 1982).
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A. gigasest un poisson inféodé aux foréts équatoriales de I’Amazonie (Bard, 1973). Il supporte
des variations de température de 24 a 31°C (Bard & Imbiriba, 1986 ; Bard & Imbiriba, 1985).

3.2 Zones de distribution dedrapaimidae

La distribution des poissons est influencée par plusieurs facteurs du :rhiligyge d’habitat,
les zones climatiques, 1’altitude, la végétation et les précipitations. L’ histoire climatique et les
évenements géologiques qui ont modelé le réseau hydrographique jouent également un réle
essentiel dans cette distribution. Ces phénomenes ont rendu possible les interconnexions entre
bassins ou ont favorisé 1’isolement temporaire ou définitif de certains systémes aquatiques

(Lévéque & Paugy, 2006 ; Stiassny et al., 2007).

3.2.1 Les populations dé\. gigas

a) Populations natives

A. gigasestune espéce originaire de I’Amazonie centrale. Sa zone de distribution inclut le

Brésil, le Pérou, la Colombie et le Venezuela. Sa présence est aussi sagr@l§@ana sans
pénétrer dans les bassin de I’Orénoque (Bard, 1973 ; Bard & Imbiriba, 1985). Il est démontré

et clairement acquis que gigasn’a jamais été présent dans les eaux de Guyane (Balland &

Roux, 2005) méme si plusieurs communications le mentionnent. La plus grande partie de son
aire naturelle se trouve en Amazonie brésilienne et péruvienne (Castello, 2008a ; Rojas Rios,
2003). Les populations les plus abondantes se trouvent dans la riviere Solimées dans I'Etat
d'Amazonas au Brésil (Réserve de Mamiraua). Les distributions marginakesgigasse

situent ;

- prés d’Iquitos au Pérou ;

- dans lariviére Leticia en Colombie ;

- dans lariviéere Tabatinga, a Bel@tiembouchure du fleuve Amazone, dans la région
de I'Amapa au Brésil et au Guyana ;

- dans les rivieres Cuyabeno, Aguarico, Napo et Tiputuini en Equateur.

Les rapides ou petites cascades du Rio Madera sont apparemment une barriére nsdurelle a

dispersion plus au su@rapaimaa été empéché naturellement d'atteindre les zones en amont
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comme la Bolivie jusqu'a son introduction accidentelle dans les années 1970 (Miranda-
Chumacero et al., 2012).

b) Populations issues des introductions

L’aire de distribution de A. gigass’est étendue durant ces derniéres années (Castello, 2008a
Miranda-Chumacero et al., 2012). Des observations ont confirmé la présence du Pirarucu en
dehors de sa zone de répartition géographique originelle. En&0digasest observé dans le

Rio Grande au Sud-est du Brésil (Carvalho et al., 2015). Des populatidngigassont aussi
signalées dans la haute région de Parnaiba au nord-est du Brésil et en amont du Rio Madera
(Ramos et al., 2014 aire de distribution de A. gigass’étend aux cours inférieurs de
I’Amazonie et au bassin de 1’Orénoque (Carvajal-Vallejos et al., 2011 ; Castello, 2008a
Miranda-Chumacero et al., 2012)rapaima effectue de courtes migrations saisonniéres
successives pour coloniser de nouveaux habitats (Castello, 2008a, 2008b). Lorsque le niveau
d’eau augmente, il migre vers les plaines inondées. A travers les canaux de communication, il

regagne les lacs ou les eaux sont plus calmes et parfois peu profondes.

Au Brésil et au Pérou, une forte baisse des populations naturdliiapalmaest survenue en

raison de la surpéche (Hrbek et al., 20@&ns certaines régions de ces deux pays, 1’espéce

est localement éteinte (Castello et al., 2015). En réponse a cette extinction, des initiatives de
réintroduction ont eu lieu au Pérou, lesquelles sont facilitées par le développement de la
pisciculture dans I’aire de distribution originelle (Rojas Rios, 2003). En Asie, certains pays
comne la Thailande ont introduit I’ Arapaimadans des lacs pour développer la péche sportive
(Ford, 2017).

Cas de l’introduction de A. gigas en Bolivie

Environ 1 000 alevins Arapaimaprovenant de populations naturelles ont été introduits en
1979 dans les lagunes Sandoval et Valencia. Ces plans d'eau font partie du bassin du Madre de
Dios au Pérou. A la faveur des inondations du Madre de Dios, les eaux ont atteint les lagunes
et des poissons se sont échappés et ont gagné le cours du fleuve en direction de la Bolivie ou
leur présence a été signalée dés 1970 dans le Beni, un fleuve situé en Bolivie qui communigue
avec le Madre de Dios. C’est ainsi que l'espéce est signalée pour la premiere fois dans les eaux

boliviennes ou son aire de distribution continue de s'étendre (Miranda-Chumacero et al., 2012)
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Les observations dA. gigasdans les eaux boliviennes sont de plus en plus fréquentes. Sa
présence est confirmée dans 70 points. Il est observé dans des ruisseaux, de petites rivieres et
des lagunes reliées aux principaux bassins fluviaux du Madre de Dios et du Beni. Les
départements concernés sont le Pando avec 21 points couvrant une grande partie du
département de La Paz dans sa partie extréme nord avec 44 points et le Beni dans sa partie
centre-nord avec 5 pointSigure 14). Au PandoA. gigasest observeé dans les rios Tahuamanu,
Orthon, Manuripi, Negro et Abuna. Dans le département de La Paz, il se trouve dans les rios
Madre de Dios, Beni et Heath, ainsi que dans les rios Moa, Toromonas, Asunta, El Tigre,
Madidi et Undumo. Dans le département du Beni, I'espéce se trouve pres de Riberalta, en
particulier dande Florida et I'lvon (et surtout le Yata), le lac Tumichucua et le rio Negro

bolivien (Miranda-Chumacero et al., 2012).
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Figure 14 : Distribution géographique des populations natives et introduitegms

D’apres Miranda-Chumacero et al. (2012).

Les fleches le long des rivieres et ruisseaux indiquent la direction du mouvement de
I'Arapaima
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La répartition géographique actuelle représente environ le quart des lacs de plaine d'inondation

dans la partie inférieure de I'Amazonie bolivienne (Van Damme et al., 2015).

Les populations locales signalent que l'introductionAtaiaimaa eu de graves conséquences

sur l'environnement. Dans le nord de la Bolivie, cela pourrait entrainer une réduction des
populations de poissons indigenes, y compris des poissons de haute valeur commerciale
(Macnaughton et al., 2015).

3.2.2 Les populations dé. niloticus

a) Populations natives

H. niloticus est une espece native de la province silatanienne a 1’exception des sous-
provinces éburnéo-ghanéenne et abyssinienne (Bard, 1973 ; Lemasson, 1957 ; Lévéque &
Paugy, 2006 ; Lévéque et al., 1990 ; Moreau & Moreau, 1982 ; Reizer, 1964 ; Stiassny et al.,
2007) Figure 15). Les bassins hydrographiques concewo@s situés au nord de 1’équateur.

Ce sont:

- les cours moyens et inférieurs des grands fleuves comme le Nil, le Niger, le Sénégal, la
Volta, la Gambie, le Corubal ;
- les fleuves cétiers de la Guinée Bissau, du Bénin, du Togo ;

- le lac de Guiers, le lac Tchad, le lac Turkana, le lac Omo et le lac Albert.

b) Populations issues des introductions

L’aire de distribution de H. niloticuss’étend désormais a d’autres provinces dontil n’est pas

natif (Figure 15). Ce sont, le bassin du Congo (Lemasson, 1957), les sous-provinces éburnéo-
ghanéenne et abyssinienne (Lévéque & Paugy, 2006), la haute et la basse Guinée (Stiassny et
al., 2007).
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Figure 15 : Distribution géographique Heniloticus

Modifiée d’apres Lévéque & Paugy (2006). En bleu: la zone de distribution native
correspondant a la province ichtyologique Nilo-soudanienne sans les sous-provinces éburnéo-
ghanéenne et abyssinienne, en rouge : zone de distribution aprés introduction. Les couleurs
grises représentent les provinces ichtyologiques ou la présenie wigoticus n’est pas
signalée, les traits neira I’intérieur de chaque zone coloriée représentent les cours d’eau
principaux.

En raison de son intérét économique et de ses performances zootechhiguieticusa été

introduit dans plusieurs stations piscicoldalfleau 2 en Coéte d’Ivoire, au Gabon, en
Centrafrique, au Congo, au Cameroun, a Madagascar, en République Démocratique du Congo
(Moreau & Moreau, 1982])_es premiers essais d’introduction d’Heterotisont eu lieu a Bangui

en Centrafrique en 1955 avec 37 alevins (Tillon, 1958ns les pays de son aire d’origine, H.
niloticus a fait 1’objet d’introductions et de réintroductions (Stiassny et al., 20079spece
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s’adapte aux différents milieux dans lesquels ils ont été introduits et son élevage en étang
connait un succes rédlinalement, il sert a I’empoissonnement des cours d’eaux naturels et
artificiels pour développer les activités halieutiques (Lazard, 1990 ; Moreau, 1982). De facon
accidentelle, il s’est échappé des étangs piscicoles pour se répandre dans des cours d’eau dont

il était absent (Basin du Nyong, Cross, Sanaga, Ogoué, Oubangui, Kasai et du Congo),
entrainant 1’expansion de son aire d’introduction (Bard, 1973 ; Depierre & Vivien, 1977 ;
Moreau, 1982 ; Moreau et al., 1995 ; Stiassny et al., 2007).

Tableau 2 : Quelques introductionshleniloticusdans les pays africains.

Pays d’origine Licu d’introduction Date Références
Cameroun Madagascar 1964 (Moreau, 1982)
Lac Tchad Centrairique (pisciculture ;q-0 (Tillon, 1959)
et fleuve Obangui)
1958 (Depierre &
Nord du Cameroun Sud Cameroun (Nyong) Vivien, 1977 ;
1962
Moreau, 1982)
. Cote d’Ivoire (Station 1957 (Lazard, 1990)
Yaoundé (Cameroun) recherche Bouaké) 1959 (Reizer, 1964)
Bérégadougou (Burkina Cote d’Ivoire (Statlf)n 1960 (Reizer, 1964)
Faso) recherche Bouaké)
Cote d’Ivoire (Lac 1962
Cote d’Ivoire (Station ~ Ayamé, Kossou) 1971 (Moreau, 1982)
recherche Bouaké) Cote d’Ivoire (Lac de 1980 (Lazard, 1990)
Buyo)
Cameroun Nigeria (Cross rive - (Ezekiel &

Abowei, 2013)

République démocratique
Congo du Congo (fleuve Congo 1966 a 1969 (Moreau, 1982)
et lac Toumba)

(Stiassny et al.,

République démocratique 1960 2007)

Soudan du Congo

La présence deél. niloticus en zone forestiére a été rendue possible par I’intervention de
I’lhomme. La communication daesurs d’eau en période de crue permet a cette espéce de
coloniser les espaces ou sa présence n’avait pas été signalée et ou il n’y a pas eu d’introduction
par ’homme. Ce poisson se laisse entrainer par le courant. Il n’y aurait pas eu d’impacts
signalés er la faune autochtone du fait de I’introduction de H. niloticus(Lévéque & Paugy,
1999 ; Welcomme, 1992).
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En considéranles zones d’introduction et natives,H. niloticus fait désormais partie de

I’ichtyofaune de 26 pays africains.

Cas de I’introduction de H niloticus en Cote d’Ivoire,
Le réseau hydrographiquEigure 16) de la Cote d’ivoire (DCH, 1979 ; Girard et al., 1970)

comprend :

- quatre bassins principaux : le Cavally, le Sassandra, le Bandama et la Comoég ;

- des petits fleuves cotiers : le Tabou, le San Pedro, le Niouniourou, le Boubo ;
I’Agnéby, la M¢, et la Bia ;

- des affluents du Niger : le Baoulé, la Bagoé et le Gbanhala ;

- un affluent de la Volta noire : le Koulda.
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Figure 16: Bassins versants des cours d’eau principaux de la Cote d’Ivoire.
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Malgré 1’inclusion d’une partie des bassins versants de cours d’eau ou H. niloticus est natif,
cette gpece est initialement méconnue du bassin hydrographique de la Cote d’Ivoire (Gouréne
et al., 1995).

H. niloticus a étéintroduit pour la premicre fois en Cote d’Ivoire entre 1957 et 1959. Des

alevins provenant d’une pisciculture de Yaoundé au Cameroun sont mis a 1’essai a la station

de recherche piscicole de Bouaké, une ville située au centre de la Cote d’Ivoire (Lazard, 1990

: Reizer, 1964)En 1960. L’effectif de H. niloticusde la station est ensuite renforcé avec des
alevins provenant du Burkina Faso, précisément de la localité de Bérégadougou (Reizer, 1964)
Des reproductions ont été enregistrées. Les alevins obtenus ont servi a enrichir la faune de
certains lacs et cours d’eau environnants. C’est ainsi qu’est intervenu 1’empoissonnement du

lac d’Ayamé (sur le fleuve Bia) de 1962 a 1965 et celui de Kossou (sur le fleuve Bandama) de
1971 a 1972 (Bernacsek & Powles, 1992 ; Doudet, 1979 ; Moreau, 1982). En 1980, le lac de
Buyo (sur le fleuve Sassandra) enregistre a son tour un empoissonnemet aietcus
(Lazard, 1990).

A partir de 1985H. niloticus est introduit dans des barrages agropastoraux (Sambakaha,
Gboyo, Korokara et Kiémou) construits sur des affluents secondaires du fleuve Bandama au
nord de la Cote d’Ivoire dans les départements de Korhogo et Ferkessédougou (Da Costa et al.,

1998 ; Tito De Morais et al., 2007).

Aujourd’hui H. niloticus est pratiquement présent dans tous les bassins versants de la Cote
d’Ivoire. 1l fait méme partie des principales especes péchées (Da Costa et al., 2000 ; Kouakou
et al., 2016 ; Tah et al., 2009).

La pisciculture deH. niloticuss’est aussi développée en Cote d’Ivoire. Elle est pratiquée dans

des étangs ou dans de petits barrages (Kimou et al., 2016).
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3.3 Génétique des populations dé. gigas et H. niloticus

3.3.1 Génétique des populations et reproduction des esjes

La génétique des populations est une discipline scientifique qui étudie les différentes forces
(mutations, sélection, dérive et migrafi@yissant sur les changements évolutifs des especes

et de leurs populations. C'est une discipline transversale entre écologie, systématique, histoire
naturelle, conservation, biologie évolutive, amélioration agronomique (horticulture,

sylviculture, pisciculture, élevage) (Hartl & Clark, 2007).

Plusieurs études ont permis de déterminer la structure génétique des populations de nombreuses
especes de poissons qu’elles soient a 1’état sauvage ou issues d’élevage (An et al., 2010 ; de

Oliveira et al., 2017 Santos et al., 2014 ; Sanchez et al., remer, 2012 ; Shen et al., 2009). La
connaissance de cette variabilité génétique oriente le choix des reproducteurs. Pour faire face
aux problémes de consanguinité, des pratiques, consistant a capturer des poissons a 1’état

sauvage, généralemesintenus dans des cours d’eau avoisinantes, pour les utiliser comme
reproducteurs dans les fermes aquacoles, sont mises en ceuvre pour maintenir la diversité

génétique (de Oliveira et al., 2017).

3.32 Les différents types de marqueurs pour I’étude de la

géenétique des populations

Les cellules des eucaryotes contiennent plusieurs génomes : non seulement le génome
nucléaire, mais également des génomes plus petits, dans les chloroplastes pour les plantes et
les mitochondries pour les plantes et les animaux (Birky et al., 1983 ; Boursot & Bonhomme,
1986). Il existe une large gamme de marqueurs moléculaires au sein de ces génomes qui
peuvent étre utilisés pour étudier la structure génétique des populations (Castellanos-Gell,
2012). Les marqueurs génétiques peuvent fournir des preuves solides que les populations sont
fermées ou ouvertes parce que la différenciation génétique est trés sensible a la migration.
Cependant, les inférences fondées sur des données génétiques doivent nécessaeement étr
basées sur des modeles qui supposent I'nérédité, la variabilité, la neutralité versus la valeur
sélective des marqueurs et I'équilibre entre la dérive génétique, la migration et la mutation pour

différencier les populations et les individus (Hellberg et al., 2002).
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a) L’ADN Mitochondrial

Plusieurs études se sont focalisées sur 1’analyse de I’ADN mitochondrial (ADNmt)
exclusivement ou associée a d’autres marqueurs moléculaires (Avise et al., 2008 ; Castellanos-
Gell, 2012 ; Honeycutt et al., 2012 ; Papetti et al., 2007 ; Sekino et al., 2002 ; Vigilant et al.,
1989 ; Yue et al., 2006).

L’ADNmt joue un réle essentiel en écologie moléculaire et en reconstruction phylogénétique

des espéces animales (Hrbek & Farias, 2008). Il a permis depuis plusieurs années, de retracer
I’histoire évolutive et démographique des populations et des especes (Baillard & Whitlock,
2004).

Le taux de mutations de I’ADNmt est supérieur a celui observé au niveau de I’ADN nucléaire

(Birky et al., 1983 ; Birky et al., 1989 ; Boursot & Bonhomme, 1986). Mais le rapport entre la
variation de 1’un et ’autre n’est pas constant et dépend des génes étudiés (Baillard & Whitlock,
2004).

L’intérét de I’ADNmt repose sur sa taille de population efficace qui est quatre fois plus petite
que celle de ’ADN nucléaire dans une population de sexe ratio 1 :1 (Hartl & Clark, 2007).

Cette taille représente le nombre d’individus d’une population idéale pour lequel on aurait une
fluctuation du polymorphisme ou un degré de dérive génétique équivalent a celui de la
population effective (Boursot & Bonhomme, 1986 ; Hare et al., 2011). Ainsi, dans une
population donnéda dérive pouvant conduire a la fixation d’un nouvel all¢le va étre 4 fois

plus rapide pour le génome mitochondrial que pour le génome nucléaire.

Le temps requis pour que tous les alleles, sauf un (qui est fixé), soient perdus a cause d'une
dérive est en effet inversement proportionnel a la taille de populaticaceffiReconnu pour

son absence de recombinaison chez la grande majorité des gipduemt d’une espéce de

moule a montré que ce marqueur moléculaire peut parfois se recombiner (Ladoukakis &
Zouros, 2001) Les avantages, les limites et les causes du taux d’évolution élevé de I’ADNmt

sont présentés dansTableau 3
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Tableau 3 Quelques caractéristiques de I’ADN mitochondrial.

- Molécule a hérédité maternelle : possibilité de suivre les lig
maternelles au cours du temps

Avantages - Présent dans la cellule en copies multiples : possibilité de travailler
(Boursot & du matériel dégradé.

Bonhomme, 198€ - Evolution relativement rapide de la séquence : justification de
; Castellanos- utilisation a 1’échelle micro évolutive

Gell, 2012) - Homoplasmie (un seul haplotype par individu bien que 1I’hétéroplasmie

puisse exister)
- Molécule haploide avec absence de recombinaison
- L’absence de recombinaison implique que toute la molécule a la mém

l('X\r/liI;is 2010 - histoire: la généalogie construite a partir de ’ADNmt pouvant ne pas
Baillar’d & ' refléter la totalité de I’histoire de ’espece

- L’hérédité maternelle implique une information limitée lorsque la
dispersion est liée au sexe
- L’emploi de la coalescence a montré I’importance de 1’associer a d’autres

Whitlock, 2004 ;
Castellanos-Gell,

2012) . .

marqueurs moléculaires
Causes du taux - Mécanismes relativement inefficaces de réparation de I’ADN
d’évolution élevé - Molécules d’ADNmt exposé a un environnement riche en oxygene

(Avise, 2009) ADNmMt nu et non associé a des protéines histones

Le génome mitochondrial des animaux est formé par une petite molécule unique d’ADN

circulaire double brin dont le brin H est externe et le brin L se situe a I’intérieur (Boursot &
Bonhomme, 1986 ; Hrbek & Farias, 200B)ordre des génes représentés sur la Figure 17 est

le plus fréquent chez tous les téléostéens (Dettai et al., 2012 ; Hrbek & Farias, 2008 ; Pereira,
2000). Il pety avoir plusieurs milliers de mitochondries dans une seule cellule (Dettai et al.,
2012). Sa taille varie entre 8 et 40 kb chez les eucaryotes (Hellberg et al., 2002). Chez les
vertébrés, il se situe dans une gamme assez étroite : 16-20 kb (Avise et al., 1987). Le génome
mitochondrial des vertébrés code pour 37 genes dont 24 assurent le systeme traductionnel de
la molécule elle-méme (pour 22 ARNt et 2 ARNr). Les 13 autres génes codent pour des sous-
unités de la chaine de transport d'électrons ou les glucides et les graisses sont oxydés pour
générer du dioxyde de carbone, de I'eau et de I'ATP (Baillard & Whitlock, 2004).

Le génome mitochondrial est composé d'une mosaique de setidsay 4 et Figure 17)

tres conservées et trés variables chez plusieurs espéces animales (Aquadro & Greenberg, 1983
; Boursot & Bonhomme, 1986 ; Honeycutt et al., 1995 ; Hrbek & Farias, 2008 ; Pereira, 2000)

A raison de pressions sélectives plus faibjeslques positions dans la séquence de I’ADNmt

sont susceptibles d’évoluer plus que d’autres (Honeycutt et al., 1995). Cette caractéristique
facilite grandement le choix de régions génomiques informatives appropriées pour des

guestions patrticulieres.
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Tableau 4 : Organisation des genes du génome mitochondAakyilgas

Gene/élémel Brin Position Taill Début Fin

trnF H 1.6 69 - -
rrnS H 69..102. 954 - -
trnV H 1023..109 71 - -
rrnL H 1094..277 168 - -
trnL (TAA)  H 2780..285 74 - -
nad1l H 2858..382 972 ATG TA
trnl H 3831..390 72 - -
trnQ L 3903..397 70 - -
trnM H 3972..404 69 - -
nad2 H 4041.508 104 ATG T*
trnwW H 5086..515 69 - -
trnA L 5156..522. 69 - -
trnN L 5226.529 73 - -
oL L 5299.533 36 - -
trnC L 5335..540 67 - -
trnY L 5402.547 71 - -
coxl H 5474..703 155 GTG AG
trnS(TGA) L 7026..709 72 - -
trnD H 7101..717 72 - -
cox2 H 7177..786 691 ATG T*
trnK H 7868..794 74 - -
atp8 H 7943..811 168 ATG TA
atp6 H 8101..878 684 ATG TA
cox3 H 8784..956 785 ATG T*
trnG H 9569..963 71 - -
nad3 H 9640..998 349 ATG T* v, T
trnR H  9989.1005 70 - - _\ﬂ‘%ﬂ
nad4L H 10059..1035297 ATG TA ~/
nad4 H 10349.1173139 ATG T*
trnH H 11739..1180 69 - -
trnS(GCT) H 11808..1187 68 - - )
tmL (TAG) H 11876.1194 73 - - _Geénome —,
nad5 H 11949.1379184 ATG TA  |& mitochondrial -
nadé L 13787.1431531 ATG TA \ i deA. gigas
trnE L  14318.1438 68 - - “ (16433ph) A=y
cob H 14390..1553114 ATG T* e
trnT H 15531.1560 72 - -
trnP L 15603..1566 64 - -
OH (control H 15667..1643767 - -
région) Lys
D’aprés Hrbek & Farias (2008). Figure 17 : Carte du génome mitochondrial

A. gigas(Hrbek & Farias, 2008).

Diverses parties du génome mitochoaldsbnt employées pour comprendre 1’histoire et la
déemographie des espéces vivantes ainsi que pour la conception d'amorces (Hrbek & Farias,
2008).
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L’ ADNmt contient une région dite de contrdle (non codante) d’environ 0,8 kb appelée D-loop

chez les vertébrés (Avise et al., 1987). Elle est située entre les genes ARNt-Pro et ARNt-Phe
(Hrbek & Farias, 2008). Cette région régule les processus de réplication et de transcription de
I’ADNmt (Avise et al., 1987 ; Chang & Clayton, 1986). Elle est particulierement utile pour les
analyses phylogéographiques a des échelles évolutives de quelques milliers ou quelques
dizaines de milliers d’années (Ward et al., 1993). Le role fonctionnel réduit, et donc les faibles
pressions sélectives sur cette séquence, font que quelques fragments de cette séquence évoluent
plus vite que la moyenne de la molécule. lls présentent alors un rythme exceptionnellement
rapide de substitutions nucléotidiques et un niveau élevé de polymorphisme intraspécifique
(Mcmillan & Palumbi, 1997 ; Pomacentridae et al., 2004). Certains aufgquadro &
Greenberg, 1983 ; Vigilant et al., 1989pgérent que le rythme de 1’horloge moléculaire de
I’ensemble de la région de contrdle peut étre de trois a cinq fois plus grand que celui du reste

du génome mitochondrial. Néanmoins, méme a I’intérieur de cette région quelque espéces de
vertébrés ont montré une variabilité faible, voire nulle (Baker et al., 1994 ; Walker et al., 1998).
Des petits fragments non codants sont aussi présents dans I’ADNmt. Leur role régulateur n’est

pas clairement compris (Boore, 1999).

b) ADN microsatellites

A I’instar de ’ADNmt, les microsatellites ont été beaucoup utilisés dans les études d’écologie
moléculaire et de génétique des populations (Duvernell et al., 2008 ; Edwards et al., 2008 ;
Godinho et al., 2008 ; Schiffer et al., 2007 ; Schultz et al., 2008 ; Vali et al., 2008).

Les microsatellites sondes séquences d’ADN polymorphes contenant des répétitions en

tandem de motifs nucléotidiques (DeWoody & Avise, 2000) de 2 a 10 paires de bases (Hellberg
et al., 2002 ; Treangen & Salzberg, 2013). Selon la longueur de la base répétée, on parle de
microsatellites mono-, di-, tri-, tétra-, penta- et hexa- nucléotides. La structure des répétitions
permet de distinguer trois types de microsatellites : (i) ceux qui contienmemni type d’unité

répétée, (ii) ceux qui 80 constitués d’au moins deux unités répétées différentes et (iii) ceux

qui contiennent plusieurs interruptions a I’intérieur de la séquence (Urquhart et al., 1994). On

les classe alors respectivement comme microsatellites "parfaits”, "composes” et "imparfaits”.

Les microsatellites se rencontrent de maniére aboaidais tout 1’organisme des procaryotes

et des eucaryotes (Treangen & Salzberg, 2013). Chez le nénRaisiienchus pacificusils
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peuvent représenter jusqu’a 3,83% de tout le génome (Molnar et al., 2012). La plupart des
microsatellites sont situés dans les régions non codantes (introns) (Li et al., 2017) avec toutefois
une localisation possibkéans les régions codantes. Chez I’anguille des marais (Monopterus

albug, 1% des microsatellites sont localisés dans les régions codantes (exons) (Li et al., 2017)
Les microsatellites ont un taux ¢levé de mutation spontanée qui chez I’homme est en moyenne

de 1,2x16 par locus, par gaméte et par génération (Weber & Wong, 1993). lIs constituent une

source importante de polymorphisme génétique (DeWoody & Avise, 2000 ; Kashi et al., 1997).

En génétique des populations, la plupart des microsatellites sont considérés comme des
fragments d’ADN ou les mutations sont neutres (Watkins, 2007). Ces marqueurs moléculaires

peuvent étre des éléments codants et de régulation de I’expression de génes (Koshi & King,

2006).

De nombreux facteurs agissent sur la dynamique évolutive des mdias. 11 s’agit entre
autres du nombre de répétitions, la séquence du motif répété, la longueur de I’unité répétée, les
séquences flanquantes, la présence d’imperfections, le taux de recombinaison et de
transcription, 1’efficacité du systéme de répasa et 1’age des individus (Castellanos-Gell,
2012).

Les microsatellites sont de petits fragments d’ADN qui s’amplifient facilement par PCR. Leur
abondance, leur co-dominance, leur polymorphisme élevé et généralement neutre sont autant
d’atouts qui justifient sa grande utilisation dans les études de génétique des populations. lls
jouent un role essentiel dans la reconstitution de 1’histoire des migrations et de I’évolution des

especes. lls permettent d'évaluer la diversité biologique a différents nideaganisation
(Edwards et al.,, 1992). Ces marqueurs moléculaires ont montré leur efficacité dans la
détermination de la capacité dispersive des especes a divers échelles géographiques (Araripe
et al., 2013). lls sont relativement faciles a développer et peuvent étre analysés pour un codt
modée (Castellanos-Gell, 2012Malgré le nombre élevé de microsatellites dans 1’organisme,

il a été montré que des individus peuvent étre correctement identifiés avec huit loci et que la
structure principaled’une population est visible avec deux loci hautement polymorphes
(Arthofer et al., 2018).
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3.3.3 Structure génétique et conservation des populations He

niloticus et deA. gigas

Les génomes mitochondriaux de la plupart des espéces d’Ostéoglossiformes sont
completement séquencés (Hrbek & Farias, 2008 ; Lavoué et al., 2011 ; Yue et al., 2006). Le
génome mitochondrial complet de gigasest composé de 16 433 pb (GenBank EF523611) et
celui deH. niloticuscompte 16 551 pb (Genbank AP009498). Récemment, le génome complet
deA. gigasa été séquencé (Vialle et al., 2018). Le séquencage de ces génomes ouvre la voie
aux études moléculaires des populationd.dgigaset deH. niloticus(Hrbek & Farias, 2008 ;

Vialle et al., 2018). La carte du génome mitochondriAlapaimaest présentée darsHigure

17 selon Hrbelet Farias (2008).

L’une des rares études ciblant la génétique des populations naturdiesittgicus a été

réalisée au Bénin (Hurtado et al., 2013). Huit microsatellites ont été utilisés. Des
différenciations génétiques marquées ont pu étre observées entre populations de différents
bassins. Les obstacles a la dispersion semblent avoir isolé efficacement les populdlions de
niloticus entreles trois bassins ¢tudiés. Les cours d’eau qui communiquent lors des périodes

de crue, ont présenté de faible différatioh génétique entre leurs populations. L’inondation

semble dondaciliter le flux génétique entre les cours d’eau (Hurtado et al., 2013).

Contrairement &. niloticus la génétique des populationsAlggigasa fait I’objet de plusieurs

études dans une grande partie de son aire de distribution. Des marqueurs microsatellites et
mitochondriaux ont été utilisés séparément ou les deux de facon associée (Garcia-Davila et al.,
2011 ; Hrbek et al., 2007, 2005 ; Santos et al., 2014 ; Vitorino et al., 2015). Les premiéres
études de génétique des populations d’Arapaimaont été réalisées entre Iquitos (Pérou) et I'Etat

du Macapa (Brésil) a partir de marqueurs mitochondriaux (ATPase et NADH). Sur un
échantillon de 139 individus, 34 haplotypes des deux marqueurs concaténés séparés par 44
sites de ségrégation ont été identifiés et la variabilité génétiqgue des populations semble étre
attribuée a des facteurs anthropogéniques comme la surexploitation (Hrbek et al., 2005). Une
étude, qui utilise des marqueurs microsatellites (Araripe et al., 2013), a montré un isolement
génetique par la distanceplus les populations d’Arapaima sont e€loignées, plus la
différenciation génétique est grande entre elles. Le flux génétique entre populations séparées
par de petites distances est donc important. Un systeme de génotypage multiplex de margqueurs

microsatellites a permis d’étudier la variabilité génétique des populations naturelles
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d’Arapaimadans la basse Amazonie dans le lac Sauacgu au Brésil. Une valeur d’hétérozygotie

élevée (0,69) a été obtenue avec le nombre d'alleles par locus allant de 4 (AgCTmb5) a 13
(AgCAmM2). La moyenne est de 8 alléles. Aucun des loci n'a présenté d'écarts sigréficatifs
I'équilibre Hardy-Weiberg. Il n'y avait aucune paire de loci avec un déséquilibre de liaison
significatif (Hamoy et al., 2008). A partir de 19 microsatellites, la variabilité génétique de
populations sauvages &¢élevage d’Arapaimadu Brésil révele 146 alleles avec une moyenne

de 7,68 alleles par locus et les populations sauvages présentent une plus grande diversité
génétiques que les populations en captivité (Santos et al., 2014).
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4 L’organisation sequentielle et les principales

étapes du cycle de reproduction de&rapaimidae

4.1 Maturité sexuelle

4.1.1 Stades de maturation des gonades

Les stades de maturation des gonades cheérdgmimidaesont similaires a celles des autres
téléostéens (Moreau, 1982 ; Nufiez & Duponchelle, 2Q08)dice gonado-somatique (IGS)
est souvent utilisé pour estimer la saison de reproduction des polssensonvient pas pour
des reproducteurs multiples com#egigasetH. niloticus(Nufiez & Duponchelle, 2009).

L’évolution de la gamétogenése est cyclique chez les deux sexes (Moreau & Moreau, 1982
Nufiez & Duponchelle, 2009) mais avec une période de reproduction assez étendue. La période
de repos sexuel est caractérisée par la réduction importante du volume des gonadés. Chez
niloticus la période de repos sexuel peut duretois. La spermiation et 1’oviposition ne sont

généralementossibles que 4 mois dans I’année (Moreau & Moreau, 1982).

a) Chez la femelle I’ovogenése

En fonction de leurs stratégies de ponte, les femelles de poisson sont classées en reproducteurs
uniques annuels (exempleeitaines especes Amazoniennes comReeudoplatystoma
Colossoma Piaractug ou en reproducteurs annuels multiples (comme dans le cas de

PygocentrusCichla, Arapaima OsteoglossugHeteroti§ (Nufiez & Duponchelle, 2009).

ChezA. gigasetH. niloticus les dynamiques ovariennes comportent cing stades numeérotés de

1 & 5 (Tableau 5 et Figure 18) (Adite et al., 2006 ; Nufiez & Duponchelle, 200R&
développement des ovocytes comprend quatre stades numérotdy/dgigare 18) (Nufez

& Duponchelle, 2009)Les individus, n’ayant pas encore atteint 1’age de la premiere maturité
sexuelle, ont des ovaires immatures (stade 1) contenant uniguement des ovogonies qui évoluent
en ovocytes en prévitellogenése (stade 1) au moment de la premiere maturité sexuelle. Par la

suite, les ovaires passent successivement par différents stades de maturation : stades 2, 3 et 4
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correspondant respectivement a des ovocytes en début de vitellogenése (stade II), en
vitellogenése avancée (stade lll) et en fin de vitellogenése prét a étrecexgtalde 1V). Les

ovocytes en prévitellogenese sont présents a tous les stades ovariens. On a un développement
synchrone déots d’ovocytes chez des femelles matures (Moreau & Moreau, 1982 ; Nufiez &
Duponchelle, 2009). Apres la période de fraie, les ovaires deviennent flasques (stade 5) et
contiennent encore des ovocytes aux stades Il et lll. Le passage des ovaires du stade 5 au stade

2 marque le début d’un nouveau cycle de reproduction (NUfiez & Duponchelle, 2009).

Le développement des ovocytes et la croissance ovariendgagesmidaesont similaires a
ceux des reproducteurs uniques jusqu'aux stéldes3 (Nufiez & Duponchelle, 2009).

Tableau 5 : Stades de maturation et caractéristiques morphologiques des ovaires des
Arapaimidae

A. gigas

(Arantes et al., 2010 ; Flores, 1980 ; Nuf

& Duponchelle, 2009)
Petit ovaire laminaire et immature,
couleur rose, fortement attaché au périto Ovaire immature (juvénile) d
1 les ovocytes ne sont pas visibles ou sont couleur rose avec des ovocy!
comme de petits points blanchati invisibles a I’ceil nu
dispersés dans I'ovaire
Ovaire un peu plus développé que
précédents, de petits ovocytes blanchéa
occupent la totalité de la gonade, coul
rose blanchatre ou rose pale
Ovaire développé, ovocytes ronds et t
gescents, vert clair dans la régi
postérieure et rose blanchéatre dans la pi
antérieure
Ovaire completement développé, coul
vert foncé, gros ovocytes ronds et t Ovaire maure avec des ccufs au
gescents, vert foncé viables et de pe stade post vitellogenese (dian
ovocytes en vitellogenese, quelques pe tre 2,53 mm) expulsables pz
ovocytes avortés jaune, rougeéatre pression abdominale
blanchéatre
Ovaire flasque, sanglant, vert pale a g
seille, il y a peu d'ovocytes viables
avortés intercalés dans un nouveau
d’ovocytes en en vitellogenése.

H. niloticus
(Adite et al., 2006)

Stade de
I’ovaire

Pré maturation- ovaire de cou-
leur jaune pale avec des ovocy
visiblesa I’eil nu

Maturation avancéeovaire tres
développé avec des ovocytes
couleur jaune orange

Stade post fiia, I’ovaire devient
flasque et ne contient presq
plus d’ovocytes matures
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Figure 18 Evolution de la maturation des ovaires et ovocyteAdagaimidae

Modifi¢e d’apres NUfiez & Duponchelle (2009).

Il est considéré quatre stades de développement des ovocytes (A) et cing stades ovariens (B)
Ovaire dArapaima(C et D) et d’Heterotis (E). Ov : ovaire, Ovt: ovocyteQl : lamelle
ovarienne Des ovocytes a différents stades sont présents et continuent leur processus de
maturationdans 1’ovaire des femelles matures (A).
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b) Chez le méle : la spermatogenése

La spermatogenése chez les poissdrigufe 19 est caractérisée par la production des
spermatogonies primaires et secondaires, les spermatocytes, les spermatides et les
spermatozoides (Moreau, 1982 ; Nufiez & Duponchelle, 2009 ; Schulz et al., 2010). Tous ces
stades de développemeitableau 6 sont présents a la fois dans le testiculéldeiloticus

gue quelques semaines par an (Moreau, 1982).
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Figure 19 : Schéma d'une coupe testiculaire de poisson (A) (Schulz et al., 2010) et stades de
maturation de testicule de gigas(B, C et D (Chu-Koo et al., 2009 ; Nufiez & Duponchelle,
2009).

L'épithélium germinal contient les cellules de Sertoli (SE) et les cellules germinales, délimitées
par la lame basale (BL) et les cellules myoides péritubulaires (MY). Les cellules interstitielles
de Leydig (LE) et les vaisseaux sanguins (BV) sont montrés. Spermatogonies de type A
indifférenciées (Aund *, cellules souches), spermatogonies de type A indifférenciées (Aund),
spermatogonies de type A différenciées (Adiff), spermatogonies de type B, spermatocytes
primaires leptonique/zygotenique (L/Z), spermatocytes primaires pachyténique (P),
spermatocytes diploténique /métaphase | (D/MI), spermatocytes secondaires /métaphase Il
(S/MII), spermatides précoces (E1), intermédiaires (E2) et finales (E3), spermatozoides (SZ).
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Tableau 6 : Stades de maturation et caractéristiques du testicdleagasnidae

Stade du A. gigas H. niloticus
testicule (Nufnez & Duponchelle, 2009) (Adite et al., 2006)
Immature : les testicules so

Immature (juvénile) testicule non
développé consistant en un filame
translucide

comme deux fils argentés ¢
translucides, plus minces et pl
longs que les ovaires de stade 1

Maturation précoce : testicules de tai
{ intermédiaire ayant une couleur jau
ou beige trés claire
Maturation avancée : grand testicu
couleur blanche opaque ou beige ¢
avec de nombreuses petites tac
noires

Maturation : les testicules sont pl
longs, plus larges, souvent
section triangulaire ou circulaire
de couleur blanche a rosée. L
adultes au repos sont généralem
a ce stade

Mdr : les testicules sont plus grc

plus pleins et completement blan:

Sperme émis avec une légé

pression sur I'abdomen

Testicules encore grands comme

\Y stadelll, mais flasques et comn
vides

Mar : testicules complétement dévelc
pés, expulses par pression abdomin
couleur blanc laiteux

Testicules postraie : flasques san
laitance

4.1.2 Taille et age des poissons a la premiere maturité sexeel

ChezH. niloticus la taille de premiére maturité sexuelle observée chez certains poissons en
Cote d’Ivoire est de 330 mm de LS chez la femelle et de 300 mm de LS chez le méle (Kouakou
et al., 2016). Au Benin, les femelles arrivent a maturité a partir de 499 mm de LS et un poids
de 1,77 kg. Les males sexuellement matures pésent 1,49 kg et ont 515 mm LS (Adite et al.,
2006). On a également décrit ddsterotisayant atteint la maturité sexuelle a un poids compris
entre 0,8 et 1 kglans la riviére Kan en Cote d’Ivoire (Moreau, 1982kt d’autres se sont
reproduits pour la premiere fois a des poids beaucoup plus importants (4 kg) en Centrafrique
(Tillon, 1959) L’acquisition de la maturité est assez longue chez certains Heterotis(19 a 20

mois) (Reizer, 1964; Tillon, 1959). A Madagascar, Heserotisse sont reproduits pour la
premiére fois a un &ge compris entre 2 et 2,5 ans (Moreau, 1982). La maturité sexuelle semble
intervenir plus tardivement en étang de pisciculture que dans le milieu naturel (Moreau, 1982)
L’ augmentation de la photopériode, I’installation de la saison des pluies et la diminution du pH

acceélerent la maturation des gonades (Moreau, 1982).
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L’age de premicre maturité sexuelle chez les femelles et méales de gigas se situe
généralement a partir de 5 ans (Chu-Koo et al., 2009 ; Flores, 1980). La maturité sexuelle est
précoce (a partir de 3 ans) lorsque les densités. dggasdépassent 32,3 individus/kmA

basse densité (4,45 individus/Rima reproduction n’intervient pas avant 4 ou 5 ans (Arantes

et al., 2010). Les poissons matures ont un poids supériukg (Bard & Imbiriba, 1986)

Dans la riviere Solimoes (# d’Amazonas au Brésil), la taille de premiére maturité des
femelles est comprise entre 157 et 164 cm LT (Arantes et al., 2010). Les feltfaiégmima

dans le bassin de la riviere Tocantins au Breésil ont ateemtturité sexuelle pour une taille

plus faible (145-154 cm LS). Les méles de cette population ont acquis la maturité a des tailles
réduites, 115 a 124 cm LS (Godinho et al., 2005). Des tailles plus importantes ont été
enregistrées chez les femelles a la réserve de Pacaya Samira au Pérou; 160 [2S1F6urm

la premiere maturation sexuelle et 180 a 190 cm LS pour la taille de la premiere frai® (Flore
1980).

Un résumé de la taille minimale de premiere maturité sexuellrd@simidaeest présenté

dans leTableau 7.

Tableau 7 Taille minimale de premiére maturité sexuelle Aespaimidaesuivant la longueur
standard (LS), I’age ou le poids.

Espéce Sexe LS (cm)  Age (mois) Poids (kg)
. Méle 115
A. gigas 36 40
Femelle 145
Méale 30
H. niloticus 19 0,8
Femelle 33

D’aprés Bard & Imbiriba (1986) ; Godinho et al. (2008) ; Kouakou et al. (2016) ; Moreau
(1982) ; Reizer (1964).

4.2 Période de reproduction et formation des couples

En milieu naturel et en étang de pisciculture, la période de reproductigrajEsmidaese
situe généralement pendant les périodes de crue ou les pluies sont abondantes (Depierre &

Vivien, 1977 ; Nufiez et al., 2011 ; Reizer, 1964). Face aux effets du changement climatique
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qui entraine des variations saisonnieres, les périodes de reproduction sont susceptibles de varier

d’une année a I’autre (Meisner & Shuter, 1992).

Les périodes de reproduction #e niloticus (Tableau 8 ont été déterminées a partir de
I’analyse de I'IGS (Adite et al., 2006 ; Kouakou et al., 201) sur la base d’observations
directes (Depierre & Vivien, 1977 ; Moreau, 1982 ; Tillon, 1959). La saison de reproduction

dure environ de 45 mois (Moreau, 1982).

Tableau 8 : Période de reproductionHieniloticusdans différentes régions de 1’ Afrique

Pays Période de reproduction Références

Centrafrique (Pisciculture) Mai a Septembre (Tillon, 1959)

Cote d’Ivoire (Fleuve Juin a Aodt

Agnéby) Novembre a Décembre (Kouakou et al., 2016)

Bénin (Riviere SO) Mai a Aot (Adite et al., 2006)
Avril a Juin

Cameroun (Fleuve Nyong) (Depierre & Vivien, 1977)

Septembre a Octobre

ChezArapaima les reproductions continues sont observées en captivité avec une saisonnalité
bien marquée (Flores, 1980 ; Nufiez et al., 20D&ps le milieu naturel, la reproduction se
produit essentiellement pendant la saison des plulagl@otopériode la plus courte &tine
température élevée. Au Pérou, un méme coupl®&. djigass’est reproduit plusieurs fois au

cours d’une année entre septembre et avril avec un maximum de décembre a avril au coeur de

la saison des pluies. En saison séche, les conditions environnementales sont favorables mais
pas optimales a la survie des larves et des alevins. Une faible activité reproductive est observée
d’avril a septembre ou la photopériode est plus longue et la température plus basse (Nufiez et
al., 2011).

LesArapaimidaesont considérés depuis longtemps comme une famille monogame qui forme
des couples stables en période de reproduction (Castello & Stewart, 2010 ; Chu-Koo et al.,
2009 ; Moreau, 1982 ; Nufiez et al., 2011 ; Reizer, 1964 ; Tillon, 1959). Les mouvements des
couples formés sont généralement synchronisés et on observe une absence de parade nuptiale
avant I’accouplement (Reizer, 1964 ; Valladéo et al., 2016). La possibilité de sksagraima

a partir d’un kit, mis au point sur la base de la détection de vitellogénine plasmatique (Chu-

Koo et al., 2009 ; Nufiez et al., 201pgrmet d’isoler des couples dans de grands bassins
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(>1000 nf) pour assurer naturellement la reproduction en captivité (Marre,.20%hbjence

de méthode de sexage fiable chézniloticus amene les pisciculteus utiliser un grand

nombre de poissons matures dans les étangs de reproduction (Tillon, 1959). Trois cas de figure
se présentent dans ces conditions pendant la période de reproduction : (i) tous les individus se
reproduisent (Tillon, 1959), ce cas est rarement observé, (ii) aucune reproduction ne se produit
ce cas a été signalé par des pisciculteurs au candsede la Cote d’Ivoire ou (iii) certains

poissons’accouplent et d’autres quin’ont pu s’accoupler restent isolés (Reizer, 1964).

I1 n’est pas exclu que les femelles deA. gigassoient polyandres (Dabbadie, 2002) puisque de

tests de paternité réalisés a partir de marqueurs microsatellites sur des alevins produits par une
femelle au cours d’une ponte ont révélé la présence d'alléles ne provenant pas uniquement du
couple formé (Farias et al., 2015). Ces alléles supplémentaires sont non compatibles avec la

monogamie chez cette espece.

4.3 Construction ou réaménagement de nid

Arapaimaet Heterotisne sont pas des incubateurs buccaux contrairement aux autres especes
d’Ostéoglossiformedls gardent leurs ceufs dans un nid (Adite et al., 2006 ; IRD, 2008 ;
Lévéque & Paugy, 1999 ; Rojas, 2005) dont la constructionamsinciatrice d’une
reproduction prochaine (Moreau & Moreau, 1982). Toutefois, pour des raisons inconnues, les
ceufs sont parfois portés a la bouche par des femelles He niloticus (Figure 20). Ces
observations ont été faites chez plusieurs femelles d’Heterotisdans deux fermes piscicoles du

centre et du centresest de la Cote d’Ivoire.

Figure 20: (Eufs observés dans la bouche d’une femelle de H. niloticus dans une ferme
piscicole a Centre de la Cote d’Ivoire.
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Les nids sont construits pendant la saison de fraie qui correspond a la saison des pluies (Adite
et al.,, 2005). En milieu naturel, les zones favorables sont les plaines inondées a de faibles
profondeurs (130 cm) pour les besoins d’oxygénation des alevins aprés éclosion des ceufs

(Moreau, 1982 ; Nufiez et al., 2011). Les rives a pente raide et profonde ne conviennent pas a
la confection des nids (Tillon, 1959). Le matériau utilisé par les reproducteurs pour réaliser les
nids est composé essentiellement de la végétation arrachée dans le plan d’eau (Adite et al.,

2005 ; Depierre & Vivien, 1977 ; Lévéque & Paugy, 1999). La paroi du nid est en terre. Elle
est munie d’une ouverture servant de passage aux géniteurs (Moreau, 1982).

Les reproductions en étang sont obtenues en se rapprochant des conditions du milieu naturel.
Pour ce faire, les pisciculteurs maintiennent, sur les bords des étangs, une présence permanente
de la végétation (Reizer, 1964). Il est cependant constaté quadacprde végétation n’est

pas une condition indispensable pour la confection des nids puisque des reproductions sont
observées dans des étangs sans végétation (Nufiez et al., 2011 ; Tillon, 1959). Les reproducteurs
utilisent les débris vég#ix qu’ils trouvent dans le plan d’eau pour construire leur nid (Adite

et al., 2006 ; Tillon, 1959) situé sur les limites des étangs. Ce sont des dépressions circulaires
aménagées comparables a de petites cuvEitas¢ 21) (Lévéque & Paugy, 1999). Chekz

niloticus, le diametre du nid varie généralement entre 100 et 150 cm et la profondeur de 30 a
50 cm (Lévéque & Paugy, 1999 ; Moreau, 1982). Au Benin, des nids de 77 et 165 cm de
diametre et de profondeur comprise entre 40 et 86 cm sont observés (Adite et al., 2006). Chez
A. gigas les nids ont 40 a 50 cm de diamétre et une profondeur de 15 a 20 cm (Chu-Koo et al.,
2009 ; Rebaza Alfaro et al., 2003).

Figure 21 : Nid ded. niloticusdans un étang piscicole au aentuest de la Cote d’Ivoire
On observe les débris végétaux utilisés pour la construction du nid de forme circulaire.
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Des étangs de 2 ares avec une densité de 0,08 génifesoatnsuffisants pour obtenir des
reproductions chel. niloticus (Reizer, 1964 ; Tillon, 1959).

Le nombre de nids actifs peut atteindre 51/hectare/mois en milieu naturet chéaticus
(Adite et al., 2006). En pisciculture, dans un étang de 2 ares contenant 9 reproducteurs
d’Heterotisde sexe inconnu, 5 nids actifs ont été observés au méme moment (Tillon, 1959).

Les nids sont utilisés en étangar les couples d’Heterotisdeux a trois fois pendant trois ou
quatre semaines d’intervalle. Avant d’étre réutilisés, les nids sont réaménagés par les deux
congéneres (Moreau, 1982 ; Reizer, 1964). La sortie du nid pogneedacentre de 1’étang

se fait presque toujours par le méme chemin. Ce parcours est bien marqué en milieu naturel.
Le trajet suivi par les reproduais d’Heterotispour regagner les eaux profondes se remarque

par le froissement de la végétation (Reizer, 1964).

Chez lesArapaimidae le nid est construit par les deux géniteurs (Moreau, 1982 ; Nufiez et al.,
2011). Il arrive que chez un couple ideniloticus, 1’un des reproducteurs soit plus actif que

I’autre (Reizer, 1964). La surveillance du nid peut durer un a deux jours avant que se réalise
I’accouplementt la fécondation. Les géniteurs se relayent a tour de role a I’intérieur du nid

(Moreau, 1982).

4.4 Ponte et fécondation des ccufs

La ponte des ceufs peut intervenir immédiatement aprés la confection des nids (Moreau &
Moreau, 1982). Elle peut se produire un peu plus tard entre 5 a 45 jours apres la confection du
nid. Cetains nids sont construits puis abandonnés sans que des ceufs y soient déposés (Tillon,

1959).

Une succession de ponte est observée pendant la saison de reproducttomigbizusetA.
gigas Une femelle déi. niloticuspeu pondre 2 a 7 fois. L’Intervalle entre les pontes est de 20

a 33 jours (Moreau, 1982). La femelleAlegigaspeut pondre 4 a 5 fois par an (Luling, 1964).
Il a été montré que I’alimentation joue un réle important dans la fraie d&. gigasen captivité
(Nuiiez et al., 2011).
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La fécondité absolugui est le nombre d’ovocytes matures dans 1’ovaire est tres faible chez les
Arapaimidae(Adite et al., 2006 ; Kouakou et al., 2016; Moreau, 1982 ; Nufiez et al., 2011). Le
Tableau 9monre qu’elle est comprise entre 2 300 et 27 508 ovocytes chéz niloticus Dans

1 g d’ovaire, on compte 81 a 149 ovocytes (Moreau, 1982). La fécondité absolue maximale de
A. gigas a été observée en milieu naturel au Brésil. Elle varie entre %8 8 @00 ovocytes
(Bard & Imbiriba, 1986)

Tableau 9 : Taille et fécondité chidz niloticus

Valeurs minimales Valeurs maximales
, LS Poids  Fécondité LS Poids  Fécondité fex
Pays Plan d’eau Référermes
(mm) (9) absolue (mm) (9) absolue
Bénin : 500 1330 2697 815 4650 27508  (diteetal,
2006)
Fleuve (Kouakou et
Coted e Agnéby 595 - 5424 780 - 25591 al.. 2016)
VOI® " TLac Kan 480 1000 2300 570 1650 5700
Lac Ayamé 550 1500 4200 790 4700 12000 (Moreau
Centrafriqgue - 560 1705 3572 820 5280 15246 1982) ’
Madagascar ~ cacVakoina .o, 59 3500 660 2400 8600
Pangalanes

Chez lesArapaimidae la fécondation des ceufs est externe. Elle est réalisée par le male apres
la ponte dans le nid (Marre, 2011 ; Moreau, 1982 ; Reizer, 1964).

Apres la fécondatign’un des géniteurs reste constamment prés du nid ou se place a I’intérieur.
Sa présence a&ts mouvements permettent de protéger les ceufs et de garantir leur fertilité
(Moreau, 1982). Cette phase dure 2 a 3 jours thetloticus (Reizer, 1964)A la vue d’un

danger, lezéniteur s’éloigne du nid mais revient rapidement avec précaution.

Lataille des ceufs varie entre 2,5 et 3 mm (Adite et al., 2006 ; Lévéque & Paugy, 1999 ; Moreau,
1982).

Les ceufs de H. niloticuséclosent 2 jours apres la ponte (Lévéque & Paugy, 1999). Le nombre

d’alevins par ponte est d’environ 3 000 (Moreau, 1982).

Au Pérou,pour I’espece A. gigas, des fermes ont enregistré entre 100 et 5 000 alevins par
couple au cours d’une ponte (Marre, 2011), entre 26 a 1063 alevins par femelle par an et un

nombre maximal d’alevins (3941) pour une seule reproduction (Nuiiez et al., 2011). Un
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maximum de 11 000 alevins ont été obtenus en une ponte par une femelle dans les conditions
d'élevage au Brésil (Bard & Imbiriba, 1986).

4.5 Soins parentaux et différents stades de développement

du poisson

Un a deux jours apres 1’éclosion des ceufs, les alevins d’Heterotis présents au fond du nid
montent régulieremertsa surface (Moreau, 1982 ; Reizer, 1964). Les alevins sortent du nid
pour se promener a partir déi &u 6 jour en forme d’essaim de 30 cm de diamétre sous la
protection des parents qui tournent autour d’eux soit en couple ou de fagon isolée (LEvéque &

Paugy, 1999 ; Moreau, 1982 ; Reizer, 1964; Tillon, 1959). Ces sorties promenades durent 3 a
5 jours avant I’abandon définitif du nid. Face aux prédateurs ou aux intrus dans la zone de
promenade, les parents se montrent agressifs (Reizer, 1964). lls aident aussi les alevins a
rechercher de la nourriture. Le groupe ne s’éloigne que de 2 a 3 m du nid. Le temps passé hors

du nid augmente au fur et a mesure. Il est rare de voir deux essaims d’alevins se cotoyer (Reizer,

1964) L’essaim d’alevins est animé d’un mouvement désordonné. Apres la sortie définitive du

nid, les alevins sont abandonnés. Dés ce momejuk@t’a 1’dge de 2 mois, ils sont trés
vulnérables, leur mortalité est trés élevée et peut atteindre 100% (Moreau, 1982). En conditions
expérimentales, le taux de survie des alevins peut se situer entre 77 et 82% (Monentcham et
al., 2010). Lorsque les alevins sont déplacés dans un autre étang, ils peuvent former plusieurs
petits essaims et cela augmente leur survie (Reizer, 1964). Il semihie mjleticus défende

un territoire depuis la confection du nid jusqu’a 1’abandon des alevins (Reizer, 1964).

ChezA. gigas la garde des alevins dure 20 jours en étang. Elle est assurée par les deux parents
qui les aident a venir en surface pour respirer et les protégent des prédateurs (Bard & Imbiriba,
1986 ; Chu-Koo et al., 2009). Dans le milieu naturel, les méles protegent les alevins en restant
prés d'eux pendant environ 3 mois, se nourrissant dans I'environnement riche en nourriture des
foréts inondées. Les adultes se séparent des juvéniles lorsque les niveaux d'eau diminuent. lls
regagnent tous les habitats plus bas des foréts inondées puis les canaux et les lacs de liaison
(Castello & Stewart, 2010). Au stade larvaikegigasest sensible aprédation. La survie est

voisine de 50% en élevage. Ufaés ce stade franchi, I’espéce devient rustique (Marre, 2011).
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Le taux de croissance desapaimidaecompte parmi les plus élevés des poissons de
pisciculture.ll varie entre 10 a 15kg/an podir gigaset peut atteindre 10g/j chéz. niloticus
(Tillon, 1959). En étang de pisciculture, la croissance est continuélchdéaticus alors qu’en
milieu naturel, elle est plus faible en période de basses eaux adedtisaccessibilité des
plaines inondées qui offrent une variété d’aliments plus importante. Le male croit plus vite que
la femelle en pisciculture (Tillon, 1959%. niloticus présente une croissance allométrique

(Ezekiel & Abowei, 2013) etémbonpoint diminue avec I’age (Moreau, 1982).

ChezH. niloticus le poisson est considéré comme juvénile lorsque sa longueu8@8tmm,
entre 300-500 mm il est subadulte et pour une longueur > 500mm, il est adulte (Adite et al.,

2005). Les individus adultes sont difficiles a manipuler (Tillon, 1959).
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5. La régulation neuroendocrinienne de la
reproduction chez les poissons téléostéens
hormones, gametogenese et comportement

reproducteur

5.1 Le Roéle de’laxe hypothalamo-hypophyso-gonadique

Chez les poissons, les fonctions de reproduction, de la gamétogenese au comportement sexuel,
sont pour la plupart contrdlées par 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (Labadie, 2004
Maruska & Fernald, 2011 ; Takahashi et al., 20E®ure 22).

Hypothalamus e SGnRH _-/
o S
k- —

* Hypophyse . ____,.J'

!

FSH, LH

NN Gonades

Stéroides 4 \
v/ -

Stéroidogenése Gamétogenese

Figure 22: Représentation schématique de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique.

Modifiée d’apres Baudiffier (2012).

GnRH: Gonadotropin-Releasing Hormone (gonadolibérine), FSH: hormone folliculo-
stimulanteLH : hormone lutéinisante.
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Sous I’effet des stimuli sensoriels tels que les facteurs environnementaux (Plant, 2015 ; Yang

et al., 2017) et sociaux (K. P. Maruska & Fernald, 20Lhypothalamus est stimulé pour

produire des neurohormones et des neurotransmetteurs. Les gonadolibérines (GnRH) produites
par I’hypothalamus stimulent au niveau de ’hypophyse la synthése de 'hormone lutéinisante

(LH) et de I'hormone folliculo-stimulante (FSH) (Zohar et al., 2010). Ces deux gonadotropines
vont, selon le sexe, stimuler la production de stéroides hormonaux dans les testicules ou les
ovaires pour assurer la régulation de la gamétogenése et stimuler la stéroidogenése. Un contr6le
rétroactif des stéroides hormonaux est exercé sur les gonades ainsi que sur I’hypothalamus et

I’hypophyse (Baudiffier, 2012 ; Labadie, 2004 ; Plant, 2015).

5.2 Les hormones stéroidiennes

5.2.1 Synthése et role des hormones stéroidiennes dans la fonction

de reproduction

La stéroidogenese est un processus relativement conservé chez les vertébrés qui conduit a la
biosynthése des hormones stéroidiennes a partir d’un précurseur commun, le cholestérol, par

une série de réactions enzymatiques catalysées principalement par plusieurs cytochromes P450
ainsi que par des hydroxysteroide-déshydrogenases (HSDs). Chez les poissons, comme chez
les autres vertébrés, elle se déroule principalement dans les gonades (testicules et ovaires), mais

aussi dans le cerveau et les glandes inter- rénales (Baudiffier, 2012).

Les principaux stéroides produits chez les poissons, la 11-kétotestostérone oulIgKT
hydroxy-4-androsténe-11,17-diorla testostérone ou T178-hydroxy-4-androsténe-3-one et

la 17B-estradiol ou E2 1,3,5,(10)-estratrieng17p-diol, jouent un réle critique dans la
différentiation sexuelle (Baudiffier, 2012 ; Devlin & Nagahama, 2002 ; Taranger et al., 2010
Zohar et al., 2010). Les hormones stéroidiennes régulent le développement de types distincts
de gonades (testicule ou ovaire), le cycle reproducteur (gamétogenese, caractéres sexuels
secondaires, comportement sexuel) et la croissance (Baudiffier, 2012 ; Devlin & Nagahama,
2002 ; Taranger et al., 2010 ; Zohar et al., 20EDgs participent également a ’homéostasie

généralele I’organisme des poissons (Baudiffier, 2012).
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L’estradiol est la principale hormone sexuelle qui stimule, chez les femelld%vogeneése, la

synthese de la vitellogénine (Vtg) et de la choriogénine dans le foie (Hara et al., 2016 ; Nelson
& Habibi, 2013). Cette hormone stéroidienne est synthétisée par les cellules folliculaires des
ovocytes en développement au début de la vitellogenese sous le contrdle de la FSH libérée dans
le sang parhypophyse (Hara et al., 2016 ; Norris & Lopez, 2011).

5.2.2 Les récepteurs cestrogéniques

a) Role et différentes variantes des repteurs cestrogéniques

Les cestrogenes, hormones stéroidiennes qui interviennent de maniéere critique dans les
processus de reproduction des vertébrés, sont signalés principalement par l'intermédiaire de
leurs récepteurs cestrogéniques intracellulaires (ERS). Les ERs appartiennent a une
superfamille de récepteurs nucléaires qui agissent comme facteurs de transcription inductibles
par un ligand. Les cestrogenes se lient aux récepteurs cestrogéniques intracellulaires et les

activent. En l'absence de ligand, les ERs sont présents dans le cytoplasme (Nelson & Habibi,
2013).

Chez les espéces ovipares, les ERs sont principalement synthétisés dans le foie. (Nelson &
Habibi, 2013 ; Unal et al., 2014).

Plusieurs auteurs s’accordent sur I’existence de trois sous types distincts de ERs chez les
poissons avec des nomenclatures assez variées (Choi & Habibi, 2003 ; Hawkins et al., 2000
Hawkins & Thomas, 2004 ; Marlatt et al., 2008 ; Métivier et al., 2002 ; Nelson & Habibi, 2013

; Nelson & Habibi, 2010 ; Norris & Lopez, 2011 ; Sabo-Attwood et al., 2004). Ce sont :

- ESR1=ER =ESR = ESRA = ESTRR = Era = NR3ARERx appelé ER alpha ;
- ESR2a=ER-1=ERpa = ER1=ERy appelé ER gamma ou ER béta 1 ;
- ESR2b = ER-Il = ERBb = ER32= NR3A2 =ERp appelé ER béta ou ER béta 2.

Chez la truite arenciel (Oncorhynchus mykigsune deuxiéme forme d'ERa (ERa-2) a été
décrite et existe probablement chez d'autres espéces (Nagler et al., 2007). Une seul forme

d’ERP a été mise en évidence chez les mammiferes (Couse et al., 1997).

ERa est homologue chez les vertébrés. Chez les poissons, ERf} partage une plus grande

similarité avec les ERp des mammiféres. Les ERy de poissons qui sont probablement issus de
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la duplication de génes, présentent plusieurs changements importants d'acides aminés et n'ont

pas d'homologue chez les mammiféres (Hawkins et al., 2000 ; Hawkins & Thomas, 2004).

Les ERs ont une régulation spécifiquévant le sexe, le stade de la gamétogenése, I’espece et

le type de tissu (Nelson, Wiehler, Cole, & Habibi, 2007). Par exemple, chez des femelles
matures deMicropterus salmoidegn période de vitellogenégeigure 23), I’expression de

ERa prédomine dans le foie, les expressions @Ry et ERp prédominentlans 1’ovaire (Sabo-

Attwood et al., 2004)Chez les mammiféres, ERa est assez largement exprimé dansl’ensemble
del’organisme, tandis que ERP présente la plus forte valeur d’expression dans les ovaires, les
poumons et la prostate (Couse et al., 1997). L'une des raisons de la différence observée entre
les sexes peut étre due a des niveaux d'expression différents degpeod&ERs. En effet,
l'expression des ERa est plus élevée chez les femelles que chez les males, alors que I'expression

des ERB-I et des ERB-II est similaire entre les deux sexes (Nelson & Habibi, 2010). De plus,
l'expression des ERa fluctue chez les femelles, étant plus élevée chez les femelles en
vitellogenése avancée que chez les femelles en début de vitellogeA8seest induit par
I’estradiol et son augmentation chez les femelles correspond a une période d'augmentation de
I’estradiol circulant (Nelson et al., 200EZgs formes ERP ont une plus grande affinité pour
I’estradiolque les formes ERa. Il est probable que les formes ERy et ERP agissent comme des
capteurs de I’E2. Ainsi, a mesure que les taux d'E2 augmentent, on a une induction de
l'expression de 'ERa et de la Vtg (Genovese et al., 2014 ; Nelson & Habibi, 2013). Il existe de

ce fait, une relation étroite entre la régulatpositive de ERa et 1'induction de la synthése de

Vtg chez les poissons (Choi & Habibi, 2003 ; Marlatt et al., 2008 ; Nelson et al., 2007).
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Figure 23 : Nivead’expression des ERs chez les femelles d#licropterus salmoidesn début
de vitellogenesd)’apres Sabo-Attwood et al., (2004).
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b) Structure et domaines des récepteurs eestrogéniques

Les ERs, comme la plupart des récepteurs nucléaires, contiennent cing domaines avec des
fonctions distinctes (Aranda & Pascual, 2001 ; Nelson & Habibi, 2013 ; Sabo-Attwood et al.,
2004) Figure 24).

DerEe qulson de co-
- répresseurs
de liaison

Domaine de liaiso AF-2
I’ADN . a I’hormone Domaine activateu
Domaine de de la transcription
l dimérisation l

Figure 24 Structure des récepteurs d’estrogene.

Le domaine A/B contient la®F fonction d’activation (AF-1), DBD ou domaine C est le
domaine de liaison a I’ADN avec la « boite P » a la base du premier « doigt de zinc », la « boite

D » ala base du second « doigt de zinc » et une extension COOH-terminale (CTE), le domaine
D constitueun site d’interaction avec des protéines co-répresseurs et favorise la rotation du
DBD, le domaine E ou domaine de liaison au ligand (LB} 12 hélices a se lie a ’estradiol

(E2) et contient la 2fonction d’activation (AF-2), le début du domaine F marque la fin de la

2° fonction d’activation.

Modifi¢e d’apres (Aranda & Pascual, 2001).

La région N-terminale des ERs (A/B) est la région la plus variable entre les différents ERs.
Cette région permetdgénérer plusieurs isoformes d’ERS a patir d’un méme géne. Il contient

la premiere fonction d'activation (AF1) et contribue a une action spécifique des isoformes
(Aranda & Pascual, 2001). La région A/B peut étre phosphorylée par la protéine kinase activée

par un mitogene (MAPK) sur des résidus sérine (Kato et al., 1995).
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Le domaine C de I'ER est également connu sous le nom de domaine de liaison a I'ADN (DBD).
Cette région est le domaine le plus conservé entre les ERs de différentes espebes ave
cystéines Figure 25 (Aranda & Pascual, 2001 ; Sabo-Attwood et al., 2004). Ce domaine
comprend deux « doigts de zinc » couvrant 60 a 70 acides aminés et une extension COOH-
terminale (CTE) contenant les boites dites T eElyyre 24). La reconnaissance de I’ADN

est obtenue au niveau de la « boite P » du DBD a la base du premier « doigt de zinc » et |
« boite D », un domaine a la base second « doigt de zinc », est impliquée dans la dimérisation
des récepteurs (Aranda & Pascual, 208Ra et ERB (Cowley et al., 1997) ou différerge
isoformes de ERp (Leung et al., 2006) sont capables de former des hétérodimeres fonctionnels
surl’ADN.

alpha CAVCSDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGHNDYMCPATNQCTIDRNRRKSCOACRLRKCYEVGM 253
gamma CAVCODYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQRHNDYICPATNQCT IDKNRRKSCQACRLRKCNEVGM 223
beta CAVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGHNDYICPATNQCTIDKNRRKSCQACRLRKCYEVGM 246

Figure 25 : Séquences du noyks DBD des récepteurs cestrogéniques alpha, beta et gamma
deMicropterus salmoide®’aprés Sabo-Attwood et al. (2004).

Les 9 cystéines de chaque domaine de kaistADN (DBD) sont en gris, la boite P impliquée
dans la reconnaissande I’ADN est en soulignement simple, la boite D impliquée dans la
dimérisation du récepteur est doublement soulignée, les chiffres indigipesition de 1’acide
aminé terminal de la DBD dans le récepteur.

La séquence flanquante D mal conservée confere souvent des signaux de localisation nucléaire.
Cette région favorise la rotation du DBD (Aranda & Pascual, 2001 ; Giguére, 1999) et constitue

un site d’interaction avec des protéines co-répresseurs (Kumar et al., 2011).

C'est dans la région E désignée comme région de ligand (LBD) que le ligand (E2) se lie pour
induire la seconde fonction d'activation (AF-2) située dans la partie C-terminale de cette région
(Aranda & Pascual, 2001 ; Kato et al., 1995). AF-2 est un domaine bien conservé. La LBD est
composée de douze hélicegH1 a H12) liées par un demi-tour entre H5 et H6 (Aranda &
Pascual, 2001).

Les ERs contrairement a d’autres récepteurs nucléaires contiennent une région C-terminal
désignée paF qui commence a la fin de I'AF-2. Aucune fonction spécifique n'a encore été
attribuée a cette région chez les poissons (Aranda & Pascual, 2001 ; Nelson & Habibi, 2013).

Chez I’homme, il a été montré que le domainaed&1’ERo module sélectivement son activité
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et ses interactions avec d'autres protéines (Koide et al., 2007) et intervient dans la dimérisation

des récepteurs (Arao & Korach, 2008).

5.3 La vitellogénine

5.3.1 Réle et distribution tissulaire de la vitellogénine chez les

téléostéens

La vitellogénine (Vtg)est un précurseur des protéines du jaune de I’ceuf (vitellus) chez les

femelles de presque toutes les espéces ovipares, y compris les poissons, les amphibiens, les
reptiles, les oiseaux, la plupart des invertébrés et I'ornithorynque (Wallace et al., 1990 ; Zhang
et al., 2015)C’est une phospholipoglycoprotéine de 200 a 700 kDa généralement (Wang et

al., 2010) homologue fonctionnel des apolipoprotéines (Avarre et al., 20@¥al., 2003) qu

joue un rdle essentiel dans le développement de I’embryon et la survie des larves.

Méme si la Vtg est la protéine associée a la reproduction des femelles (Zhang et al., 2015), les
substances mimétiquesesd cestrogeénes naturels, appelés xénoestrogenes (nonylphenol
génistéine), peuvent activer son expression chez les males, en induisant une perturbation
endocrinienne (Arukwe & Rge, 2008 ; Bennetau-Pelissero et al., 2004 ; Dugué et aj., 2008
Genovese et al., 2014 ; Gontier-Latonnelle et al., 2007 ; Ndiaye et al., 2006). Ainsi, pour suivre
les pollutions du miliewaquatique a I’estradiol, la Vtg est recherchée chez les méles de

vertébrés ovipares qui y vivent.

En somme, les caractéristiques générales de la Vtg chez les vertébrés ovipares (Hara et al.,

2016) peuvent étre résumeées de la maniére suivante :

- c’est une protéine spécialement exprimée par les femelles durant la vitellogenese ;

- I’administration d’estrogénes aux males ou aux juvéniles des deux sexes conduit a
I’expression de la Vtg ;

- ¢’est une macromolécule complexe composée d’acides aminés, de glucides, de lipide
et de phosphore avec des éléments de liaison comme le calcium, le fer et le zinc ;

- c’est un précurseur des protéines du jaune d’ceuf ou plus généralement du vitellus.
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Chez les vertébrés, les Vtg sont synthétisées et secrétées principalement par le foie sous le
contrble dul 7p-estradiol. Transportées par le sang, elles sont absorbées dans les ovocytes par
endocytose médiée par des récepteurs (Dominguez et al., 2012 ; Hara et al., 2016 ; Prat et al.,
1998; Ndiaye et al., 2006)Une fois dans 1’ovaire, les Vtg sont clivées en protéines vitellines
nécessaires au développement embryonnaire (Avarre et al., 2007 ; Hara et al., 2016 ; Prat et
al., 1998) Figure 26).
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Figure 26 : Régulation de la vitellogenése et de la choriogenese cBetnemidae
D’aprés Hara et al. (2016). FSHhormone folliculo-stimulante.

La synthése de la Vtg dans le foie de poisson fournit un critere d'évaluation physiologiguement
pertinent de l'activation de I'ER (Nelson & Habibi, 2013). Le dosage de sa concentration dans
le sang permet de connaitre le stade de maturité des gonades (Baumann et al., 2013
Chatakondi & Kelly, 2013). Des méthodes basées sur la détection de Vtg plasmatique chez les
individus adultes ayant acquis la maturité sexuelle permettent de sexer des poissons,
particulierement ceux ne présentant pas de dimorphisme sexuel. Un anticorps antAVtg de
gigasa étémis au point par une équipe de I’'IRD pour réaliser le sexage de cette espece. Un kit

de sexage a été développé a cet effet (Nufiez,;2008-Koo et al., 2009).

81



Les Vtgs permettent de donner des propriétés « pélagiques » ou « benthigriesufs par

un meécanisme faisant appel ésmorégulation (Finn & Kristoffersen, 2007) qui modifie leur
densité. Elles jouent également un réle dans la défense immunitaire des femelles matures et
des embryons. En effet, certains auteurs (Wang et al., 2011 ; Zhang et al., 2015) ont montré
gue les peptides provenant du clivage des protéines vitellines possédaient une activité

antimicrobienne.

La concentration sanguine en Vtg augmente des la prévitellogenése et atteint des niveaux
éleves durant la vitellogenese (Xu, 2016). Elle est principalement exprimée dans le foie (Zhong
et al., 2014) mais on la détecte également dans des tissus non hépatiques avec des niveaux
inférieurs a 10% de celui du foie (Wang et al., 2005). On retrouve la Vtg dans le sang (Chu-
Koo et al., 2009 ; Ndiaye et al., 2006 ; Nufiez, 2088)s I’ovaire (Kong et al., 2014 ; Wang

et al., 2005 ; Wang et al., 2010), le mucus (Arukwe & Rge, 2008 ; Genovese et al., 2014
Meucci & Arukwe, 2005 ; Moncaut et al., 200dhns le cceur, le rein, la rate, la peau, les

muscles, les branchies, les yeux, le cerveau et les nageoires (Zhong et al., 2014).

5.3.2 Domaines et variantes de la vitellogénine

Un taux élevé (pouvant atteindre 79%) de domainés gy est conservé chez les téléostéens.

Les alignements réalisés entre les séquences de Végédstéens et les autres vertébrés se
révélent le plus souvent faibles (Wang et al., 2010). Le génome des poissons peut contenir
jusqu’a 20 copies de génes codant des vitellogénines comme c¢’est le cas chez Oncorhynchus

mykiss(Trichet et al., 2000).

D’une maniére générale, la Vtg de poisson consiste de facon successive, en un peptide signal,
une chaine lourde de lipovitelline (LvH ou Lvl), un domaine phosvitine riche en sérine
phosphorylée (Pv), une chaine légére de lipovitelline (LvL ou Lvll), une camp B’-C et

une région codante C-terminale (CT) (Hara et al., 2016 ; Hiramatsu et al., 2006 ; Zhang et al.,
2015).

La Lv est le principal produit de dégradation de la Vtg, que contient le jaune d'ceuf et sa teneur

en lipides avoisine les 20% de sa masse. C’est un dimére constitué de deux polypeptides LvH

et LvL. La Lv est riche en divers types d'acides aminés et de lipides, sources nutritionnelles
essentielles pour I'embryon (Hara et al., 2016). Le domaine Lv de la Vtg sert de site de liaison
aux récepteurs (Li et al., 2003).
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La Pv est une phosphoprotéine riche en phosphosérine (Wang et al., 2005 ; Wang et al., 2010)
avec environ 10% de phosphore et la sérine représente environ 50% des acides aminés (Hara
et al., 2016). Cette composition particuliere rend les Vtg solubles dans le plasma et leur
structure demeure stable (Finn, 2007 ; Yilmaz et al., 2ALbPv fournit ’essentiel des

éléments minéraux nécessaires au développement osseux (Hiramatsu et al., 2006) et jouerait
un réle critique dans l'immunité des embryons du poisson zébre en inactivant certains microbes

auxquestelle se lie (Wang et al., 2011).

Le domaine B’-C et CT sont riches en cystéines qui forment des ponts disulfures, ce qui peut
stabiliser le repliement et la dimérisation des Vtg, évitant ainsi des protéolyses inappropriée
ou prématurées (Williams et al., 2014 ; Xu, 2016).

Trois formes de Vtg sont identifiées chez de nombreuses especes (Schilling et al., 2015
Williams et al., 2014 ; Yilmaz et al., 2015}lles sont reparties en deux groupédine
completeet I’autre incomplete Figure 27). La Vtg compléte comprend les cinq domaines a
savoir la LvH, Pv, LvL p’-C et CT. Elle compte deux variantes, la VtgA et la VtgB qui ont
des poids moléculaires plus ou moins proches. La Vtg incomplete désignée par VtgC ne
possede pas de Pv, dtemaines B’-C et CT (Hara et al., 2016 ; Hiramatsu et al., 2006 ; Yilmaz

et al., 2015).

Lipide Phosphate
| =

kil 5
— = Y

Vitellogénine

compléte LvH Pv LvL ‘[l'c Ct
P Reood
Type B (VtgB) { i
LvH L

Vitellogénine  TypeC (viee) mmmmmiesmmm—t |
: b Sans la Pv
incompléte N _ oo

Figure 27: Représentation de la structure des VtgA, VtgB et Vtijapres Hara et al. (2016)

; Hiramatsu et al. (2006).es deux formes de Lipovitelline (LvH et LvL) sont présentes dans
toutes les formes de Vtg. La phosvitine (Pv), la composante f’-C et la région non codante C-
terminale (CT) sont absents dans la¥Wig
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Ces trois formes de Vtgont pas été détectées chez toutes les especes (Finn & Kristoffersen,
2007 ; Hara et al., 2016 ; Williams et al., 20(Bableau 10) CheZzA. gigaspar exemple, deux

Vtg ont été purifiées par une méthode immuno enzymatique (Vtgl de 184 kDa et Vtg2 de 112
kDa). La Vtgl deA. gigasqui a un taux plus élevé dans le sang que la Vtg2 (Chu-Koo et al.,
2009 ; Dugué et al., 2008) a été utilisée pour développer un anticorps spécifique anti Vtg

d’Arapaimadans le but de sexer des femelles matures.

Tableau 10 Masses moléculaires de divers types de vitellogénine chez les téléostéens.

Espéces de poisson VigA VtgB VitgC
Verasper moseri 500- 520 kDa 520- 550 kDa -
Pagrus major 610 kDa 610 kDa 340 kDa
Acanthogobius

favimanus 530 kDa - 320 kDa
Gambusia affirs 600 kDa 600 kDa 400 kDa
Oryzias latipes 570 kDa - 410 kDa
Morone americana 532 kDa 532 kDa 426 kDa
Mugil cephalus 570 kDa 580 kDa 335 kDa

D’apres Hara et al. (2016)

La nomenclature pour désigner les différentes variantes de Vtg est assez div&igifiée (
28) et a connu des évolutions (Finn & Kristoffersen, 2007 ; Hara et al., 2016 ; Williams et al.,
2014 ; Yilmaz et al., 2016). Les correspondances entre nomenclatures largement adoptées

actuellement sur la Vtg (Yilmaz et al., 2016) sont :

- vtgAa = VtgAa = vtgl = vtgl = vga = Vtgl = Vigl = VidA ;
- vtgAb = VtgAb = vtg2 = vigll = vgb = Vtg2 = Vigll = VigB ;
- VtgC.
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White perch VigAa
Striped bass VigAa

Red seabream VigAa
Flathead mullet VigAa
Atlantic halibut VigAa

Whitespotted char VigAs
|00| i Rainbow trout VigAs
100* Cutthroat trout VigAs

Whitespotted conger VigAel
Japanese cel VigAed
Japanese cel VigAe2 N
100 Japanese el VigAel

Atlantic berring VigAcl
Zebrufish Vigaol

|
:
.
z

African clawed frog VigABa
African clawed frog VigABb

Silver lamprey VigABCD

Zebrafish VigC ‘\
l—m‘:omm weatherfish VigC ‘
Japanese common goby VigC \

Cunthroat trout VigC

Whitespotted char VigC !
Westem mosquitofish VigC N -g@*— ¢ vigC

VtgABCD

Florida lancelet Vig
ﬁl Pacific oyster Vig
n ) disc abalone Vig

b 2

Figure 28 : Nomenclature de la Vtg chez divers espéces de téléostéens (Hara et al., 2016).
LvH et LvL : Lipovitelline H et L, Pv : phostine, la composante 3°C et la région non codante
C terminale (CT).

5.3.3 Les familles de récepteurs a la vitellogénine

Les récepteurs de la vitellogénine (VtgR) des téléostéens, situés sur la membrane des ovocytes,
d’environ 100 kDa, se classent parrasrécepteurs de lipoprotéines de trés basse densité
(VLDLR) appartenant a la superfamille des récepteurs de lipoprotéines de basse densité

85



(LDLR) (Li et al., 2003 ; Mizuta et al., 2013 ; Pousis et al., 2012 ; Xu, 2016). Les membres de
la superfamille des LDLRHKigure 29) se lient a divers ligands et sont impliqués dans le
métabolisme des lipides chez les vertébrés et les invertébrés (Mushirobira et al., 2015 ; Reading
et al., 2014 Wang et al., 2017).

1 Human LRP10 LRP"O

Figure 29 : Arbre phylogénétique présentant les récepteurs de la superfamille des LDLR
(Mushirobira et al., 2015).

LDLR : récepteur de lipoprotéines de basse densité, VLDiéRepteur de lipoprotéines de

trés basse densité, LRP : protéine liée au LDLR, Vtg : vitellogénine, VitgR : récepteur de la

Vig.
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Les VigR jouent un réle important dans la reproduction des poissons. Ce récepteur a pour
fonction de permettre I’incorporation de la Vtg dans les ovocytes par endocytose médiée
(Dominguez et al., 2014 ; Hara et al., 2016 ; Hiramatsu et al., 20063uite de 1I’endocytose,

les VigR sont recyclés (Hara et al., 2016 ; Hiramatsu et al., 20@6) le domaine lipovitelline

des Vtg qui sert de site de liaison aux récepteurs (Hiramatsu et al., 2001).

Les récepteurs de la vitellogénine sont conservés au niveau structural chez de nombreuses
espéeces (Dominguez et al., 2012 ; Li et al., 2003 ; Pousis et al., 2012 ; Prat et al., 1998 ; Xu,
2016). lls ont un peptide signal suivi de huit domaifeégure 30) : (i) les domaines de liaison

du ligand ou LBD, (ii) les domaines précurseurs du facteur de croissance épidermique (EGF)
avec trois répétitions EGF1 (A), EGF2 (B) et EGF3 (C) riches en cystéines, (iii) cing motifs de
guatre acides aminés de type YWTD (exempleMieropterus salmoidgsentre EGF2 et

EGF3, (iv) le domaine de O-glycosylation riche en Sérine et Thréonine, (v) le domaine
transmembranaire ou T et (vi) le domaine cytoplasmique. Le domaine O-glycosylation qui
permet une stabilité des VtgR a la surface de la cellule (Magrané et al.nk3683s toujours

présent dans tous les récepteurs de Vtg (Mizuta et al., 2013 ; Pousis et al., 2012).

EGF1 EGF2
Peptide
Signal | LBD
-t f=
Domaine

YWTD

Domaine
O-glycosylation

Domaine transmembranaire

Domaine cytoplasmique

Figure 30: Représentadin schématique de la structure d’un récepteur de vitellogénine,
Modifi¢e d’aprés Dominguez et al. (2012) ; Prat et al. (1998).
EGF : facteur de croissance épidermique, LBD : Domaine de liaison au ligand.

Le Ligand Binding Domain (LBD), qui contréle les interactions entre le récepteur et le domaine
Lv de la Vtg, est composé de plusieurs répétitions se liant au ligand (LBR) riche en cystéines.
Différentes formes de Lv impliquent différentes affinités pour les LBD. Par exemple, chez
Oreochromis aureysou la LBD compte 8 LBR, LBR 5 se lie a I’apolipoprotéine E (apoE),

LBR 2-7 se lient a apoB et LBR 1-3 se lient a la Vtg (Li et al., 2003). Chaque LBR compte
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environ 40 acides aminés (Li et al., 2003) dont 6 cystéines (Li et al., 2003 ; Luo et al., 2013)
Le nombre de LBR varie selon les différents récepteurs. Le LDLR des poissons téléostéens
comme cheDncorhynchus clarktontient sept LBR (Luo et al., 2013), alors que le récepteur
des lipoprotéines de tres basse densité (VLDLR) ou VtgR chez les vertébrés ont huit LBR
(Dominguez et al., 2012 ; Li et al., 2003 ; Mizuta et al., 2013 ; Prat et al., 1998 ; Xu, 2016)
Certains LDLR ont plus de 30 LBR (Li et al., 2003).

Des espéces de poisson peuvent posséder jusqu’a quatre VIgR comme &est le cas chez Morone
americanaLes VtgR de cette espéce, situés sur la membrane des ovocytes, se lient a la VtgA
et la VigB et non a la VtgC (Reading et al., 2011).

La LR8, avec 8 LBR, a été longtemps considérée comme la seule VLDLR capable de se lier
aux Vtg au niveau de la membrane des ovocytes des vertébrés (Reading et al., 2014). Ce
récepteur compte deux sous types issus d’un épissage alternatif (Chen et al., 2016) : un sous

type avec la présence du domaine O-glycosylatidd8+) et 1’autre sans le domaine O-

glycosylation (LR8}.

Depuis quelques années, un nouveau VtgR appelé LRP13 ou LR13+1 a été identifié chez
plusieurs espéces de téléostéens conMieeone saxatilis M. americana Cynoglossus
semilaevisOryzias latipeset Oncorhynchus clark{Mushirobira et al., 2015 ; Reading et al.,
2014 ; Wang et al., 2017) avec 13 LBR dans le laB@iveau de I’extrémité N-terminale et

un LBR dans la LBD au niveau tlextrémité C-terminale (Hiramatsu et al., 2013). Deux génes

de LRP13 ont été observés ch@gnoglossus semilaevifVang et al., 2017). Des LRP
d’espéces initialement annotés LRP1, LRP1B et LRP2 ont été reannotés LRP13 dans la base
de données NCBI au regard de leur séquence en acides aminés et de leur expiggston (

31) (Wang et al., 2017).

Les VigRsont exprimés de facon prédominante dans 1’ovaire et de fagon modérée dans les

tissus non ovariens comme le cerveau, I’intestin et les branchies (Mizuta et al., 2013 ; Xu,

2016). LR8+ est exprimé fortement dans les tissus somatiques et LR8- est exprimé
principalement dans I’ovaire (Mizuta et al., 2013 ; Pousis et al.,, 2012). LRP13 est
exclusivement exprimé dans 1’ovaire (Wang et al., 2017). Le taux de VigR est élevé dans les
ovocytes au cours de la prévitellogenése, suivi d'une diminution progressive dans les ovocytes
en vitellogenése (Li et al., 2003 ; Luo et al., 20M8ushirobira et al., 2015 ; Pousis et al.,
2012 ; Xu, 2016). En fin de vitellogenese, les VtgR deviennent a peine détectables (Mizuta et
al., 2013) et les niveaux &2 et Vtg augmentent (Pousis et al., 2012).

88



Bos tauruscomme-LRP1 (Genbank XP_00358806.2)

Mus musclus comme-LRPB isoforme X2 (Genbank XP_006509298.1)
Galluscomme-LRP1 isoforme X4 (Genbank XP_427861.4)

Salmo salacomme-LRP1B (Genbank XP_014002482.1)

Danio rerio LRP2 (Genbank XP_707254.3) ~ LRP13
Takifugu rubrips comme-LRP (Genbank XP_01161374.1

Cynoglossus semilaevi®mme-LRP2 (Genbank XP_008333985.1

Oryzias latiped RP1B (Genbank XP_011478083.1)

Larimichthys croce@omme-LRP isoforme X4 (Genbank XP_010736794.1

-

Figure 31: LRP1, LRP1B et LRP2 re-annotés LRP13yptks (Wang et al., 2017)
LRP: protéine liée au LDLR.

5.4 La choriogénine

L’enveloppe vitelline des téléostéens ed composée de deux couchégylre 32) : une couche
externe (Zre) et une couche interne (Zri). La couche interne encore appelée chorion est formée
de quatre sous couches L1, L2, L3 et L4 (Murata et al., 2014).

La Choriogénine (Chg) est une glycoprotéine (Lee et al., 2002) identifi€e comme un nouveau
précurseur (Hara et al., 2016) des glycoprotéines du chorion (ChG). Les composantes majeures
de la ChG (ChG1, ChG2 et ChG4) jouent un role interactif important avec le sperme pendant

la fécondation (Murata et al., 2014).

La Chg a été purifiée chez plusieurs espéces de poissons, entreCayaies, latips (Ishibashi

et al., 2016 ; Lee et al.,, 2015 ; Yu et al., 2008almo salar(Celius & Walther, 1998)
Oncorhynchus maso(Fujita et al., 2002)Gadus morhudFuijita et al., 2009kt Menidia
beryllina(Brander et al., 2012lle comprend trois sous types : la ChgH de poids moléculaire
beaucoup plus importante que la ChgL (Fujita et al., 2002 ; Yu et al., 2006) et la ChgH-minor
(Ishibashi et al., 2016 ; Kawaguchi et al., 2010 ; Yamaguchi et al., 2015). ChgH et ChgH-minor
sont les précurseurs de ChG1 et ChG2. ChgL est le précurseur de ChG4 (Yamaguchi et al.,
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2015) La Chg est I’homologue de la protéine de la zone pellucide des mammiféres (Fujita et
al., 2002 ; Yu et al., 2006).
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Figure 32 : Schématisation du chorion ovariei\dpenser transmontanud aprés Murata

et al. (2014).

Zre : couche externe du chorion, Zri: couche interne du chofibn,couche adhésive
probablement équivalent a ZfeC : cellules de thequL : lame basaleGC : cellules de la
granulosaFE : épithélium folliculaire, CPM : membrane cytoplasmique,: microvillosités,
CG: granulés corticawBG: granulés de pigment.

Comme la Vtg, la Chg est synthétisée et sécrétée par le foie en réponse a la stimulation par
I'E2 Elle est transportée dans le sang jusqu’a I’ovaire pour y étre incorporée (comme indiqué
précedemment dans agure 26) et former I’enveloppe interne des ceufs (Hara et al., 2016 ;

Yu et al., 2006). Il a été découvert cheapenser transmontanugie les glycoprotéines du
chorion sont exprimées a la fois dans le foie, les ovocytes et les cellules folliculaires de I’ovaire

(Murata et al., 2014).

Non seulement, la Chg joue un réle clé dans le processus d'ovogenese, mais au méme titre que
la Vtg elle est également utilisée combi@narqueur de 1’exposition aux estrogénes (Brander

et al., 2012 ; Hara et al., 2016 ; Ishibashi et al., 2016). On détecte plus facilement la Chg que
la Vtg chez des poissons méales inglditec de faibles doses d’estradiol (Celius & Walther,

1998 ; Lee et al., 2002 ; Yu et al., 2006).
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Les Chg possedent un peptide signal, un domaine répétitif de séquence d’acides aminés et un
domaine non répétitifigure 33). La ChgH de certaines espéces ne posseéde que le domaine

non répétitif; ¢’est le cas de Danio rerio et Salmo salaiLee et al., 2002).

Peptide Signal

1.4 31 306 _ 656
Oryziaslatipes | | | 1| 666
K
N2 186 ,/'/ /
Pseudopleuronectes [ I [ Isas
americanus Iy e
/44 135 T~
Cyprinuscarpio | | | | 632
/
/6 232,/ /
Carassius auratus {] | | 580
4
\ 27 165~ 516 //
Oncorhynchus mykiss | | [ []526
33/’/ 428 /
Daniorerio | | ] 430
N N
1084, 4614
Salmo salar | | | 467

Figure 33 : Structure de la choriogénine H de certains téléostégnss Lee et al. (2002).

Les chiffres représentent la position des acides amihéschoriogénine comprend deux
domaines qui sont le domaine répétitif (en gris) et le domaine non répétitif (motifs en
pointillés). Aucun domaine répétitif n'est observé chez le poisson Z@anéo(rerio) ou le
saumon de I'AtlantiqueS@lmo salay
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6. Objectifs de la these

A. gigas(Schinz, 1822), dont la distribution est limitée au bassin amazonieh,nébticus

(Cuvier, 1829), dont la distribution est limitée aux bassins hydrographiquefsiqde
tropicale, sont deux especes phylogénétiquement sceurs a D’intérieur du clade des
Ostéoglossomorphes. Ces deux espéces présentent un grand intérét a la fois pour la
compekhension de I’évolution des téléostéens, pour la péche et la pisciculture. Depuis quelques
années, les pécheries Aegigas etH. niloticus sont surexploitées et ces deux espéces se
raréfient dans le milieu naturdl’élevage en étang de ces deux especes, a fort potentiel
aguacole, apparait donc comme la meilleure alternative pour leur permettre de continuer a
contribuer a la sécurité alimentaire et économique des populations humaines dans leurs

différentes aires de distribution.

Alors que & plupart des espéces de poissons d’élevage présentent un dimorphisme sexuel qui

facilite leur gestion,wune caractéristique externe n’est disponible pour distinguer le sexe de

A. gigaset H. niloticus en dehors de la saison de reproduction. Par ailleurs, la variabilité
génétique de leurs populations natives ou introduites est insuffisamment connue surtout pour
Heterotis Les pisciculteurs de ces deux especes sont donc face a un défi : celui de mettre en
place des cycles de reproduction en captivité alors que le sexage est compliqué, que la
formation de couples de reproducteurs est difficile, sans oublier le choix de reproducteurs a
fort potentiel génétique pour lequel les données sont absentes. Les verrous qui limitent la
maitris de 1’élevage de A. gigaset deH. niloticusseront probablement levés lorsqu’on aura

mieux compris les stratégies de reproduction de ces deux especes.

Dans le cadre de cette theda, dgit de mieux connaitre la ressource génétitleterotiset de
comparer ses traits de reproduction af&egigasen situation expérimentale, afin d’identifier

les caractéristiques génétiques, physiologigues et comportementales partagées ou différenciées
entre les deux espéces sceurs et d’utiliser ces caractéristiques pour une meilleure maitrise de

leur reproduction et de leur élevage.

Une partie de ce travail vise a déterminer la structure génétique des populakiomiatecus
pour laquelle tres peu de données sont disponibles. Enl'effiet des rares études réalisées par
Hurtado et al. (2013) avec comme marqueur moléculaire les microsatellites a permis de

caractériser les populations sauvages de trois bassins versants du Bénin. Alors que cette espéce
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a fait I’objet de nombreuses introductions dans diverses zones de 1’ Afrique, aucune étude ne

s’est intéressée a la génétique des populations introduites, en particulier celle du Sud de la
Guinée, dda Cote d’Ivoire et du Sud du @meroun. Il n’existe pas de données de génétique

des populations sur les stocks d’élevage et utilisant comme marquEWwDN mitochondrial qui

est une molécule a hérédit¢ maternelle et qui se révele intéressant pour étudier 1’histoire
démographique des populatiofk. niloticusayant été introduign Cote d’Ivoire (Afrique de

I’ouest), une comparaison avec les populatiprisrenant d’autres pays (Guinée et Cameroun)
permet de déterminer 1’origine géographique des Heterotis de Cote d’Ivoire. L’échantillonnage

de populations sauvages introduites et des stékssage de différents bassins versants est

réalisé pour mieux appréhendawariabilité génétiqueHigure 34).

Microsatellites
2 /
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Mitochondrie )
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ADN mitochondrial - PS et SE de la zone d’introduction - Origine géographique

Figure 34 : Etat des lieux des études de génétiques des populatiéngildéicus et objectif

de la these. Une des rares études réaisaér Hurtado et al. (2013) avec comme marqueur
moléculaire les microsatellites a permis de caractériser les populations sauvages de trois
bassinsversants du Bénin (en bleu foncé). Les points d’interrogation indiquent qu’il n’existe

aucune donnée sur la génétique des populations introduites (en particulier celle du Sud de la
Guinée, dda Coéte d’Ivoire et du Sud du Cameroun en rouge foncé) et fesks d’élevage

avec comme marqueur moléculdit& DN mitochondrial.
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Les travaux de rechercB&ntéressent aussi aux aspects de la reproduction de A. gigaset H.

niloticus liés a la régulation endocrinienne et au comportement reproducteur. Il s’agit de

réaliser des analyses transcriptomigeeprotéomiques de différents organes et tissus qui
visent principalement a identifier et caractériser la structure des vitellogévitggst d’autres

acteurs neuroendocriniens impliqués dans la reproductich deas etH. niloticus. Cela

permet d’ouvrir la voie a I’étude de leur expression chez ces deux espéces. Une technique de
sexage déd. niloticusest également mise au point. En effet, c'est grace a une méthode peu
invasive, qui a été développée par desdttears de I'IRD et leur partenaire sud-américain du

[IAP (Instituto de Investigaciones de la Amazonia Perupma)faire le sexage d’Arapaimaa

partir d’un prélévement sanguin, qu’a été tenté le sexage ldeniloticus Cette méthode se base

sur la détection de Vtg plasmatique immunoréactive et n'est applicable que chez les individus
adultes ayant acquis la maturité sexuelle. Il s’agit désormais de transférer cette méthode chez
Heterotis Le sexage va reposer aussi sur la détection de la Vtg dans le mucus qui est beaucoup
plus facilement accessible que le sang. La compréhension du comportement reproducteur de
A. gigas pour lequel on dispos#une méthode de sexage fiable, compléte cel aspect de la

theése. 11 s’agit de réaliser une étude en étang de pisciculfunel’utilisation d’un systéme de
positionnement par émetteurs ultrasoniques afin d’identifier les mécanismes de formation des

couples au sein d'un groupe de plusieurs reproducteurs de sexe connu.
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Deuxieme partie

Matériel et méthodes






1. Etude de la variabilité génetique des popula-

tions deH. niloticus

1.1 Les échantillons déH. niloticus utilisés

Nous avons échantillonné des individus maturell.deiloticus collectés dans quatre bassins
versants (BV) et $ermes piscicoles de la Cote d’Ivoire (Figure 35). Il s’agit du lac Buyo du

BV de Sassandra, du lac Kossou, des rivieres Kan et Bardikeli du BV de Bandama, de la riviere
Besselé du BV de la Comoé et du lac Ayamé du BV de la Bia. En collaboratioi @Mét

APDRA (Association Pisciculture et Développement Rural en Afrique Tropical humide) qui
réalise des projets piscicolea Afrique de 1’Ouest et du Centre, nous avons obtenu des
échantillors provenantde la zone d’introduction de H. niloticusde deux autres pays. Ce sont

le Cameroun (BV du Nyong et une ferme piscicole) et la Guinée (7 fermes pisciEaesg (

35). Au total 406 individus issus aussi bien du milieu naturel (fleuves, riviéres et lacs) que des
étangs de pisciculture ont été échantillonnés dans le but de comparer les populations sauvages
introduites et de pisciculture (Lundrigan et al., 2005 ; Sekino et al., 2002 ; Wang et al., 2012).
Les échantillons ont été collectés auprés de pécheurs et pisciculteurs de novembre 2015 a ao(t
2017.

L’obtention d’échantillons natifs de I’aire de distribution de H. niloticusn’a pas été possible
malgré les nombreuses sollicitations formulées aupres des acteurs locaux impliqués dans la
gestion des ressources halieutiques des pays concernés (Cameroun, Guinée, Burkina). Ces
échantillons auraient permis d’analyser des paramétres démographiqu&sistoire évolutive

de cette espece.

Aussitot aprés capture, sur chaque individu, des échantillons de nageoires ou de muscles
(environs 100 mg) ont été prélevés pour étre conservés dans de 1’éthanol a 95°C. Apres 24

heures, I’éthanol a été renouvelé et les échantillons ont été conservés a -20°Q’avanttion

de ’ADN. Tous les poissons échantillonnés issus de la pisciculture étant vivant, apres le

prélevementl’une partie de la nageoire anale, les poissons ont été relachés dans les étangs.
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Figure 35 : Sitese collecte d’échantillons de H. niloticusen Cote d’Ivoire, en Guinée et au
Cameroun. Les ronds rouges représentent les sites de collecte des poissons de pisciculture et
les triangles noirs représentent ceux du milieu naturel dans quatre bassins versants (BV) de la
Cote d’Ivoire et dans le bassin du Nyong au Cameroun. Les lignes bleues désignent les cours

d’eau principaux et les zones bleu foncésur la carte de la Cote d’Ivoire représentent les lacs de

barrages hydroélectriques bieterotisa fait 1’objet d’introduction. Sur la carte de 1’ Afrique

ou figurent les limites des différents pays en trait noir, la couleur bleue représente les zones
d’origine de H. niloticuset la couleur rouge représente les zones d’introduction.
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1.2 Extraction, amplification et séquencage d’ADN

Les principales étapes au laboratoire en Bolivie ont&né I’extraction de I’ADN et son
amplification ; le séquencage a ensuite été réalisé par prestation de service par GenoScreen.

1.2.1 Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de ’ADN a commencé avec le kit de purification de I’ADN génomique Wizard
(Promega) et s’est poursuivie avec le protocole CTAB (Doyle & Doyle, 1987) qui aprés sa
mise au point a nécessité moins de matériel biologique, soit 2 mg contre 25 mg avec le kit
Wizard.

a) Avec le Kit Wizard

Concernant le kit Wizard, 25 mg de nageoire ou de muscle ont été découpés et mélangés a 144
pul d’EDTA (0,5 M pH 8), 600 pl de solution de lyse nucléaire et 17,5 pl de protéinase K (20

mg/ml). Le mélange obtenu est homogénéisé et incubé a 55°C pendant une nuit. Apres ajout
de 3 pl de RNAse et une incubation a 37°C pendant 20 min., on laisse reposer pendant 5 min.
atempérature ambiant&a précipitation des protéines est réalisée avec ’ajout de 200 pl de

solution de précipitation de protéines. Le tout est homogénéisé, centrifugé a vitesse maximale
pendant 20 s et pasSenin. dans la glace avant d’étre centrifugés a nouveau a 14000 g pendant

5 min. Les protéines précipitent et le surnageant qui contient de I’ADN est transféré dans un

nouveau tube auquel on ajoute 600 ji$apropanol maintenu a température ambiante pour
permettre a1’ ADN de former une pelote. Apres centrifugation a 14000 g pendant 1, inADN

est précipitéet le surnageant est éliminé. Un lavage avec 600 ul d’éthanol a 70% suivi d’une
centrifugation & 14000 g pendant 1 min. sont répétés.3 féthanol est éliminé et I’ADN est

repris dans 100 pl de solution de réhydratationi d’une incubation a 65°C pendant une heure

avant d’étre conservé a -20°C.

b) Avec la méthode CTAB
Le tampon d’extraction est composé d’un mélange de CTAB 5%, de NaCl 5M, de EDTA 0,5

M pH 8 et de de Tris 1 M. Pour favoriser la lyse cellulaire, un volume de 500 ul de ce tampon
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porté a 59°C et 5 ul de protéinase K (20 mg/ml) sont ajautéshantillon de nageoire ou de

muscle et le tout est incubé dans un bain marie a 95°C pendant une nuit. En ajoutant 500 pl de
Chloroforme et apres avoir mélangé délicatement pendant 5 min., les tubes sont centrifugés
pendant 5 min. & 8000 rpm. Au surnageant recueilli dans un nouveau tube Eppendorf, 600 pl
d’isopropanol réfrigéré sont ajoutés, le tout est mélangé délicatement pendant 2 min. et
conservé pendant une heure@°c. Il s’en suit une centrifugation a 14000 rpm pendant 15

min. L’observation d’un pellet au fond du tube présage queé ADN est présent.’isopropanol

est éliminé délicatement du tube et deux séries de lavage/centrifugation du pellet sont réalisées
avec 600ul d’éthanol 70% a 14000 rpm. L’ADN, obtenu apres €limination de I’éthanol, est

repris dans 100 a 150 ul d’eau MilliQ et conservé a -20°C.

Quelle que soit la métke utilisée, 1’efficacité de ’extraction d’ADN a été vérifiée au moyen

d’un spectrphotométre. L’intégrité a étémesurée par le ratio d’absorbance 260/230, la pureté

par le ratio 260/280 et la concentration est exprimée en pg/g. Une électrophoréese en gel
d’agarose 1% a été réalisée en utilisant du tampon TBE 1x et 4 ul SYBR (Invitrogen, 10 000

X concentré dans du DMSO) dont le role est de permettre la détection par fluorescence de
I’ADN dans I’agarose. Un mélange de 4 pl d’extrait d’ADN et 1 pl de Loading buffer 10X est
déposé dans les puits du gel. La migration a été réalisée a 100 V pendant 25 a 30 min. Le

résultat a été observé avec un transilluminateur de lumiére UV.

1.2.2 Choix des marqueurs moléculaires et PCR

a) Les geénes utilisés

Un marqueur génétique est considéré idéal pour faire de la phylogéogkaptueil est
polymorphe (variable entre individus), discriminant (différencie les individus ou populations
apparentes), co-dominant (les hétérozygotes sont visibles), non épistatique (indépendant de
I’expression des autres marqueurs) et varie de fagcon neutre (quel gs@t 1’allele présent au

locus, la valeur sélective de I’individu est la méme), reproductible d’une expérience a 1’autre,

manipulable & grande échelle et économique (Nikolic, 2009).
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Il existe plusieurs marqueurs moléculaires qui peuvent étre utilisés pour déterminer la
variabilité génétique des populations #e niloticus Les analyses réalisées ont porté
principalementur I’ADN mitochondrial (ADNmt). Faute de temps, les travaux concernant les
microsatellites déja définis pour cette espéaegxe 1) (Carrera et al., 2011 ; Hurtado et al.,

2013), se sont limités dans cette these a la mise au point de pameizd 2.

Diverses parties du génome mitochondrial sont employées pour comprendre 1’histoire et la
démographie des especes vivantes (Hrbek & Farias, 2008). Les amorces mitochondriales
développées pouk. gigasconcernant les génes Cyt b, ATPase et NADAtInExe 3 ont été

testées sans succés $dir niloticus Sur diverseségions de I’ADN mitochondrial de H.
niloticustestées, deux optrmis d’obtenir correctement des amplificats dans le cadre de cette
étude Il s’agit du gene cytochrome b (Cyt b) de 1141 paires de base (Genbank AB035240) et
d’une région incluant le rRNA 16S, le tRNA-Leu, WADH1 et le tRNA-lle (segment
NADH1) de 2813 paires de bases (Genbank NC_015081). Les genes Cyt b et NADHL1 ont été
utilisés dans de nombreuses études (Buathong et al., 2015 ; Hrbek & Meyer, 2003 ; Hrbek et
al., 2005 ; Kumazawa & Nishida, 2000 ; Lavoué & Sullivan, 2004; Page & Hughes, 2010
Skibinski, 2000) ebnt permis d’établir les caractéristiques phylogéographiques de certaines
especes d’OsteoglossidaéMu et al., 2012).

b) Amplification

Les PCR d’ADNmt ont été réalisées au laboratoire PROVETSUR de ’'UAGRM en Bolivie, en
utilisant le kit Qiagen pour obtenir un produit final de 25 pl & partir de 12,5 pl de Mix tag 2X,
2,5 ul de Qsolution, 3ul d’ADN, des volumes d’amorces et de H2O pure respectivement de
0,62 pl et 5,76l pour le Cyt b, 1ul et 5 pl pour le segment NADH&s couples d’amorces
utilisés sont présentés danglbleau 11 L’amplification de I’ADNmt a été réalisée dans un
thermocycleur (Eppendorf) sous les conditions suivantes : premiére dénaturation a 95°C
pendant 1 min. (Cyt b) et 3 min. (NADH1) suivie de 40 cycles a 94 °C en 30 s (2
dénaturalisation), 54°C en 1 min. 30 s (Cyt b) et 50°C en 30 s (NAP&iit I’hybridation,

72°C en 1 min. 30 s (Polymérisation), 72°C en 10 min. (renaturalisation) et 4°C pour
I’extension finale. Pour valider I'efficacité de I'amplification, chaque produit a été examiné par
électrophorése sugel d'agarose dans les mémes conditions que I’ADN comme indiqué

précédemment avec comme marqueur de taille du PBR.82produits de PCR attendus son
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respectivement de 1027 et 1323 paires de bases respectivement pour le Cyt b et le segment
NADHL1.

Tableau 11 : Amorces utilisées pour la PQRRgéne Cyt b et du segmeNADH1 de H.

niloticus
Genes Taille du Produit
ADNML Genbank géne (pb) Amorces PCR (pb)

F 5" -TCCACATGATGAAACTTTGGS’
Cytb  ABO35240 1141 RS TTGTTAGTGGGGCGAGTAGGS’ 1027

Segment F 5’-GACCCTATGGCTTACTACAACCS
NADH1 NC_015081 2813 R 5’-TCAGATGCTTTCTTGAGTGGS3’ 1323

1.2.3 Séquencage

Les produits de PCR de Cyt b et du segment NADHH driloticus ont été séquenceés en
prestation par GenoScreen suivant la méthode Sanger également appelée « méthode de
terminaison de chaine » (Sanger et al., 1977). Cette méthode comprend trois étapes principales

(https://www.sigmaaldrich.com/

La premiére étape consiste a générer n fragments d'ADN de différentes longueurs, chacun
terminé par un nucléotide marqué, ou n est le nombre de bases de nucléotides dans la séquence
d'ADN cible. Ceci est fait en combinant amorce ADN, nucléotides (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), ADN polymérase, la séquence d'ADN d'intérét et des di-désoxynucléotides marqués
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Les di-désoxynucléotides ne possédant pas le groupe 3'-OH
nécessaire pour poursuivre la chaine, aucun nucléotide ne peut étre ajouté a la chaine d’ADN
une fois les di-désoxynucléotides incorporés, de sorte que chaque fragment se termine par un

nucléotide marqueé.

La deuxieme étape consiste a séparer les n séquences d'ADN par la longueur en utilisant une

electrophorése sur gel capillaire. Les fragments les plus courts se déplacent plus rapidement
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gue les fragments les plus longs. Le résultat est que les fragments d’ADN sont introduits dans

la troisieme étape, de la séquence la plus courte a la plus longue.

Dans la troisieme étape, un laser excite le marqueur sur le nucléotide a la fin de chaque
séquence. Chaque base est marquée avec un marqueur différent, de sorte que la lumiére émise
par chaque nucléotide excité peut étre liée a la base correcte. Le laser génere un
chromatogramme montrant le pic fluorescent de chaque nucléotide. Le chromatogramme

contient les nucléotides dans le bon ordre en raison de I'électrophorese.

Le nombre d’échantillons collectés et séquenceés selon le pays de provenance est présenté dans
le Tableau 12 106 individus ont pu étre séquencés pour le Cgt 89 pour le segment
NADH1. Certains individus n’ont pu étre séquencés a la fois pour ces deux groupes de genes.

La matrice concaténée comporte donc 64 séquences completes.

Tableau 12 Provenance et nombre d’échantillons collectés et séquencés pour les génes Cyt b
etNADHI de I’ADNmt de H. niloticus Le nombre d’individus séquencés a la fois pour Cyt b
et le segment NADH1 est indiqué entre parenthéeses.

Provenance des échantillons

d’(I:vTi?e Cameroun  Guinée Total
Echantillons populations sauvages 85 28 - 113
Cytb 17 14 - 31
Segment NADH1 19 (8) 13 (7) - 32 (15)
Echantillonsstocks d’¢élevage 213 10 70 293
Cytb 36 5 34 75
Segment NADH1 40 (22) 33 24 (24) 67 (49)
Total échantillons collectés 298 38 70 406
Total Cytb 53 19 34 106
Total Segment NADH1 59 (30) 16 (10) 24 (24) 99 (64)
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1.3 Analyse des données

1.3.1 Alignement des séquences

Pour I'édition de données de séquences d'ADNs&Buséquencage, I'exploration de bases de
données web, la réalisation d'alignements de séquence automatique et manuel, le logiciel Mega
7 a été utilisé (Kumar et al., 2016). Ces analyses ont permis de définir les différents haplotypes

de Cyt b, du segment NADHL1 et des deux genes concaténes.

1.3.2 Biogeographie des haplotypes

Une cartographie des haplotypes par zone de collecte a été réalisée avec le logiciel QGIS 2.18
(Equipe de développement QGIS, 2016. Systeme d'information géographique QGIS. Projet

Open Source Geospatial Foundation. Http://www.qgis.org/).

Pour tester les hypotheses sur la distribution de fréquences des haplotypes, des tests exacts de

Fisheront été réalisés a I’aide du package R Commander (Fox, 2005) du logiciel R ver 3.5.3.

1.3.3 Diversité nucléotidique et haplotypique

Pour I’analyse du polymorphisme des séquences, la diversité nticlgjue (7) et la diversité

haplotypique (HYlont été déterminées en utilisant le logiciel DnaSP v6.12.03 (Rozas et al.,

moyenne(dij)

2017). La diversité nucléotidiquer & ) est le nombre moyen de différence

nucléotidique par site entre 2 séquences ayeeprésentant la différence nucléotidique entre
deux séquences i et j, etld longueur des séquences (Lynch & Crease, 1990). Les résultats
attendus se présentent comme suit = 0, pas de divergence nucléotidique (mémes
haplotypes) = < 0,05, divergence faible ; & partir de> 0,10, divergence forter = 1,
divergence maximal, aucun nucléotide en commun (Grant & Bowen, 1998). La diversité
haplotypique Hd = 1 — Y. pi?) avecpi la probabilité de tirer I'naplotype de ran@\ei, 1987)

Les résultats attendus se présentent comme bldt= 0, diversité la plus faible (1 seul

haplotype), Hd = 1, diversité maximale (1 haplotype différent pour chaque séquence).
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Le nombre de sites polymorphiquespéenbre de transitions, de transversions et d’insertions-

délétions ont été décrites avec le logiciel Arlequin ver 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010).

1.3.4 Relation phylogéographique entre les haplotypes

Pour aligner les séquences, pour estimer les distances génétiques et construire les phylogénies
(Tamuaet al., 2007), le logiciel Mega 7 a été utilisé (Kumar et al., 2016). Les séquences de
Cyt b et du segmerfADHI1 ont été concaténées afin d’obtenir I’arbre de Maximum de
vraisemblance ML) phylogéographique le plus informatif et robuste possible. Puis, pour
chaque marqueur un arbre ML avec le modele Tamura-Nei a été réalisé afin de dgceler le
informations apport&ear chacun d’cux. La robustesse des nceuds de chaque embranchement

a était testée a ’aide de la méhode du bootstrap avec 1000 réplicas.

Afin de mettre en évidence la généalogie d’haplotypes et son lien avec la géographie, des
réseaux d haplotypes ont été construits en utilisant la méthode de « Median Joining » (MJ)
(Bandelt et al., 1999) suivi par un traitement de Maximum de Parcimonie implémentés dans le

logiciel Network 5.0.1.1 (Fluxus Technology).

1.3.5 Analyse de variance moléculaire (AMOVA)

Le test exact de Fishepmpare uniquement des distributions de fréquences d’haplotypes. Pour

intégrer aussi les degrés de divergence nucléotidique entre haplotypes dans les comparaisons
de distribution, 1’analyse moléculaire de la variance (AMOVA) a été réali®e (Excoffier &

Slatkin, 1995) avec le logiciel Arlequin ver 3.5.2.2. La différentiation entre les zones de
distribution prises deux a deux a été estimée en utilisant la statigtiduestimateur de Fst

(Wright, 1978) avec le logiciel Arlequin ver 3.5.2.2 tenant compte aussi de la divergence
nucléotidique L’index de fixation Fst mesure la différenciation des populations a partir du
polymorphisme génétique. Si le Fst est égal ou trés proche da figaéiie qu’il y a peu de
différenciation géenétique entre les populations compareEmverse, plus le sttend vers 1,

plus la différenciation génétique entre les populations est forte.
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2. Approches transcriptomiques et

protéomiques

2.1 Echantillonnage et prélevements tissulaires

Les tissus ¢tudiés sont I’hypophyse, ’ovaire et le foie deA. gigaset H. niloticus pour les
analyses transcriptomiques et pour les analyses protéomiques, ce sont le sang et le mucus de
H. niloticus qui ont été prélevésTableau 13. Les échantillons del. niloticus proviennent

d’une ferme piscicole située au centre de la Cote d’Ivoire (5°08,713" W ; 6°50,929' Na
proximité de la capitale politique Yamoussoukro. PAurgigas les échantillons ont été
prélevés a la statiogkpérimentale de 1’Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana

(IIAP) située a lquitos au Pérou. Les prélevements tissulaires ont été réalisés sur des poissons
anesthésiés dans de 1’eau contenant de 1’éthanol a 96° (dilution au 10°) (Bhanu & Philip, 2011)

Les prélevements ont été réalisés sur des individus méles et femelles (sexe connu apres
dissection) en période de reproduction (mois de mai et juin).

Pour le séquencage en RNAseq du foie, de I’ovaire et de I’hypophyse, des pools d’échantillons

prélevés sur trois femelles ont été conservés dans du RNAlater (Sigma) a 4°C. Pour les analyses
protéomiques du sang et du mucus, le milieu d’extraction est composé de PBS 200 mM, EDTA

0,1 mM, DTT 1 mM et PMSF 400 mM et les échantillons sont conservés a -80°C en attendant

I’extraction.

Tableau 13 : Organes prélevés chezgigas et H. niloticus pour le transcriptome et le
protéomelLes tirets indiquent que 1’organe n’a pas fait ’objet d’analyse.

Organes Pour les transcrits  Pour les protéines

Hypophyse Q -

Ovaire Q -
Foie Q -
Mucus - de
Sang - d Q
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2.2 Approches transcriptomiques

2.2.1 Extraction des ARN

Les ARN totaux de chaque pool de tissus sont extraits séparément. Les organes sont broyés
dans de I’azote liquide et 50 a 100 mg de poudre de tissus sont mélangés a 1 ml de TRizol
(Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) et I’extraction est réalisée selon les
recommandations du fabriquant. Les concentrations en ARN totaux sont déterminées au moyen
d’un dosage spectrophotométrique (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA). La qualité et I’intégrité des ARN totaux sont vérifiées respectivement a partir du ratio

des absorbances A260/A280 et A260/A230. La concentration des ARN est ajustée a 50 ng/ul
avec de I’eau stérile et 20 pl de cette solution (1pg) sont déposés dans des tubes RNA stable

(Sigma) et séchés au speed vac.

2.2.2 Séquencage et traitement bioinformatique

a) Séquencage lllumina, assemblage et annotation

Les échantillons d’ARN ont ¢été séquencés par la plateforme Génome Québec
(http://www.genomequebec.com/ressoureeptateformes-technologiques.htlim) ~ sur  un

séquenceur lllumina HiSeq4000 en mode pairé 2 x 100pb.

Les lectures brutes ont été nettoyées et fitegdes traces d’adaptateurs ont été éliminas

l'aide de Trimmomatic v.0.33 (http://www.usadellab.org/cms/index.php?page=trimmomatic).
Les lectures ont été filtrées en utilisant un seuil de qualité de 30 et une taille minimale de 50
paires de bases. SortMeRNA v2.1 a été utilisé pour filtrer les ARN ribosomaux a partir des
reads (Kopylova et al., 2012). Enfin, le processus de nettoyage a été vérifié a I'aide de fastQC

v.0.11.5 (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

Les lectures nettoyéeprovenant des différentes librairies ont été par la suite assemblées
conjointement en utilisant I'assembleur de transcriptaiae®vorrinity v.2.5.1 (Grabherr et
al., 2011). Les abondances relatives ont été estimées a l'aide de kallisto v.0.43.1 (Bray et al.,

2016). Pour obtenir la valeurexpression (FPKM : Fragments Per Kilobase of exon per
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Million fragments mapped) pour I’identification des contigs a faible couverture (FPKM <1) et

des isoformes rares (<1%) exclus ultérieurement de 1’analyse les deux logiciels ont été lancés

via les scripts du package Trinity. La prédiction peptidique a été réalisée a l'aide de
Transdecoder v.3.0.0 (Haas et al., 2013). Une recherche de similarité (blastx des transcrits
assemblés et blastp des peptides prédits) a été effectuée contre la base de données uniprot-
swissprot (version 09-2013). La prédictiasgeptides signaux a été réalisée a l'aide de signalP

v4.0 (Petersen et al., 2011). La détection des domaines transmembranaires a été réalisée en
utilisant TMHMM v2.0c (Krogh et al.,, 2001). Enfin, l'annotation fonctionnelle du
transcriptome a été réalisée a l'aide du pipeline Trinotate v.3.0.1 (http://trinotate.github.io)
décrit par Bryant et al. (2017).

b) Prédiction des produits de génes par analyse silico des transcrits

Les analyse silico des transcts de foie, d’ovaire et d’hypophyse de H. niloticusissus de
I’assemblage sont principalement réalisées avec le logiciel Peptraq développé en interne
(Zatylny-Gaudin et al., 2016leptraq est un logiciel dédié a 1’analyse de fichiers de séquences

aux formats fasta ou txt. Il permet de traduire et de filtrer les transcrits et les précurseurs
protéiques sur la base de 1’annotation en utilisant des mots clés ou par 1’utilisation de critéres
structuraux liés a la présence de subséquences particulieres. Peptrag est aussi capable
d’assigner le peptide signal, de le cliver pour passer de la preproprotéine a la proprotéine, de
réaliser les clivages des convertasede repérer les répétitions de séquences caractéristiques

des neuropeptides.

Les domaines transmembranaires sont prédits par TMHMM v2.0
(www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM). Les structures secondaires sont obtenues par alignement
avecdes protéines d’especes dont les domaines sont connus ou en recherchant les domaines
conservés sur le site de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgir). La
modeélisation des structures tertiaires est réalisée sous I-TASSER
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Les sites de N-glycosylation sont
identifiés sous NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Les
séquences nucléiques et protéiques sont alignées sur Show translation
(https://www.bioinformatics.org/sms/show_trans.html). Les alignements de séquences

protéigues de différentes especes sont réalisés sous CLC Sequence Viewer 7.6.1
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(http://www.clcbio.com). Les identités en acides aminés entre séquences protéiques sont

déterminées par Protein Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

2.3 Approches protéomiques ciblée sur la recherche de
Vig

2.3.1 Préparation d'échantillons pour analyse par spectrométrie

de masse

Les échantillons soumis a 1’analyse protéomique ont d'abord été décongelés dans I’eau glacée

et centrifugés pendant plusieurs minutes. Les protéines sont précipitées a raison de 20 pl pour
120 pl d'acétone réfrigérée. Aprés une nuit & -20°C, les échantillons sont centrifugés a 20 000
g pendant 20 minutes. Le culot protéique est resuspendu dans un tampon bicarbonate
d’ammonium (50 mM, pH 7). Les protéines sont digérées pendant une nuit a 37°C en utilisant
0,25 pg de trypsine porcine (Promega, Madison, USA). Les digestats sont dessalés et
concentrés sur un ZipTip pC18 Omix (Agilent) avant analyse.

2.3.2 NanoLC- MS/MS

L'étape de chromatographie est réalisée sur un systeme de nano chromatographie a ultra-haute
pression (NanoElute, Bruker Daltonics). Les peptides sont concentrés sur une précolonne C18
pepmap 100 (5 mm x 300 um) (Thermo Scientific) et séparés a 50 °C sur une colonne en phase
inverse Reprosil (25 cm x 75 um, 1,6 um, C18) (lonopticks). Les phases mobiles sont
constituées de 0,1% d'acide formique, 99,9% d'eau (v/v) (A) et 0,1% d'acide formique dans
99,9% d'ACN (v/v) (B). Le débit est fixé a 400 nl/min. et le profil de gradient est le suivant :

de 2 a 15% de B en 60 mimuivi d’une augmentation a 25% de B en 30 min. et a 37% en 10

min., suivi d’une étape de lavage a 95% de B et d’un rééquilibrage a 2% de B.

Les analyses MS sont réalisées sur un spectrométre de masse TIMS-TOF (Bruker Daltonics)
avec une source ionique de type nano electrospray (CaptiveSpray, Bruker Daltonics). Le
systéme est étalonné chaque semaine et la précision de la mesure de masse est supérieure a 1

ppm. Une tension capillaire de 1400 volts est utilisée pour l'ionisation. Les spectres MS sont
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acquis en mode positif dans la plage de masse de 100 a 1700 m/z. Dans les expériences décrites
ici, le spectrometre de masse est utilisé en mode PASEF (Parallel Accumulatibn-Seria
Fragmentation) (Meier et al., 2015), a I'exclusion des peptides monochargés. Dix balayages
PASEF MS/MS sont réalisés en 1,25 seconde a partir de la plage de charge 2-5.

2.3.3 Séquencage des peptides et identification des proteines

Le spectre de fragmentation est utilisé pour déterminer la séquence du peptide. La recherche
dans la base de données est effectuée a I'aide du programme Mascot 2.6.1 (Matrix Science).
Deux bases de données localesHdeniloticus ont été utilisées : une base de données de
protéines ovariennes (437 476 entrées) et une base de protéines hépatiques (244 234 entrées),
I’une et I’autre construites a partir des transcriptomes correspondants grace au logiciel Peptraq.

Les modifications variables autorisées sont les suivantes : C-carbamidométhyle, K-acétylation,
oxydation et di-oxydation de la méthionine. La «trypsine» a été sélectionnée avec un mode
tolérant incluant deux sites de clivage manquéSitschtova et al., 2015). La précision de

masse a été fixée a 20 ppm et 0,05 Da pour les modes MS et MS/MS respectivement. Les
données de Mascot ont ensuite été transférées vers le logiciel de validation Proline
(http://www.profiproteomics.fr/proline/) pour un filtrage des données selon un seuil de

signification inférieur a 0,05 et I’élimination de la redondance des protéines.

2.4 Approches fonctionnelles

Une expérimentation visant a vérifier la capacité¢ de la Vtg a diffuser dans 1’eau a partir du
mucus a ¢été réalisée. La Vtg et ses produits de clivage ont été recherchés en MS. Le mucus de
5 femelles et 5 males matures en période de reproduction ont été collectés et centrifugés
pendant 2 min. a 15000 g. Le culot d’impuretés est éliminé et deux aliquotes de 500 ul de
mucus pour chaque poisson sont déposés dans des tubes Eppendorf 1.5 ml dans lesquels 1 ml
de H>O ultra pure est ajouté. Une centrifugation de 2 min. a 15000 g permet d’obtenir deux
phases dans les tubes, une phase inférieure contenant le mucus et une phase supérieure
contenant de I’eau. L’ensemble est incubé pendant 2h a 26°C + 1°C dans un bain marie. 800 pl

de surnageant par aliquote sont récupérés soit un total de 1,6 ml par poisson. Les surnageants
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sont complétés et acidifiés par ajout de 3,4 ml d’acide acétique (HPLC) a 0,1 % pour obtenir
une solution finale de 5 ml. Cette solution acidifiée a été concentrée sur des micro-colonnes C4
pour I’identification ultérieure des petites protéines et polypeptides et 1’¢luat a été ensuite
concentré sur des micro-colonnes C18 pour I’identification des peptides. L’¢luat final est
préservé dans des tubes Eppendorf avec un mélange de 1 ml d’¢luat et 1 ml d’une solution de

TrisHCl EDTA pH 7.6 ; PMSF (400 mM), DTT (1 mM) et le tout est conservé & -20°C.
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3. Sexage des individus matures de. niloticus

et étude du comportement reproducteur deA.

gigas

3.1 Sexage des individus matures d¢. niloticus

H. niloticusne présente pas de dimorphisme sexuel. Ainsi, la possibilité de déterminer le sexe
des poissons par des méthodes non invasives constitue la meilleure solution pour le
développement de son aquaculture. Il a été testd.suitoticusle kit de sexage dA. gigas
Un croisement immunologique entre la Vigleterotiset les anticorps anti Vtg de gigaset
de O. bicirrhosuma été également recherché en vu€adisation pour le sexagektterotis

avant d’envisager une méthode plus spécifique.

3.1.1 Test du kit de sexage dA. gigas

Le kit commercial de détermination du sexeAdgjigasest basé sur la capacité d’un anticorps

a se lier spécifiquement a I’antigéne pour lequel il a été développé. Le test permet de détecter

des concentrations faibles de Vtg dénsang (0,04 mg/miXCekit a été testé sur 24 individus
matures dél. niloticusde plus de 2 kg en période de reproduction issus de quatre piscicultures
du centre et de ’ouest de la Cote d’Ivoire. Les opérations qui se sont réalisés aux abords des

étangs a température ambiante durent environ 2 heures 30.

Des prélevementsanguins sont réalisés au niveau de la veine caudale de chaque poisson et
conservés dans des tubes contenant de I’héparine. Les échantillons de sang sont dilués par ajout

de 10 ml de tampon de dilution. 1 ml de sang dilué est deposé sur une membrane Mini Array
(Figure 36) disposéeaiélicatement a 1’aide d’une pince dans un puit de microplaque. Durant
toute 1’opération, on évite de toucher avec les instruments utilisés la membrane Mini Array qui

contientl’anticorps anti Vtg de A. gigas
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Spotd’orientation vert & gauche—p-@

A

—— Spot d’orientation orange a droite

Figure 36 : Membrane mini Array du kit de sexagé\dgigas

La plaque et son contenu sont incubés et agités manuellement de temps en temps pendant 1 h
a température ambiante. Le sang contenu dans les puits est élitiiite d’une pipette en
plastique. Entre deux puits, la pipette est rincée. Deux séries de lavage de la membrane sont
réalisé&es avec2 ml de tampon de lavage. Pour la révélation de I’anticorps, 1 ml de solution
d’anticorps de révélation est ajouté sur l@mbrane suivi d’une deuxieme incubation dans les
mémes conditions que la premiere. loduson d’anticorps de révélation est éliminée, deux

séries de lavage sont réalisées comme précédemment et le tampon de lavage est éliminé.

Pour la détection de la Vtg par colorimétrie, la solution développeur est diluée dans le tampon
de développement (1/135) et 1 ml est déposé dans chaque puit. Apresniirg, 10ml de
tampon d’arrét est déposé dans chaque puits. |l apparait un spot de contréle négatif de
coloration noir-violet qui permet de valider le test’giparition du spot de contrble positif de

méme coloration réveéle la détection de la \Rmy(re 37).

Spot d’orientation vert a gauche —p@) @<+——— Spot de contrdle négatil
Spot de contrdle positif pour la Vit ——>-@

A

—— Spot d’orientation orange a droite

Figure 37 : Membrane Mini Array montrant la détection de la Vtg.
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3.1.2 Testde ’anti corps anti Vtg de A. gigas et O. bicirrhosum

Les plasmas d’individus matures males et femelles de H. niloticus et A. gigasen période de
reproduction ont été utilisés pour tester les anticorps anti V& dégaset O. bicirrhosum
suivant la méthode immuno-enzymatique (ELISA). Ces anticorps sont disponibles dans
I’équipe IRD du LMI EDIA qui les a développés. Les solutions stocks utilisées sont présentées

dans leTableau 14

Tableau 14 : Solutions stocks utilisés pour les tests ELISA.

Solution stock Composition

Phosphate monobasiqug,@s M ; pH 4,8 + phosphate

Tampon carbonat@®,05 M ; pH 9,6
P @ P ) dibasique,05 M ; pH 8,9

Carbonate@,01 M ; pH 11,2 + Bicarbonate ,01 M;
Tampon phosphate (0,01 M ; pH 7,4) He.s
p )

Acide citrique 0,1 M ; pH 3 + Phosphate dibasiqué,@
M pH 8,9

Tampon citrate (0,2 M ; pH 5)

Tampon carbonaté®,05 M ; pH 9,6+ NaCl (154 mM)
+ 0,05 % Tween® 20 (Sigma Aldrich)

PBS-T

PBS-T-NPS PBS-T + 5% de sérum de porc (NPS)

Les étapes déctes par Chu-Koo et al. (2009) ; Ndiaye et al. (2006) ont été réalisées au cours

de cette expérimentation.
1. Greffagede I’ Antigéne

Une série de dilutions de plasma (19@D0G, 10006, 20006, 40006, 80006 et 160006€) dans du
tampon carbonate (0,05 M ; pH 9,6) est distribuée dans une plaque de 96 puits et incubée pendant une
nuit & 4°C.

2. Saturation

100 d de PBS-T-NPS est ajouté dans chaque puit et la plaque est incubée pendant 30 mirLe 37°C

contenu de la paque est vidé et chaque puits est rincé trois fois avec 100 ul de PBS-T.
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3. 1°€Incubation de I’anticorps anti Vtg

Aprés avoir vidé le PBS-T,00 ul d’une solution d’anticorps anti Vtg dilu¢ au 10000 dans du PBS-T-
NPS sont ajoués a chaque puits. La plaque est incubée pendant 90 min. a 37°C ou arempératu
ambiante pendant 4 h, son contenu est vidé et chaque puits est rincé 3 fois avec 100 ul de PBS-T.

4. 2°Incubation de I’anticorps anti Vtg

Apres avoir vidé le PBS; 100 ul d’une solution de peroxydase dilué au 30@ans du PBS-T-NPS
sont ajoutés a chaque puits. La plaque est incubée pendant 1 h a 37°C et chaqueipo@s3dsis
avec 100 pl de PB%-

5. Révélation

L activité du peroxydase est revéléa I’obscurité en ajoutant dans chaque puit&00 pl d’une solution
contenant 20 ml de Tampon citrate (0,2 M ; pH 5) + 10 mg BB ¢Fhermo Fisher) + 30ul de.B..
La réaction est stoppée aprés 30 min. en ajoutant dans chaque puits 505Dk 4M.

6. Mesure dd’absorbance

L’absorbance de chaque puits est mésuré1’aide d’un lecteur de DO a 49tm.

3.1.3 Mise au point d’un anticorps anti-Vtg spécifique deH.

niloticus

Induction des poissons immaturea I’estradiol

Douze individus immatures d¢. niloticusde 800 g environ ont été induits avec une solution
contenant de I’estradiol (2 mg/ml), d@PBS 20mM et de I’huile d’arachide 1%. Chaque poisson

identifié a ’aide d’une puce électronique a regu 7 injections (280 pl/injection) espacées de 48

h. 2 ml de sang ont été prélewgs chaque poisson avant I’induction et 48 h aprés la®7
injection. Le sang a été conservé dans des tubes contenantd2fépakine avant d’étre
centrifugés pendant 3 min. a vitesse maximale. Deux gouttes de PMSF (10 mM) ont été

ajoutées au plasma recueilli et les échantillons ont été conservés a -20°C.
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Purification de la Vtg

Une ¢€lectrophorese sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) a été réalisée avec les 12 plasmas
induits a I’estradiol a 80 V / 100 min. / TA / 0,75 mm d’épaisseur a 7,5 % + SDS 0,1%. Les
bandes correspondant a la Vtg (environ 10 pg/bande) sont découpées, homogénéisées au potter

a piston et conservées a -80°C par aliquote de 100 pg.

Production d’anticorps anti Vtg deH. niloticus

La production d’anticorps anti Vtg deH. niloticusa été réalisée au laboratoire PROVETSUR

de 'UAGRM de Bolivie.

Deux lapingommuns d’élevage ont été immunisés avec des solutions émulsifiées de Vtg (50%

de Vtg a 200 mg / ml dans du NaCl a 9%, adjuvant complet de Freund (Sigma) a 50%). Chaque
lapin a regu une injection toutes les semaines pendant 4 semaines, puis deux injections de
solutions déVtg et d’adjuvant incomplet de Freund toutes les 2 semaines. Le sang a été prélevé

avant l'immunisation et une semaine apres chaque injection. Le sérum a été obtentn apres 6

de coagulation sanguine a°@oet conservé a -20°C.

Test ELISA et sexage des individumatures

La présence d’anticorps anti-Vtg deH. niloticus dans les sérums recueillis sur les lapins
immunisés a été testée par la méthode ELISA sur duisadgvidus males et femelles matures

de H. niloticuset e A. gigasen période de reproduction dans les mémes conditions que les

tests des anticorps anti-Vtg 8egigaset deO. bicirrhosumdécrits précédemment.

3.1.4 Détection de la Vtg par MS/MS et sexage des individus

matures

A partir de préléevements sangs d’individus matures de sexe inconnu dé. niloticus en
période de reproduction, des extractions protéiques et des analyses en nanoLC et MS/MS ont

éteé réalisées pour rechercheprotéine d’intérét (la Vtg) ou ses produits de clivage.
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3.2 Suivi télémérique pour I’étude du comportement

reproducteur

3.2.1 Site expérimentale et poissons utilisés

L’étude du comportement reproducteur s’est réalisée uniguement siir gigasa la station de
I’'IIAP a Pucallpa au Pérou. Prévue pour étre réalisée égalementtsuniloticus en Cote
d’Ivoire, cette étude n’a pas pu se faire en raison des difficultéSadquisition du matériel

expérimental.

Plusieurs reproducteurs de gigasde sexe inconnu au départ (une trentaine environ) ont été
capturés et mis ensemble dans un étang. Pour permettre leur identification permanente, une
puce électronique de 11 mm a été implantée dans la partie médiane du muscle antérieur dorsal

de chaque poissonlaide d’une seringue particuliére.

L’étude du comportement reproducteur envisagé dans le cadre de cette étude nécessite une
connaissance du sexe des individus utilisés. Ainsi, un échantillon de sang a été prélevé dans la
veine caudale de chaque individu et conservé dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml hépariné.
Toutes les procédures de marquage et de prélevement de sang ont duré environ 1,30 min.
L'échantillon de sang a ensuite été centrifugé pendant 3 min & 10 000 g et le plasma surnageant
a été collecté et conservé congelé jusqu'a son utilisation ultérieure pour la détermination du

sexe.

Les Arapaimaont été sexés grace a 1’anticorps anti Vtgl mis au point par 1’équipe de I’IRD
(Chu-Koo et al., 2009 I’issu du sexage, un lot de 20 poissons dont 10 méles et 10 femelles

a été constitué.

Tous les reproducteurs utilisés dans le cadre de cette expérimentation sont matures et mesurent

entre 144 et 188 cm LT pour un poids compris entre 26 et 65 kg.

L’étang d’expérimentation a une superficie de 4500%r(8°24,002 S — 74°38026" W) et la
profondeur est en moyenne de 1 m. Les pentes des berges ne sont pas raides et une végétation
herbacée y est présente: fgpe d’étang correspond a ceux utilisés par les pisciculteurs de la

zone de distributiode I’espéce pour assurer la reproduction en captivité.
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3.2.2 Systeme de suivi desrapaima

Le suivi du comportement reproducteurAlajigasest réalisé suivant le systéme de télémétrie
acoustique Lotek MAP (positionnement UMAP) qui utilise le code CDMA (code acces
multiple par répartition) qui permet la détection simultanée et le décodage de plusieurs
émetteurs co-localisés. Ce systéme combine la détection, la transmission du mouvement et des
parametres de 1’eau (température, pression, etc.) au sein du méme code. Les utilisateurs finaux
sont capables de traiter les données brutes et calculer des trajets continus a partir de positions

en deux dimensions d'animaux marqués sans assistance ou traitement chez Lotek.

3.2.3 Pose des émetteurs ultrasoniques sur les poissons

Des émetteurs (16 x 80 mm, 76 KHz) pesant 35 g (MM-M-16-50 PM, LOTEK Inc.) ont été
fixés a I'extérieur des poissons sous la partie antérieure de la nageoire dogsaée 383

selon la technique décrite par Nufiez-Rodriguez et al. (2015) pour les émetteurs radio de taille
et de poids similaires. En bref, un cable recouvert de plastique en acier inoxydable a été inséré
a l'aide d'une aiguille adaptée prés de la nageoire dorsale apres une anesthésie locale avec 0,5%
de lidocaine (0,5 ml de chaque c6té) et un émetteur a été fixé au cable a I'aide de colliers de
serrage en plastique. Les aiguilles et les cables étaient préalablement stérilisés avec 70%
d'éthanol et une solution antibactérienne (10% de povidone) était appliquée sur les points
d'injection. L'ensemble de la procédure de marquage a duré moins de 2 min. La manipulation
n'a pas modifié le comportement des poissons, car ceux-ci ont retrouvé une nage normale et

étaient calmes immédiatement aprés leur remise dans I'étang expérimental.

3.2.4 Disposition des hydrophones dans I’étang expérimental

Huit hydrophones (WHS 3250D, LOTEK IncFigure 38b) placésa environ tous les 25 m

ont été immergés dans I'étang expérimental a 1 m du rivage. Pour les rendre immobiles, ils sont
fixés sur des poteaux métalliques (de 3 cm de diamétre et de 2 m de long). La profondeur
moyenne de I'étang variait de 0,8 m sur le rivage a 1,20 m dans la zone centrale avec un fond

relativement lisse et boueux. Les antennes des hydrophones ont été placées a environ 50 cm
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au-dessus du fond de 1’étang et a 30-50 cm de la surface de I’eau, en fonction de la profondeur
de I’eau a chaque endroit. Les coordonnées exactes de chaque hydrophone ont été déterminées
a I’aide d’un GPS (Trimble GeoExplorer 6000 XH 3.5G) donnant une précision de position

d’environ 30 cm selon les indications du fabricant.

(b)

Figure 38: A. gigaséquipé d’un émetteur ultrasonique (16 x 80 mm, 76 KHz) de 35 g (MM-
M-16-50 PM, LOTEK Inc.)a) et hydrophone (WHS 3250D, LOTEK Inc.) fixé sur un poteau
métallique et immergé a la périphérie de I'étang expérimg@mtal
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Troisieme partie

Premiere approche de la caractérisation de la
ressource géeneétigud’Heterotis en Cote
d’Ivoire, par comparaison du polymorphisme
haplotypique delI’ADNmt (Cyt b et NADH)
selonl’origine géographique des échantillons
sauvages (capturés dans la nature) ou cultive:

(élevés en pisciculture)






1. Introduction

Heterotis niloticusest une espéea# Ostéoglossiformes native de la province ichtyologique
nilo-soudanienne (figure 15 page 49) excepté les sous-provinces éburnéo-ghanéenne et
abyssinienne (Bard, 1973 ; Lemasson, 1957 ; Lévéque & Paugy, 2006 ; Lévéque et al., 1990 ;
Moreau & Moreau, 1982 ; Reizer, 1964 ; Stiassny et al., 2Q0iftérét économique et les
performances zootechniques de cette espece (Adite et al., 2006 ; Ezekiel & Abowei, 2013 ;
Moreau, 1982 ; Odo et al., 2008t favorisé 1’étendue artificielle de son aire de distribution,

a la suite d’introduction par ’Homme dans le bassin du Congo (Lemasson, 1957), les sous-
provinces éburnéo-ghanéenne et abyssinienne (Lévéque & Paugy, 2006), la haute et a la basse
Guinée (Stiassny et al., 2007). Son élevage en étang de pisciculture a démarré dans les années
1955 a Bangui en Centrafrique (Tillon, 1959) et depuis lors cette espéce est présente dans

plusieurs stations piscicoles de pays africains (Moreau & Moreau, 1982 ; Stiassny et al., 2007).

H. niloticus initialement méconnuesbassins hydrographiquds la Cote d’Ivoire (Gouréne

et al., 1995), a été mis en essai dans la station piscicole de Bouaké a partir de 1957 avec des
alevinsprovenant d’une pisciculture de Yaoundé au Cameroun (Lazard, 1990 ; Reizer, 1964)

et de la localité de Bérégadougou au Burkina Faso (Reizer, 1964). Les alevins obtenus a la
suite des reproductions dans cette station ont servi a enrichir la faune de certains lacs et cours
d’eau. Il s’agit entre autres du lacd’ Ayamé (sur le fleuve Bia) de 1962 a 1965, du lac de Kossou

(sur le fleuve Bandama) de 1971 a 1972 (Bernacsek & Powles, 1992 ; Doudet, 1979 ; Moreau,
1982), du lac de Buyo (sur le fleuve Sassandra) en 1980 (Lazard, 1990) et des barrages
agropastoraux construits sur des affluents secondaires du fleuve Bandama au nord de la Cote
d’Ivoire a partir de 1985 (Da Costa et al., 1998 ; Tito De Morais et al., 2007 }{gane 35).

H. niloticus est actuellemenirésent dans les principaux fleuves de la Cote d’Ivoire et fait

partie des espéces principalement péchées (Da Costa et al., 2000 ; Kouakou et al., 2016 ; Tah
et al., 2009). Sa pisciculitis’est également développée et est pratiquée dans des étangs ou

dans de petits barrages (Kimou et al., 2016).

A T’instar des autres espéces de poissons, I’avenir des pécheries et des fermes piscicole$ide
niloticusdépend en grande partie de la gestion adéquate des ressources génétiques avec la mise

en place d’un suivi génétique pour le maintien d'un niveau approprié de diversité génétique en
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lien avec un effectif efficace suffisant pour garantir la disponibilité de poissons néssssaire

la consommation humaine (Santos et al., 2014).

Cependant, trés peu d’études se sont intéressées a la génétique des populations de H. niloticus
contrairement a 1’espéce sceur A. gigas Au Bénin par exemple od. niloticusest natif, une

étude a été réalisée uniqguement sur des populations sauvages de trois bassins hydrographiques
et s’est plutot appuyée sur des microsatellites comme marqueurs moléculaires (Hurtado et al.,

2013). Les résultats obtenus montrent que les individus de certains BV ont une diversité
allélique et une hétérozygotie €levées (9,25 et 0,60 respectivement) et pour d’autres BV, les

valeurs sont faibles (3,5 et 0,34 respectivement). Les études réaliséds gigersavec les
marqueurs microsatellites révelent également que selon les zones de distribution de 1’espéce,

on observe une diversité allélique et une hétérozygotie élevées (8,54 et 0,72 respectivement)
(Araripe et al., 2013) ou faibles (1.52 et 0,08 respectivement) (Watson et al., 2016).

Alors que le génome mitochondrial He niloticusest complétement séquencé (16 551 paires

de bases, Genbank AP009498) (Lavoué et al., 28ddyne donnée relative a ’utilisation de
marqueurs mitochondriaux pour évaluer la variabilité génétigese encore disponible. La
variabilité génétique de nombreuses populations et sous-populations naturelles et piscicoles de
Cette espece n’est pas connue contrairement @. gigaset d’autres espéces de poisson OU

plusieurs études de variabilité génétique ont été réalisées a la fois sur les populations sauvages
et de pisciculture (An et al., 2010 ; Oliveira et al., 2017 ; Glover et al., 2011 ; Santos et al.,
2014 ; Shen et al., 2009 ; Skaala et al., 2006).

La présente étude est la premiére a aborder la variabilité génétiddiendeticus en Cote

d’Ivoire depuis son introduction en utilisant des marqueurs mitochondriaux. Son objectif est
d’évaluer la variation génétique d¢. niloticusde populations transloquégs ’homme dans

des bassins versants (populations sauvages) ou dans des stations de pisciculture (stocks
d’¢levage) et de comparer les résultats obtenus avec ceuk dggasdisponibles dans la
bibliographie. Il s’agit aussi d’essayer de fournir un état de référence pour un suivi ultérieur de

la ressource génétique que constitue ces deux espéces et en patticulaicusen Afrique

de I’ouest.
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2 Démarche expérimentale

Dans le but de caractériser la ressource géenétitteterotisen Cote d’Ivoire, notre étude
s’est basée sur des marqueurs mitochondriaux du Cytochrome b (Cyt b) et une région incluant

le 16S rRNA, tRNA-Leu, NADH1 et tRNA-lle (segment NADH1). Les échantillons utilisés
proviennent égateent d’autres zones géographiques que la Cote d’Ivoire ou 1’espéce a été

introduite.

Les échantillons de Cote d’Ivoire sont issus de populations sauvages (populations introduites)

et de stocks d’élevage de quatre bassins versants (Sassandra, Bandama, Comoé et Bia).

Des échantillons ont été collectés au sein de populations sauvages, la aussi introduites, et des
stocks d’élevage du bassin du Nyong au Cameroun et de stocks d’¢levage dans trois bassins
versants de la GuinéBous n’avons pas pu obtenir d’échantillons de populations natives (non

introduites).

Les protocoles d’extraction de I’ADN, d’amplification des fragments de génes mitochondriaux
(Cyt b et segment NADHI1), de séquencage et d’analyse des séquences sont mentionnés dans

le chapitre Matériel et Méthodes.

L’échantillonnage au sein de populations sauvages et de stocks d’¢élevage de différentes zones
géographiques a pour but d’essayer de préciser 1’origine géographique des bonytongues de

Cote d’Ivoire et aussi de réaliser les comparaisons suivantes :

- populatims sauvages et stocks d’¢levage des zones d’introduction selon les pays

échantillonnés ;
- populations sauvages selon les bassins versants de Cote d’ivoire ;

- stocksd’élevage selon les piscicultures de Cote d’ivoire ;

populations sauvages et stocks d’¢levage d’'un méme bassin versant de Cote d’Ivoire.

A partir des études antérieures realiséeg\sgigasdont les résultats sont disponibles dans la
bibliographie, il a été possible de comparer cette especdaviéaticusen ce qui concerne la
diversité geénétique ;qu’elle soit haplotypique ou nucléotidique et aussi concernant
I’information portée par les phylogéographies. Les différentes étapes de ce travail sont

schématisées dansHayure 39.
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Figure 39 : Echantillonnage et analyse génétique de populations sauvages (triangle noir) et
stocks d’élevage (rond rouge) dans la zone d’introduction de H. niloticusen Cote d’Ivoire

(ZIC) et dans deux autres pays (ZIP). Les échantillons de Cote d’Ivoire, du Cameroun et de la
Guinée sont issus de différents bassins versants (BV).
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3. Caracterisation de la ressource génetique en

Cote d’Ivoire

3.1 Variation de séguences des genes mitochondriaux de

H. niloticus

3.1.1 Matrice concaténée des margqueurs mitochondriaux

L’analyse des fragments de génes mitochondriaux concaténés du segment NADH]1 (16S rRNA
+ tRNA-Leu +NADHL1 + tRNA-Ille) et du Cyt b dd. niloticusqui représentent chacun 2384
paires de bases (pb) a permis d’identifier quatre haplotypes pour 64 échantillons séquencés sur
les 2 marqueurs avec les fréquences absolues présentées Taniede 15 L haplotype le
plus fréquent HpA est présent en Cote d’Ivoire et en Guinée, ’haplotype HpB est observé
uniguement au Cameroun ou il est le seul dans cette rédidiaplotype HpD et ’haplotype

rare HpC sont observés uniquement en Cote d’Ivoire.

Tableau 15 : Fréguences absolues des quatre haplotypes concaténés des genes mitochondriaux
NADH1 et Cyt bd’échantillons deH. niloticuscollectés dans les populations sauvages (PS) et
stocks d’¢levage (SE) en Cote d’Ivoire, en Guinée et au Cameroun.

Cote d’Ivoire Guinée Cameroun Total
Haplotypes | PS SE Total SE PS SE Total| PS SE Total
HpA 3 10 13 24 0 0 0 3 34 37
HpB 0O O 0 0 7 3 10 7 3 10
HpC 0o 2 2 0 0 0 0 0 2 2
HpD 5 10 15 0 0 0 0 5 10 15
Total 8 22 30 24 7 3 10 15 49 64

L’alignement des séquences des haplotypes des geénes mitochondriaux concaténés présenté en

Annexe 4met en relief une insertion-délétion (indel) et 13 sites polymorphiques dont 2 sites
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pour le segment NADHL1 et 11 sites pour Cyt b. La composition nucléotidique montre une
dominance de A et T (~55%).

Les résultats des indices de diversité présentés darableau 16 montrent que les petits
échantillons du Cameroun et de la Guinée avec un seul haplotype identifié ne présentent pas

de diversité haplotypique ou nucléotidique.

Pour les échantillons de la Cote d’Ivoire, tous les indices de diversité des stocks d’élevage (SE)

sont plus élevés que ceux des populations sauvages (PS), la diversité haplotypique (Hd=0,577)
est moyenne et la diversité nucléotidiques (1=0,0019) est faible. Les mutations sont constituées
uniquement de transitions, qui sont les mutations les plus probables. La moyenne des
différences nucléotidiques entre les haplotypes est K = 4,61 substitsitibos considére
uniguementes échantillons provenant de la Cote d’ivoire et K = 3,52 i ’on considére les
¢chantillons collectés dans les trois pays. Toutefois aucune de ces variations n’est significative

en kison de la petite taille de 1I’échantillonnage de séquences.

Tableau 16 Indice de diversité génétique pour un fragment du gene conchtéieDNmt
de H. niloticus pour les échantillons collectés dans les populations sauvages (PS) et stocks
d’¢levage (SE) en Cote d’Ivoire, en Guinée et au Cameroun.

Céte d’Ivoire Cameroun| Guinée Total
PS SE Total | PSetSE SE

Nombre de séquences 13 17 30 10 24 64
Nombred’haplotypes 2 3 3 1 1 4
Transitions 8 12 12 0 0 12
Transversions 0 0 0 0 0 0
Indel 1 1 1 0 0 1
Sites polymorphiques 9 13 13 0 0 13
Diversité haplotypique (Hd) | 0,538 0,632 0,577 0 0 0,595
Diversité nucléotidique () 0.0020 0,0023 0,0021 0 0 0,0015
Différence nucléotidique (K) 4,61 0 0 3,52
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3.1.2 Gene Cyt b

Le séquengage des produits de PCR du géne mitochondrial Cyt b a permis d’obtenir des
fragments de 1061 pb. L’analyse de ces fragments a permis d’identifier 6 haplotypes pour 106
échantillons séquencés avec les fréquences absolues présentées dahteda 17
L’haplotype Hpl avec le plus grand nombre d’individus (66) est présent en Cote d’Ivoire et en
Guinée. Il est le seul a étre partagé entre deux régions. Les haplotypes Hp3 et Hp4 sont observés
uniquement au Cameroun et les haplotypes Hp2, Hp5 et Hp6 sont observés uniquement en Cote

d’Ivoire. Les haplotype Hp2, Hp3 et Hp6 sont rares (1 a 2 individus).

Tableau 17 Fréquences absolues des siglbtypes d’un fragment du géne mitochondrial
Cyt bd’échantillons de H. niloticuscollectés dans les populations sauvages (PS) et stocks
d’élevage (SE) en Cote d’Ivoire, en Guinée et au Cameroun.

Cote d’Ivoire Guinée Cameroun Total

Haplotypes | PS SE Total SE PS SE Total| PS SE Total
Hpl 8 24 32 34 0 0 0 8 58 66
Hp2 1 0 1 0 0 O 0 1 0 1
Hp3 0O O 0 0 1 0 1 1 0 1
Hp4 0 0 0 0 13 5 18 13 5 18
Hp5 8 10 18 0 0 0 0 8 10 18
Hp6 0 2 2 0 0 0 0 0 2 2
Total 17 36 53 34 14 5 19 31 75 106

L’alignement des séquences des haplotypes du géne Cyt b présenté en Annexe 5met en relief
14 sites polymorphiques avec une indel. La composition nucléotidigue montre une dominance
de AetT (~56%).

Les résultats des indices de diversité présentés daiablieau 18 montrent que les
échantillons de la Guinée avec un seul haplotype identifié ne présentent pas de diversité
haplotypique ou nucléotidiqueekdiversités haplotypiques et nucléotidiques des échantillons

du Cameroun sont faibles (He 0,105 et = = 0,0002). Les SE avec un seul haplotype ne

présentent pas de diversité haplotypique ou nucléotidique.
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Pour ks échantillons de la Cote d’Ivoire, les PS et SE ont le méme nombre d’haplotypes (3)

avec un haplotype spécifique a chacun. Les SE présentent plus de mutations et de sites
polymorphiques que les PS. Cependant, les diversités haplotypiques et nucléotidiques des PS
sont plus élevées que celles desaS&e respectivement Hd=0,588 / n=0,0038 et Hd=0,489 /
71=0,0033. La diversité haplotypique (Hd=0,528) est moyenne et la diversité nucléotidiques
(m=0,003) est faible. La moyenne des différences nucléotidiques entre les haplotypes est K =

3,18 substitutions pour les échantillons provenant de la Cote d’ivoire et K = 2,33 pour les
échantillons provenant des trois pays. La aussi ces différences ne sont pas significatives en

raison de la faiblesse de 1’échantillonnage.

Tableau 18 Indice de diversité génétique pour un fragment du géne Cyt b de I’ADNmt
d’échantillons de H. niloticusissusde populations sauvages (PS) et des stocks d’¢levage (SE)
deCéte d’Ivoire, du Cameroun et de Guinée.

Céte d’Ivoire Cameroun Guinée Total
PS SE Total PS SE Total SE

Nombre de séquences 17 36 53 14 5 19 34 106
Nombred’haplotypes 3 3 4 2 1 2 1 6
Transitions 7 10 11 1 0 1 0 12
Transversions 1 0 1 1 0 1 0 2
Indel 1 1 1 1 0 1 0 1
Sites polymorphiques 9 11 13 3 0 3 0 14
Diversité haplotypique (Hd) | 0,588 0,489 0,528 | 0,143 O 0,105 0 0,559
Diversité nucléotidique () 0,0038 0,0033 0,0035| 0,0004 O 0,0003 0 0,0022
Différence nucléotidique (K) 3,18 0,21 0 2,33

3.1.3 Segment NADH1

Le séquengage des produits de PCR a permis d’obtenir 1323 pb d’un segment de ’ADNmt
contenant un fragment du 16S rRNA (209 pb), la séquence compléete de tRNA-Leu (74 pb), la
séquence compléte de NADH1 (972 pb) et un fragment de tRIN/AS pb). L’analyse de ce

segment de I’ADNmt sur un échantillonnage de 99 individus beaucoup plus restreint que celui
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de Cyt b qui en avait 106, permis d’identifier seulement 2 haplotypes avec les fréquences
absolues présentées dan3ébleau 19 L’haplotype Hpl qui est le plus fréquent est partagé
par les trois pays échantillonnés alors que I’haplotype Hpll est observé uniquement en Cdote

d’Ivoire.

Tableau 19 Fréquences absoluéss haplotypes du segment NADH1 d’échantillons de H.
niloticus collectésdans les populations sauvages (PS) et stocks d’élevage (SE) en Cote
d’Ivoire, en Guinée et au Cameroun.

Cote d’Ivoire Guinée Cameroun Total

Haplotypes | PS SE Total SE PS SE Total| PS SE Total

Hpl 8 24 32 24 13 3 16 21 51 72
Hpll 11 16 27 0 0 0 0 11 16 27
Total 19 40 59 24 0 3 16 32 67 99

L’alignement des séquences des haplotypes du segment NADHI1 présenté en Annexe 6met en
relief 2 sites polymorphiques sans aucune indel. La composition nucléotidique montre une
dominance de A et T (>54%).

Les résultats des indices de diversité présentés dadabieau 20 montrent que les
échantillons de la Guinée et du Cameroun avec un seul haplotype identifié ne présentent pas

de diversité haplotypique ou nucléotidique.

Pour les échantillons de la Cote d’Ivoire, les diversités haplotypique et nucléotidique des SE

sont plus élevées que celles des PS. La diversité haplotypique (Hd=0,505) est moyenne et la
diversié nucléotidiques (1=0,0008) est faible. La moyenne des différences nucléotidiques entre
les haplotypes est K =(l, substitutions pour les échantillons provenant de la Cote d’ivoire et

K = 0,80 pour tous les échantillons
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Tableau 20 : Indice de diversité géenétique du segment NADHIA@Nmt de H. niloticus
pour les échantillons issds populations sauvages (PS) et des stocks d’élevage (SE) de Céte
d’Ivoire, du Cameroun et de Guinée.

Céte d’Ivoire Cameroun| Guinée Total
PS SE Total | PSetSE SE

Nombre de séquences 40 19 59 16 24 99
Nombred’haplotypes 2 2 2 1 1 2
Transitions 2 2 2 0 0 2
Transversions 0 0 0 0 0 0
Indel 0 0 0 0 0 0
Sites polymorphiques 2 2 2 0 0 2
Diversité haplotypique (Hd) 0,492 0,515 0,505 0 0 0,401
Diversité nucléotidique () 0,0007 0,0008 0,0008 0 0 0,0006
Différence nucléotidique (K] 1,01 0 0 0,80

3.2 Phylogéographie des haplotypes

Les genes mitochondriaux concaténés permis d’identifier quatre haplotypes ; ce qui est
inférieur au nombre’haplotypes du Cyt b qui est de six. Cette faible diversité observée au
niveau des genes concatéaéslue au fait qu’a I’issu du séquengage, les séquences de segment

NADHI n’étaient pas disponibles pour les individus ayant les haplotypes Hp2 et Hp3 (gene

Cyt b). Ces deux haplotypes ne font pas partie de la matrice de génes concaténés. Il s’agit donc

d’une fausse baisse de la diversité en raison d’un biais d’échantillonnage. Par ailleurs, un
haplotype de segment NADH1 est associé a un seul haplotype Cyt b pour former la matrice
concaténée (HpA=Hpl+Hpl, HpB=Hpl+Hp4, HpC=Hpll+Hp5 et HpD=Hpll+Hp6EsL
arbres phylogénétiquetes haplotypes de la matrice concaténée et du segment NAD1 (avec 2

haplotypes seulement) ne sont donc pas présentés ici.
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L’arbre phylogénétique des séquences des haplotypes du gene Cyt b construit selon la méthode
du maximum de vraisemblance avec le mod@mura-Neisélectionné selon le critere BIC a

été enraciné sur les haplotypes des esp&cgigyaset O. bicirrhosum(Figure 40). Un clade
fortement soutenu (bootstrap = 67%) se distingue avec les haplotypes Hpl, Hp2, Hp3 et Hp4
identifiés dans les trois pays échantillonnés. L haplotype Hp3 est au nceud 56 et I’haplotype

Hp4 est au nceud 67. L’haplotype Hp6 est observé uniquement en Cotévdire avec une

longueur de branche plus importante et I’haplotype Hp5 également observé uniquement en

Cote d’Ivoire se présente comme un haplotype frére des autres haplotypes.

Hp3
67

Hpl

Hp4

Hps

—
0.00050

Figure 40: Arbre phylogénétique ddssplotypes du géne Cyt b d¢ niloticusobtenu avec 2

espéces d’Ostéoglossiformes comme outgroup. @igaset O. bicirrhosun) construit avec

Mega 7 en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance basée sur le modele Tamura-
Nei (log-likelihood = -1522,84). Les chiffres indiquent la robustesse du bootstrap avec 1 000
réplicas et la longueur des branches est mesurée en nombre de substitutions par site.
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3.3 Origine géographique des bonytongues de Cote

d’Ivoire

Les haplotypes du géne Cyt b des individus échantillormié€smeroun, en Cote d’ivoire et

en GuinéeKigure 413 ont permis de construire uaseau d’haplotypes avec le géne Cyt b

(Figure 41b) qui montre un positionnement de la racine entre mv3 et Hp5 avec a partir de mv3
un clade intégrant les haplotypes du Cameroun Hp3 et Hp4, desquels dérivent respectivement
les haplotypes Hp2 de Cote d’Ivoire et Hpl de Guinée et de Cote d’Ivoire par deux évenements
mutationnels. Un haplotype a été identifié par zone échantillpsméeour 1’haplotype Hp1

paragé entre le Guinée et la Cote d’Ivoire.

Avec les échantillons de Cote d’ivoire, le réseau d’haplotypes du géne Cyt b (Figure 419
montre que les PS et SE du BV Comoé hébergent également des haplotypes différents (Hpl et
Hp2 pour les PS et Hp6 pour les)Sfmi dérivent d’un ancétre commun par 1 a 6 mutations.
Pour les autres BV, les PS et SE hébergent dans certains cas le méme haplotype (Hpl pour BV
Bandama et HpS5 pour BV Sassandra et Bia) et dans d’autres cas des haplotypes différents (Hp1
et Hp5 pour BVBandama et Sassandra, HpS et Hp6 pour BV Bia) qui dérivent d’un ancétre

commun par 3 a 4 mutations.
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Figure 41: Carte de distribution des haplotypes (a) des génes CytH ddoticus
échantillonnés dans des bassins versants (B\Wdade d’Ivoire (BV Sassandra, Bandama,
Comoé et Bia), de Guinée (BV Diani, Makona et Niger) et du Cameroun (BV Nyong) et réseau
d’haplotypes des échantillons des trois pays (b) et des échantillons de Cote d’Ivoire uniquement

selon les populations sauvages (PS) et stdtisvage (SE) de quatres bassins versants (c).

Sur la carte de distribution des haplotypes, les triangles et les ronds désignent respectivement
les haplotypes d’individus collectés au sein de PS et de SE avec 1’haplotype Hpl en rouge,
I’haplotype Hp2 en bleu, I’haplotype Hp3 en jaune, I’haplotype Hp4 en noir, I’haplotype Hp5

en vert et I’haplotype Hp6 en orange. L’existence de deux haplotypes sur un site de collecte est

indiquée par la juxtaposition de deux couleurs.1Stéseau d haplotypes, les vecteurs médians

(mv) représentent les ancétres potentiels. Les fleches indiquent le positionnement de la racine
selon I’arbre ML réalisé précédemment. La longueur des segments reliant les haplotypes tient
compte du nombre de mutations représentées par les tramkeersales. La taille des noeuds

est proportionnelle a la frequence des haplotypes.
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3.4 Comparaison de distribution géographique des
haplotypes entre populations sauvages et stodkélevage

de la Cote d’Ivoire et du Cameroun

A partir des fréquences absolues des haplotypes de la matrice concaténée, du Cyt b et du
segment NADH1Tableau 21), le test exact de FisheFgbleau 22 n’a pas mis en évidence
des différences significatives entre les populations sauvages (BSjtetks d’élevage (SE)

de laCéte d’Ivoire et entre les PS et SE du Cameroun.

Tableau 21 Fréquences absolues des haplotypes de la matrice concaténée, du Cyt b et du
segment NADHI1 d’échantillons deH. niloticuscollectés au sein de populations sauvages (PS)
et de stocks d’¢levage (SE) en Cote d’Ivoire et au Cameroun.

Cote d’Ivoire Cameroun

PS SE PS SE

HpA 7 8 0 0

Matrice concaténé HpB 0 0 7 3
(NADH1 et Cytb)  HpC 0 2 0 0
HpD 3 10 0 0

Hpl 8 24 0 0

Hp2 1 0 0 0

Hp3 0 0 1 0

Cytb Hp4 0 0 13 5
Hp5 8 10 0 0

Hp6 0 2 0 0

Segment NADH Hpl 8 24 13 3
Hpll 11 16 0 0
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Tableau 22 : Test exact de Fisher entre populations sauvages et &ileekige deH. niloticus
de Cote d’Ivoire et du Cameroun.

Matrice concaténée Cytb Segment NADH1
Cote d’Ivoire 0,319 0,164 0,266
Cameroun 1 1 1

L’analyse moléculaire de variance (AMOVA) (Tableau 23 révele tout comme le test exact de
Fisher des différences faibles (Fst<0,05 et participation a la variance <3,31%) non
significatives entre les PS et SEHeniloticusde la Cote d’Ivoire. L’essentiel de la variation
moléculaire est expliqué par la variation entre individus au sein des PS et SE (>96%) quel que
soit le gene considéré.

Pour lestchantillons du Cameroun, les résultats de ’AMOVA de la matrice concaténée et du
segment NADH1 ne montrent aucune différenciation entre PS et SE et entre individus. Avec
le géne Cyt b, les valeurs de Fst et de la participation a la variance entre PS et SE sorg,négative

indiquant ainsi une absence de structure génétique entre PS et SE.
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Tableau 23 : Analyse moléculaire de variance (AMOVA) pour les populations sauvages (PS)
et stocksd’élevage (SE) deH. niloticusde Cot d’Ivoire et du Cameroun. La p-value du Fst
est entre parenthéses.

Matrice Segment
concaténeée Cytb NADH1
Pourcentagele variation
expliquée entre PS et S 3,31 1.6 2,47
Cote d'Tvod Pourcentagele variation
ote dlvolre o hliquée au sein d&S 96,69 98,4 97,53
et SE
Fst 0,033 0,016 (0,213) 0,025 (0,254)
Pourcer]tagele variation 0 977 0
expliquée entre PS et S
c Pourcentagele variation
ameroun expliquée au sein dé%S 0 109,77 0
et SE
Fst 0,000 (1) -0,098 (1) 0,000 (1)

3.5 Comparaison de distribution des haplotypes entre
populations sauvages selon les bassins versants de Cote
d’Ivoire

A partir des fréquences absolues des haplotypes de la matrice concaténée, du Cyt b et du
segment NADH1 Tableau 29, le test exact de FishefFdbleau 25 a mis en évidence une

différence significative au seuil de 5% seulement entre les populations sauvages (PS) des
bassins versants (BV) Sassandra et Comoé pour le segment NADH1.
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Tableau 24 : Fréquences absolues des haplotypes de la matrice concaténée, du Cyt b et du
segment NADHI1 d’échantillons de H. niloticuscollectés au sein de populations sauvages (PS)
de quatre bassins versantsiee d’Ivoire.

Sassandra Bandama Comoé Bia

Matrice concaténé HpA 0 1 2 0
(NADH1 et Cytb)  HpD 3 0 0 4
Hpl 0 6 2 0
Cytb Hp2 0 0 1 0
Hp5 3 2 0 3
Hpl 0 5 3 0
Segment NADH Hpll 5 3 0 5

Tableau 25 : Test exact de Fisher entre les populations sauvagfiesidécuséchantillonnées
dans quatre bassins versants de:@@voire.

Matrice concaténée Cytb Segment NADH1
Sassandra / Bandama 0,25 0,061 0,31
Sassandra / Comoé 0,1 0,1 0,012*
Sassandra / Bia 1 1 1
Bandama / Comoé 1 0,321 0,491
Bandama / Bia 0,333 0,061 0,444
Comoé / Bia 0,067 0,1 0,1

*: P<0,05

L’AMOVA présentée dans Teableau 26révele tout comme le test exact de Fisles forte
différenciation (Fst~0,6) significative pour le segment NADH1 expliquant ~ 52% de la
variation moléculaire entre PS des BV Sassandra et Comoé. On note aussi une forte
différenciation significative (Fst = 1 et participation a la variance = 100%) entre PS des BV
Sassandra et Bandama pour ce méme gene. Entre PS des BV Sassandra et Bia et entre PS des
BV Bandama et Comoé, les résultats montrent une faible différenciation non significative avec
des valeurs de Fst égales ou proches de 0 et une participation a la variance <9,77%. Entre les
autres BV, on observe une fodifférentiation (Fst>0,25) expliquant I’essentiel de la variation
moléculaire entre leurs PS sauf pour les BV Bandama et Bia ou le segment NADH1 montre

que I’essentiel de variation moléculaire est observé au sein des individus (~66%).
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Tableau 26 Analyse moléculaire de variance (AMOVA) pour I’ensemble des individus
échantillonnés dans les populations sauvages (A$)moticusde quatre bassins versants de

Cote d’Ivoire. La p-value du Fst est entre parentkese

Matrice Segment
concaténée Cytb NADH1
Pourceqtagele variation 100 59,32 52.48
expliquée entr®S
Sassandra / it
Pourcentagele variation
Bandama expliquée au sein d&S 0 40,68 41,52
Fst 1(0,233) 0,593 (0,070) 0,524 0,027
Pou_rcer)tagele variation 100 86,96 100
expliquée entr®S
Sassandra / P tae i
Comoé ourcentagele variation 0 13.04 0
expliquée au sein dé€sS
Fst 1(0,099) 0,87 (0,092) 10,0179
Pourcentagele variation
T 0 0 0
expliquée entr®S
Sassandra / L
Bi Pourcentagele variation
ia T : 0 0 0
expliquée au sein désS
Fst 0 (1) 0(2) 0(2)
Pou_rcerjtagele variation 0 1.8 9.77
expliquée entr®S
Bandama / P tagel i
Comoé curcentagede variation 0 98.2 90.23
expliquée au sein désS
Fst 0 (1) 0,018 (0,327) 0,098 (0,472)
Pou_rcer)tagele variation 100 59,32 34,25
expliquée entr®S
Bandama / P tage i
Bia ourcentagele variation 0 40,68 65.75
expliquée au sein déxS
Fst 1(0,196) 0,593 (0,065) 0,342 (0,459)
Pou[rcer]tage variatio 100 86.96 100
expliquée entr®S
Comoé / Bia Pou_rcerjtagele v_arlatlon 0 13.04 0
expliqguée au sein déxS
Fst 1(0,059) 0,87 (0,096) 1 (0,099)
* 1 P<0,05
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3.6 Comparaison de distribution des haplotypes entre

stocksd’élevage selon les piscicultures de Gite d’Ivoire

A partir des fréquences absolues des haplotypes de la matrice concaténée, du Cyt b et du
segment NADH1Tableau 27, le test exact de FisheFgbleau 28 n’a pas mis en évidence
des différaces significatives entre les stocks d’élevage (SE) des bassins versants (BV)
Sassandra / Comoé et Comoé / Bia quels que soient les genes considérés. Entre les BV
Sassandra / Bandama et Bandama / Bia, les différences sont significatives pour tous les genes
considérés. Entre les BV Sassandra / Bia et Bandama / Comoé, les différences significatives se

situent respectivement au niveau du Cyt b et du segment NADHL1.

Tableau 27 : Fréquences absolues des haplotypes de la matrice concaténée, du Cyt b et du
segment NADH1 d’échantillons de H. niloticuscollectés au seites stocks d’¢levage de quatre
bassins versants d@&te d’Ivoire.

Sassandra Bandama Comoé Bia

Matrice concaténé HpA 0 6 0 0
(NADH1 et Cytb) P 0 0 1 1
HpD 7 0 0 1
Hpl 9 15 0 0
Hp6 0 0 1 1
Hpl 10 13 1 0
Segment NADH P
Hpll 8 0 4 4
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Tableau 28 : Test exact de Fisher entre stdtdsvage de H. niloticus échantillonnées dans
guatre bassins versansCote d’Ivoire.

Matrice concaténée Cytb Segment NADH1
Sassandra / Bandama 0,000*** 0,007** 0,009**
Sassandra / Comoé 0,125 0,059 0,317
Sassandra / Bia 0,222 0,042* 0,096
Bandama / Comoeé 0,143 0,063 0,002**
Bandama / Bia 0,036* 0,000*** 0,000***
Comoée / Bia 1 0,4 1

*: P<0,05; **: P<0,01;**:P<0,001

Les résultats de ’AMOVA présentés dans le Tableau 29 montrent que seules les
différentiations entre SE du BV Bandama et les autres BV sont significatives pour au moins
I’un des geénes considérés conformément au test exact de Fisher. L’AMOVA n’a pas mis en

évidence de différence significative entre SE des BV Sassandra et Bia contrairement au test
exact de Fisher. Les valeurs de Fst montrent une forte différenciation (Fst>0,25) pour au moins
I’'un des genes considérés quels que soient les SE des BV comparés. La variation entre
individus au sein des SE du BV Sassandra et des autres BV est essentiellement a la base des
différentiations moléculaires. Quant aux BV Bandama / Comoé et Bandama / Bia, la
différentiation est expliqguée essentiellement par la variation entre SE. Les valeurs négatives du
Fst et de la participation a la variance entre SE des BV Comoé et Bia pour les génes concaténés

et le segment NADH1 indiquent une absence de structure génétique.
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Tableau 29 : Analyse moléculaire de variance (AMOWAur 1’ensemble des individus

échantillonnés dans les stock&levage de H. niloticus de quatre bassins versants de Cote

d’Ivoire. La p-value du Fst est entre parentkese

Matrice Segment
concaténée Cytb NADH1
Pourcentagede variation
expliquée entre SE 51,56 39,03 36,64
Sassandra / .
Bandama Pourcentagele variation 48 44 60 97 63.36
expliquée au sein des Sl ' ' ’
Fst 0,516 0,036% 0,391 0,005*%) 0,366 Q,006**)
Pour_cen,tagede variation 43,37 51,4 11,14
expliquée entre SE
Sassandra / o
Comoé Pourcentagede variation 56.63 486 88.86

expliquée au sein des S

Fst

0,433 (0,092)

0,514 (0,053)

0,111 (0,309)

Sassandra / Bie

Pourcentagede variation
expliquée entre SE

Pourcentagede variation
expliquée au sein des S

8,23

91,77

25,36

74,64

35,14

64,86

Fst 0,082 (0,238) 0,254 (0,109) 0,351 (0,109)
Pourcentagele variation
expliquée entre SE 100 100 86,23
Bandama / P ta0l iati
Comoé ourcentagele variation 0 0 13,77
expliquée au sein des SI
Fst 1(0,141) 1 (0,070) 0,862 (0,000***)
Pouu_rcer’ltagede variation 86.32 90.43 100
expliquée entre SE
Bandama / Bia Pourcentagele variation
expliquée au sein des Sl 13,68 9,57 0
Fst 0,863 0,026% 0,904 Q,000***) 1 (0,000%**)
Pou[rcer,\tagede variation -100 33.33 526
expliquée entre SE
Comoé / Bia iati
Pourcer)tagmle variation 200 66.67 105,26
expliquée au sein des Sl
Fst -1(2) 0,333 (0,424) -0,053 (1)

*:P<0,05; * :P<0,01; ***: P<0,001
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3.7 Lien entre piscicultures et populations sauvageBun

méme bassin versant

A partir des fréquences absolues des haplotypes de la matrice concaténée, du Cyt b et du
segment NADH1Tableau 30), & test exact de FisheFgbleau 31) n’a pas mis en évidence

de différences significatives entre les PS et SE des différents BV pour les genes concaténés et
Cyt b. Pour le segment NADH1, seuls les BV Sassandra et Bandama présentent des différences

significatives.

Tableau 30 : Fréquences absolues des haplotypes de la matrice concaténée, du Cyt b et du
segment NADH1 d’échantillons deH. niloticuscollectés au sein des populations sauvages (PS)
et stocks d’élevage (SE) de quatre bassins versantidge d’Ivoire.

Sassandra Bandama Comoé Bia
PS SE PS SE PS SE PS SE

Matrice concaténé HpA co o0 1 6 2 0 0 O

(NADHI etCytb) PC o 0 0 0 0 1 0 1
Hpl 0o 9 6 15 2 0 0 0

Cytb P 0 0 0 0
HpS 3 7 2 0 0O 0 3 3
Hp6 0 0 o 0 O 1 0 1
Hpl O 10 5 13 3 1 0 o0

S t NADH

egmen Hpll 6 ] i ; : : 0 0

Tableau 31 : Test exact de Fisher entre les populations sauvages eti&tieekge de H.
niloticus d’un méme bassin versant de Cote d’Ivoire.

Matrice concaténée Cytb Segment NADH1
Sassandra 1 0,211 0,024*
Bandama 1 0,111 0,042*
Comoeé 0,333 0,5 0,143
Bia 0,333 1 1

* 1 P<0,05
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L’AMOVA présentée dans le Tableau 32 montre tout comme le test Exact de Fisher des
différenciations fortes (Fst>0,25) significatives pour le segment NADH1 expliquant plus de
60% de variation entre individus au sein des PS et SE des BV Sassandra et Bandama. Seul le
BV Comoé présente une différentiation basée essentiellement sur la variation moléculaire entre
PS et SE. Les valeurs négatives de Fst et de la participation de la variance entre &$ et SE

BV Bia pour le gene Cyt b indiquent une absence de structure génétique.

Tableau 32 : Analyse moléculaire de variance (AMOWAur 1’ensemble des individus
échantillonnés dans les populations sauvages et st@tkeage de H. niloticusdans un méme
bassin versante Cote d’Ivoire. La p-value du Fst est entre parentheses.

Matrice Segment
Concaténée Cytb NADH1
Pourcentage de variation
expliquée entre PS et SE 9.06 32,67 39,5
Sassandra o
Pourcentage de variation 90.94 67.33 60.5

expliquée au sein des PS et
Fst 0,09 0,327 (0,203) 0,395 (0,048%

Pourcentage de variation

expliquée entre PS et SE 0 25,47 37,95
Bandama iati
Pourceqtage de. variation 0 74.53 62.05
expliquée au sein des PS et
Fst 0() 0,255 (0,113) 0,379 0,042%
Pourcentage de variation
expliquée entre PS et SE 100 76,92 68,09
Comoé iati
Pou[rcer]tage variation 0 23.08 31.01
expliqguée au sein des PS et
Fst 1(0,312) 0,769 (0,252) 0,681 (0,129)
Pourcentage de variation
expliquée entre PS et SE 38,48 9,09 0
Bia it
Pou_rcer]tage de_ variation 61.54 109,09 0
expliqguée au sein des PS et
Fst 10,38‘1 -0,09 (2) 0(1)
*: P<0,05
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3.8 Discussion et conclusion

Pour la premiére fois, un&xquise d’analyse de la ressource génétibleterotisa été réalisée
en Cote d’Ivoire a partir del’analyse de séquences de génes mitochondriaux. Cette étude s’est
intéressée aux échantillons de populations sauvages introfitest de stocks d’élevage
(SE) de ce pays mais également des échantillonsmanavé la zone d’introduction de deux

aures pays (Guinée et Cameroun).

Le séquengage des produits de PCR a permis d’identifier pour le fragment de géne Cyt b et le
segment NADH1 (16S rRNA, tRNA-Leu, NADH1, tRNA-lle) ¢ niloticusrespectivement

6 et 2 haplotypes. Les poissons échantillonnés ont une diversité haplotypique moyenne
(0,401<Hd<0,595) et une diversité nucléotidique faible (0,0006<n<0,0022) avec 2 et 14 sites
polymorphiques respectivement pour le segment NADHL1 et le Cyt b. La plupart des PS et SE
avec un seul haplotype identifié ne présentent pas de diversité haplotypique ou nucléotidique.
Cette absence de variation entre les séquences de plusieurs individus a été également observée
pour le géne NADH1 chez des PSS®Hmo trutta caspiu@Rezaei, 2015) et pour le géne Cyt

b chez des PS da. ferreirai (Olivares et al., 2013). Cependant, une étude réalisée par Hrbek
et al. (2005)a permis d’identifier chez A. gigas 25 haplotypes séparés par 27 sites
polymorphiques avec le gene NADH1 comme marqueur tandis quedchathurus tractus

une étude a permisdbserver jusqu’a 61 haplotypes pour le géne Cyt b (Castellanos-Gell et

al., 2012). La faible variation de séquences du Cyt b et du segment NADHHetgstis

étudiés pourrait étre liée a un échantillon trop réduit et peu significatifs des zones
géographiques ou I’espéce est présente (Hurtado et al., 2013). On ne peut pas néanmoins
exclure que le petit nombre de reproducteurs utilisés (en moyenne 4) ait contribué a réduire la
variation génétique des populations introduites dans les piscicultures et les cours d’eau (Shen

et al., 2009).

Le réseau d’haplotype construit par la méthode de « median joining »montre que les
haplotypes du Cameroun sont en position centdalé au plus prés de 1’ancétre commun,

avec ensuitées haplotypes de Cote d’Ivoire dérivés de 1 a 6 mutations de 1’ancétre commun.

En effet, les haplotypes Hpl et Hp2 du Cyt b dérivent respectivement des haplotypets Hp4
Hp3 du Cameroun par 2 évenements mutationnels chacun. Ce lien peut étre expliqué par
I’introduction de H. niloticusen Cote d’Ivoire de 1957 a 1959 a partir d’alevins provenant

d’une pisciculture située dans le BV du Nyong du Cameroun (Lazard, 1990 ; Reizer, 1964),
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elle-méme ayant été alimentée pass géniteurs prélevés sur 1’aire de distribution de
populations natives d’Heterotis(au nord du Cameroun(es résultats confortent 1’histoire de

la dispersiorde I’espéce par I’homme a partir des bassins du nord du Cameroun, avec la mise

en évidence déignées génétiques de poissons présents en Cote d’Ivoire qui pourraient étre
originaires du Cameroun. Il manque cependant la preuve incontestable du partage de méme

haplotype entre le Cameroun et la Cote d’Ivoire.

La faiblesse de 1’échantillonnage ne permet pas de discuter des différenciations de diversité
haplotypique et nucléotidique. En revanche, considérant la distribution géographique des
échantillons, les$leterotisde Cote d’Ivoire partagent plus d’haplotypes avec ceux de Guinée

gue ceux du Cameroubgntrairement a ce que laissait supposer 1’histoire des translocations

de cette espeéce qui aurait sa source d’approvisionnement au Cameroun. De plus, des haplotypes

ont ét¢ identifiés uniquement en Cdte d’Ivoire sans lien direct avec ceux du Cameroun. Il s’agit

des haplotypes HpC et HpD des génes mitochondriaux concaténés et les haplotypes Hp5 et
Hp6 du Cyt b. Cela pourrait suggérer que le trop faible échantillonnage réalisé au Cameroun
n’a pas permis d’observer ces haplotypes dans ce pays ou que les Heterdis de Cote d’Ivoire
sontd’origine géographique multiple. En effet, en 1960, des alevins provenant de la localité de
Bérégadougou (Burkina Faso) sont venus compléter ceux du Cameroun arrivés quelques
années plutbtll est donc possible qu’ils aient une « origine burkinabé »De plus, ces
haplotypes spécifiquet Cote d’Ivoire dans notre échantillonnage ont été identifies dans des
bassins versants (Sandra, Comoé et Bia) dont les cours d’eau principaux prennent leur

source dans les pays limitrophes deCéte d’Ivoire (Guinée, Burkina Faso et Ghana)

appartenant & zone de distribution native de 1’espece.

La comparaison de distribution des haplotypes selon les fréquences (test exact de Fisher) et les
divergences nucléotidiques (statistique Fst et AMOMA) pas mis en évidence des

différences significatives entre les poissons sauvages et de piscicul@ge ddvoire d’une

part et entreeux du Cameroun d’autre part. En considérant les échantillons de Cote d’ivoire

par bassin versant, les valeurs de Fst et le test exact de drisimontré généralement des
différences non significatives entre PS et SAMOVA indique en dehors du BV Comoé,

une variation génétique faible entre PS et SE des autres BV. Ces résultats montrent que
géenetiqguement dans un méme bassin versant, la plupart des SE sont assez proches des PS. Pour
les échantillons étudiés, certaindggons d’élevage pourraient donc provenir des populations

sauvages prélevéedans les cours d’eau environnants et vis-versa. Cela confirme des

informations rapportées par certains pisciculteurs sur la provenance des poissons élevés. Dans
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d’autres cas certaines fermes achétent les alevins a d’autres pisciculteurs tandis que d’autres
produisent leurs propres alevins. Chez plusieurs espéces cdrgigas(Santos et al., 2014)

Brycon amazonicugOliveira et al.,, 2017),Gadus morhua(Glover et al., 2011) et
Acanthopagrus schlegel{iAn et al., 2010), la statistique Fst a mis en évidence une faible
différenciation génétique significative enfreissons d’aquaculture et poissons sauvages. Les
populations sauvages représentent la principale source de variabilité génétique pour les stocks
aquacoles (Alarcon et al., 2004) et de ce fait les efforts de sélection de poissons sauvages pour
I’aquaculture entraine le plus souvent une perte de diversité (An et al., 2010). Ainsi, pour
I’espéce d’Ostéoglossiformesd. niloticus qui est en cours de domestication, a&ifdible
variabilité génétique observée au sein des populatimrsages en Cote d’Ivoire est confirmée

par un échantillonnage plus important, cela serait un handicap pour constituer une variance
génétique additivefin d’améliorer les traits de vie des poissons d’élevage (Alarcon et al.

2004).

La comparaison des haplotypes #8sn’a pas mis en évidence des différences significatives
entre s BV de Cote d’Ivoire excepté pour le segment NADH1 entre PS du BV Sassandra et
les BV Bandama et Comoé. A travers une étude réalisée par Hurtado et al. (20&8)nau B

les valeurs de Fst ont montré une différentiation significative entre PiSrdloticusde trois

bassins versants. Contrairement aux poissons sauvages, la statistique Fst a mis en évidence une
forte différentiation significative entre les SE du BV Bandama et les autre BV. Le test exact de
Fisher montre en plus une différence significative entre les SE des BV Sassandra et Bia pour
le géne Cyt b uniqguement. Chez une espéce deenf@lover et al., 2010) et le poissons
amazonien Brycon amazonicus(Oliveira et al.,, 2017), une différentiation génétique
significative entre stockd’¢levage a été observée. Sur la base des niveaux de différenciation
élevée et significativqui ont été observés entre certains BV de Cote d’Ivoire et la présence
d’haplotypes rares, les PS et SE de H. niloticus de chaque BV concernés pourraient étre
considéré comme des unités de gestion et de conservation difgiémtado et al., 2013).

Ces informations doivent étre prises en compte dans la politique de gedtionitigicusen

Cote d’Ivoire, car la variabilité génétique est nécessaire pour la domestication et I'amélioration

geneétique (Alarcon et al., 2004).

Au regard des résultats obtenus dans cette étude, il existe un besoin de mieux connaitre et
préserver la ressource génétidieterotisen Cote d’Ivoire. Des analyses génétiques étendues,
comprenant un échantillon plus important des BV et des zones de distribution natives, sont

nécessaires pour établir si la faible diversité génétique est une caractéristidjueildécus
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en Cote d’Ivoire et dans d’autres pays de sa zone de distribution (Hurtado et al., 2013).
L'identification d'actions permettant de maintenir des populations variables et génétiquement
viables (Boettcher et al., 2010 ; Santos et al., 20d}ite d’étre considérée. Il est aussi
possible d’envisager de poursuivre cette étude en utilisant les microsatellites pour lesquels des

panels ont été déja définis pddr niloticuscar leur combinaison avetAIDN mitochondrial

offrirait des informations complémentaires sur 1’histoire et la démographie des populations. En
plus, ’emploi de la coalescence a montré I’'importance d’associer I’ADNmt a d’autres

marqueurs moléculaires (Castellanos-Gell, 2012).
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Quatrieme partie

La vitellogenese et sa regulation che4.
niloticus et A. gigas : Identification et
caractérisation structurale des acteurs

moléculaires






1. Introduction

H. niloticus et A. gigassont d’excellents candidats pour la pisciculture en raison de leurs
performances zootechniques etalgs particularités anatomiques (Reizer, 1964 ; Santos et al.,
2014; Schaefer et al., 2012). Cependant, ces deux espEstéoglossiformes ne présentent

pas de dimorphisme sexuel (Chu-Koo et al., 2009 ; Dugué et al., 2008 ; Carreiro et al., 2011 ;

Oladosu et al., 2007) et leur reproduction en captivité demeure un défi majeur.

Leurs fonctions de reproduction (y compris la vitellogenese et sa régulation) sont esntrolé

par I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique comme chez la plupart des vertébrés (Maruska

& Fernald, 2011 ; Takahashi et al., 2016). Ainsiisd’effet de stimuli sensoriels tels que les

facteurs environnementaux (Plant, 2015 ; Yang et al., 2017) et sociaux (K. P. Maruska &
Fernald, 2011), les gonadolibérines (GnRH) produites dans le cerveau stimulent au niveau de
I’hypophyse ’expression et la synthése de neurohormones telles que la prolactine (PRL),
I’hormone lutéinisante (LH) et1’hormone folliculo-stimulante (FSH) (Zohar et al., 2010). La
17B-estradiol (E2), signalée par l'intermédiaite récepteurs cestrogéniques intracellulaires

(ERs), est synthétisée par les cellules folliculaires des ovocytes sous le contréle de la FSH
(Hara et al., 2016 ; Norris & Lopez, 2011L)E2 est la principale hormone stéroidienne sexuelle

qui stimule, chez les femelles, I’ovogenése et la synthése de la vitellogénine (Vtg) par le foie

(Hara et al.,, 2016 ; Nelson & Habibi, 2013). La Vtg est une phospholipoglycoprotéine
précurseur des protéines vitellines qui s’accumulent au cours de la vitellogenése dans les

ovocytes des femelles de presque toutes les especes ovipares, y compris les poissons, les
amphibiens, les reptiles, les oiseaux, la plupart des invertébrés et I'ornithorynque (Wallace et
al., 1990 ; Zhang et al., 2015). Transportée par le sang, la Vtg est incorporée dans les ovocytes
par endocytose médiée grace a des récepteurs (VtgR) intégrés a la membrane des ovocytes
(Dominguez &al., 2014; Le Menn, 1979; Mafanos&al., 2007; Stifani&al., 1990).

Certains acteurs moléculaires (PRL, LH et FSH) ont déja été documentés glyzs(Borella
et al., 2009 ; Faria et al., 2013 ; Marcos & Adalberto, 2015 ; Sevilhano et al., 2017) alors que

chezH. niloticus aucune donnée n’est encore disponible sur la vitellogenese.

On note également que la proximité phylogénétiqui.daloticuset A. gigas soulignée par
de nombreux auteurs (Betancur-R et al., 2017 ; Guo-Qing & Wilson, 1996 ; Hilton, 2001, 2003

: Lavoué, 2016 ; Lavoué & Sullivan, 2004 ; Nelson, 1968, 1969) ne prend pas encore en compte
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les marqueurs moléculaires liés a la reproduction. Elle est actuellement bdsgeisue de
caractéres squelettiques, la dentition, la structure des arcs branchiaux, les os infra orbitaux, les
approches bayésiennes de données morphologiques, de fossiles et de marqueurs moléculaires

mitochondriaux.

Cette étude vise donc a identifier et caractériser lhe#oticusla ou les Vtg et leur récepteur
ovarien, les hormones hypophysaires et leurs récepteurs ainsi que les récepteurs a I’E2, et a

tester unenéthode de sexage d’individus matures a partir de la Vtg dans le mucus letsang.

Chez A. gigas il s’agit de rechercher les données moléculaires non encore décrdes. L
proximité phylogénétique des deux especes est également analysée a partir des molécules ou

leurs séquences identifiées dans cette étude.
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2. Démarche expérimentale

Pour identifier et aractériser les acteurs impliqués dans la vitellogenése et sa régulation chez

les deux espéces d’Ostéoglossiformed;l. niloticuset A. gigas une combinaison’dpproches

a été utilisée : transcriptomique et protéomidtigyre 42).
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Figure 42 Approche mise en ceuvre pour caractériser les acteurs impliqués dans la
vitellogenése et sa régulation chi¢zniloticusetA. gigas Une approche protéomique réalisée
uniquement chel. niloticuspermet de tester la capacité de la Vtg du mucus a diffuser dans

le milieu aqueux et dautre part d'utiliser la Vtg circulante et celle
comme biomarqueur de sexage.
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2.1 Approche transcriptomique

L’objectif de I’approche transcriptomique est d’identifier et caractériser les genes exprimés
dans le foie, ’bvaire et I’hypophyse de femelles matures, qui sont impliqués dans la

vitellogenése et sa régulation.

Apres avoir prélevé les tissus et extrait les ARNiBiude transcriptomique comprend

principalement :

- le séquencage en RNégréalisée par un séquenceur lllumina ;

- l'analyse bioinformatique qui a permid’obtenir des banques de données
transcriptomique (transcrits de genedj foie, de I’ovaire et de I’hypophyse avec des
annotations fonctionnelles ou non ;

- I’analyse in silico des transcrits avec des outils web et le logiciel Peptraq pour identifier

et caractériser les genes cibles dans les tissus échantillonnés.

2.2 Approche protéomique

L’approche protéomique a concerné uniguemeht niloticus pour lequel aucune méthode de

sexage n’est encore disponible. Ainsi, la possibilitéd’utiliser la Vtg du sang et du mucus

comme biomarqueur de sexage a été testée. La Vtg ou ses produits de clivage ont été recherchés
par spectrométrie de masse dans des extraits protéiques de sang et de mucus. Une approche
fonctionnelle visant a vérifier la capacité de la Vtg du mucusffuser dans 1’eau pour

constituer un éventuel signal chimique pour les males a également été testée.
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3. Les acteurs impliqués dans la vitellogenese et

sa régulation chezHeterotis niloticus

L’étude menée sur les acteurs impliqués dans la vitellogenése et sa régulatiohichiaticus
a fait I’objet d’un article en cours de publication intitulé « Identification et caractérisation
structurale des acteurs impliqués dans la Vvitellogenese et sa régulation chez

I’Ostéoglossiformed’intérét aquacole, Heterotis niloticugCuvier, 1829) ».

Ces travauxs’appuient sur |’utilisation d’une approche RNAseq de novo qui a permis la
création de 3 transcriptomesiypophyse, ovaire et foie de femelles en vitellogenése. Ces

transcriptomes ont été analy$ésilico afin d’identifier :

- Des hormones hypophysaires telles que la prolactine (PRbjmondutéinisante (LH)
et Phormone folliculo-stimulantg(FSH) ainsi que leurs récepteurs ovariens (PRLR,
FSHR, LHR) ;

- quatre récepteurs cestrogéniques beta (ERP) issus d’un épissage alternatif et un

récepteur gamm@Ry) au niveau du foie et de I’ovaire ;

- les vitellogénines hépatiques (deux VigB et une Vitg@es d’un épissage alternatif)

et leurs récepteurs ovariens (VLDLR) ;

- untranscrit partiel d’'une Vtg ovarienne.

Une approche protéomique réalisée a partir du muctk dioticusrévele :

- la présence de 1'une des Vtg exclusivement chez les femelles en vitellogenése qui

pourra donc étre utilisée comme biomarqueur de sexage ;

- la non diffusion de la Vtg ou de ses produits de clivage dans le milieu aquatique pour
jouer un rdle dans I’attraction chimique des males pour la formation des couples ayant

été suspectés.
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Identification et caractérisation structurale des acteurs impliqués dans la
vitellogenése et sa régulation chez 1I’Ostéoglossiformes africain d’intérét
aquacole, Heterotis niloticus (Cuvier, 1829)

N’Zi Daniel Koua, Jésus Nuniez-Rodriguez, Julie Orjuela, Céline Zatylny-Gaudin, Marie-
Pierre Dubos, Benoit Bernay, Julien Pontin, Erwan Corre et Jo€l Henry

RESUME

Le bonytongue africairtieterotis niloticus est un excellent candidat pour la pisciculture en
raison de ses particularités biologiques et de ses performances zootechniques. Cependant,
I’absence de dimorphisme sexuel ne favorise pas sa reproduction en captivité et la
compréhension de son comportement reproducteur. De plus, aucune donnée moléculaire liee a
sa reproduction n’est encore disponible. Cette étude porte donc sur I’identification structurale

des différents acteurs moléculaires de lalMigenése exprimés par I’hypophyse, le foie et

I’ovaire cheH. niloticus Une approche transcriptomique basée sur un séquencage en RNAseq
de novode I’hypophysede I’ovaire et du foie de femelle en vitellogenése a permis de créer
trois transcriptomes.’analysen silico de ces transcriptomegermis d’identifier la séquence

des hormones hypophysaires telles que la prolactine (PRbymone lutéinisante (LH) et
I’hormone folliculo-stimulante (FSH) ainsi que leurs récepteurs ovariens (PRLR, FSHR,
LHR). Au niveau du foie et dBovaire, ce sont lesrécepteurs cestrogéniques (ER) beta et

gamma, les vitellogénines hépatiques (VtgB et VtgC) et leurs récepteurs ovariens (VLDLR)
qui ont été identifig. Enfin le transcrit partiel d’une Vtg ovarienne, Vtg faiblement exprimée

par rapport aux Vtg hépatiques, a été identifié sur des critéres structuraux. Par ailleurs, une
approche protéomique réalisée a partir du mucus a révél&sence de I'une des Vtg
exclusivement chez les femelles en vitellogenese. Chez ce poisson téléostéen qui ne présente
pas de dimorphisme sexuel, la Vtg du mucus pourrait étre utilisée comme biomarqueur de
sexage détectable par une technique non invasive, compatible avec la mise en ceuvre de
protocoles expérimentau vivo. Par contrel’hypothése de 1’implication de la Vtg du mucus

ou de ses produits de clivage, lipovitellines, phosvitine, domaines beta et C-terminal, comme
signaux chimiques a destination des males permettant ainsi la formation de couples a pu étre
ecartée puisque nous avons démontré expérimentalement que ces protéines ne diffusaient pas
dans le milieu aquatique a des niveaux détectables et ne pouvaient donc sans doute a ce titre

jouer un role dans I’attraction chimique du méale.

Mots clés : Heterotis niloticus, Reproduction, Vitellogénine, Neurohormones, Hypophyse,
Récepteurs a I’estradiol, Transcriptomes, Protéome.
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1. INTRODUCTION

Chez les poissons téléostéens, comme chez tous les vertébrés, les fonctions de reproduction,
depuis la gamétogeneése jusqu’au comportement sexuel lors de la formation des couples, sont

pour la plupart contrélées par 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (Maruska & Fernald,

2011; Takahashi et al., 20163ous I’effet de stimuli sensoricls tels que les facteurs
environnementaux (Plant, 2015 ; Yang et al., 2017) et sociaux (K. P. Maruska & Fernald,
2011), les gonadolibérines (GnRH) produites par le cerveau stimulent au niveau de
I’hypophyse la synthése de neurohormones telles que la prolactine (PRL), I'hormone
lutéinisante (LH) et I'hormone folliculo-stimulante (FSH) (Zohar et al., 2010). La PRL
participe a la régulation de plusieurs processus physiologiques incluant la croissance, la
reproduction et 1’osmorégulation (Bu et al., 2015 ; Freeman et al., 2000 ; Manzon, 2002 ;
Whittington & Wilson, 2013). La LH et la FSH stimulent la production de stéroides qui jouent

un réle dans la différentiation sexuelle en régulant le développement des gonades des deux
sexes, le cycle reproducteur (gamétogenése, caractéres sexuels secondaires, comportement
sexuel) et la croissance (Devlin & Nagahama, 2002 ; Taranger et al., 2010 ; Zohar et al., 2010)
Ces gonadotropines (GTHs) sont utilisées en aquaculture comme inducteurs pour améliorer la
reproduction de certaines especes de poigddakdi & Ehsan, 2013 ; Mylonas et al., 2010).

Le 17p- estradiol (E2), synthétisé par les cellules folliculaires des ovocytes sous le contrble de
la FSH (Hara et al., 2016 ; Norris & Lopez, 2011), est la principale hormone sexuelle qui
stimule, chez les femelles, I’ovogenése et la synthése de la vitellogénine (Vtg) par le foie (Hara

et al.,, 2016 ; Nelson & Habibi, 2013). Cette hormone est signalée par l'intermédiaire de
récepteurs cestrogéniques intracellulaires (ERs) principalement exprimés dans le foie (Nelson

& Habibi, 2013 ; Unal et al., 2014).

La vitellogénine (Vtg) est une phospholipoglycoprotéine précurseur des protéines vitellines qui
s’accumulent au cours de la vitellogenése dans les ovocytes des femelles chez la majorité des
especes ovipares comme les poissons téléostéens, les amphibiens, les reptiles, les oiseaux, la
plupart des invertébrés et l'ornithorynque (Wallace et al., 1990 ; Zhang et al., 2015). La Vtg est
principalement exprimée dans le foie mais également dans des tissus non hépatiques (Zhong et
al., 2014)u son niveau d’expression est alors beaucoup plus faible (Wang et al., 2005)une

maniére générale, la Vtg de poisson téléostéen comprend une chaine lourde, la lipovitelline
(LvH ou Lvl), un domaine phosvitine riche en sérines phosphorylées (Pv), une chaine légere
de lipovitelline (LvL ou LvII), une composante ’-C et une région codante C-terminale (CT)

(Hara et al., 2016 ; Hiramatsu et al., 2006 ; Zhang et al., 2015). La Vtg joue un rdle essentiel

dans le développement de I’embryon et la survie des larves. Des méthodes basées sur la

159



détection de Vtg plasmatique chez les individus adultes ayant acquis la maturité sexuelle
permettent de sexer des poissons qui ne possedent pas de dimorphisme sexuel.

Par exemple, che&rapaima gigasde I’ordre des Ostéoglossiformes qui ne présente pas de
dimorphisme sexuel (Chu-Koo et al., 2009; Dugué et al., 20@8)isation de la Vtg comme
marqueur de sexage a permis de constituer des couples de reproducteurs et d’optimiser leur
reproduction en captivité (Carreiro et al., 2011 ; Chu-Koo et al., 2009 ; IRD, 2008 ; Nufiez,
2008). Transportée par le sang, la Vtg est incorporée dans les ovocytes par endocytose mediée
grace a des récepteurs (VtgR) intégrés a la membrane des ovocytes (Dominguez et al., 2014 ;
Le Menn, 1979 ; Mafanos et al., 2007 ; Nufiez-Rodriguez et al., 1996 ; Stifani et al., 1990). A
la suite de I’endocytose, les VLDLR sont recyclés (Hara et al., 2016 ; Hiramatsu et al., 2006).
L’espéce sur laquelle porte cette étude, Heterotis niloticusa unintérét économique car elle est
importante pour la péche continentale et I’aquaculture en Afrique. Elle présente une croissance
exceptionnelle (Adite et al., 2006 ; Ezekiel & Abowei, 2013 ; Moreau, 1982 ; Odo et al., 2009)
Plusieurs verrous techniques rendent actuellement difficile la mise en place d’un parcours
zootechnique compatible avec une production de masse. L’absence de dimorphisme sexuel
(Carreiro et al., 2011 ; Oladosu et al., 2007) observée également chez cette espéece
d’Ostéoglossiformes proche phylogénétiguemeni.dgigas(Betancur-R et al., 2017 ; Guo-

Qing & Wilson, 1996 ; Hilton, 2001, 2003 ; Lavoué, 2016 ; Lavoué & Sullivan, 2004 ; Nelson,
1968, 1969) ne favorise pas les reproductions en captivité et la compréhension du
comportement reproducteur. ContrairemenfA.agigas espece chez laquelle on dispose
d’informations sur la Vtg (Chu-Koo et al., 2009; Dugué et al., 2008) et dont on connait la
structure de la PRL (Borella et al., 2009; Marcos & Adalberto, 2015), la structure des sous
unités a (Faria et al., 20133t B (Sevilhano et al., 2017) des LH et FSH, chE&miloticus

aucune donnée moléculaire n’est encore disponible sur la vitellogenése et sa régulation.

L’objectif de cette étude vise donc a caractériser chez H. niloticus par la combinaison de
plusieurs approches « omiques », le ou les Vtg et leur récepteur ovarien, les neurohormones
hypophysaires et leurs récepteurs ainsi que les récepteurs a I’E2. Une méthode de sexage basée

sur la présence de vitellogénine sera en outre testée a partir du mucus et du sang d’individus

matures en utilisant une approche protéomique.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Echantillonnage et préléevements tissulaires
Les tissus étudiés sont I’hypophyse, I’ovaire, le foie, le sang et le mucus de H. niloticusprélevés

sur des poissons d’une ferme piscicole située au centrede la Cote d’Ivoire (5°08,713' W ;
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6°50,929' N) a proximité de la capitale politique Yamoussoukro. Cette espece a été introduite
pour la premiére fois dans ce pays en 1957 a partir de poissons provenant du Cameroun,
(Lazard, 1990). Les prélevements tissulaires ont été réalisés sur des poissons anesthésiés dans
de I’ecau contenant de 1’éthanol a 96° (dilution au 10°) (Bhanu & Philip, 2011). Les
prélévements ont été réalisés sur des individus méales et femelles (sexe connu apres dissection)
en période de reproduction (mois de mai et juin).

Pour le séquencage en RNAseq du foie, de I’ovaire et de I’hypophyse, des pools d’échantillons

prélevés sur trois femelles ont été conservés dans du RNAlater (Sigma) a 4°C. Pour les analyses
protéomiques du sang et du mucus, le miiesttraction est composé de PBS 200 mM, EDTA

0,1 mM, DTT 1mM et PMSF 400mM et les échantillons sont conservés a -80°C en attendant

I’extraction.

2.2. Extractions des ARN totaux

Les ARN totaux de chaque pool de tissus sont extraits séparément. Les organes sont broyés
dans de 1’azote liquide et 50 a 100 mg de poudre de tissus sont mélangés a 1 ml de TRizol

(Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) et D’extraction est réalisée selon les
recommandations du fabriquant. Les concentrations en ARN totaux sont déterminées au moyen
d’un dosage spectrophotométrique (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA). La qualité et I’intégrité des ARN totaux sont vérifiées respectivement a partir du ratio

des absorbances A260/A280 et A260/A230. La concentration des ARN est ajustée a 50 ng/ul
avec de I’eau stérile et 20 ul de cette solution (1pg) sont déposés dans des tubes RNA stable

(Sigma) et séchés au speed vac.

2.3. RNAseq et approchen silico

Séquencage lllumina, assemblage et annotation

Les échartlons d’ARN ont été séquencés par la plateforme Génome Québec
(http://Iwww.genomequebec.com/ressoureeplateformes-technologiques.htlim) ~ sur  un

séquenceur lllumina HiSeq4000 en mode pairé 2 x 100pb.

Les lectures brutes ont été nettoyées et fitetdes traces d’adaptateurs ont été éliminas
l'aide de Trimmomatic v.0.33 (http://www.usadellab.org/cms/index.php?page=trimmomatic).
Les lectures ont été filtrées en utilisant un seuil de qualité de 30 et une taille minimale de 50

paires de bases. SortMeRNA v2.1 a été utilisé pour filtrer les ARN ribosomaux a partir des

161



reads (Kopylova et al., 2012). Enfin, le processus de nettoyage a été vérifié a l'aide de fastQC
v.0.11.5 (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

Les lectures nettoyéeprovenant des différentes librairies ont été par la suite assemblées
conjointement en utilisant I'assembleur de transcriptaiaesvoTrinity v.2.5.1 (Grabherr et

al., 2011). Les abondances relatives ont été estimées a l'aide de kallisto v.0.43.1 (Bray et al.,
2016). Pour obtenir la valeurexpression (FPKM : Fragments Per Kilobase of exon per
Million fragments mapped) pour I’identification des contigs a faible couverture (FPKM <1) et

des isoformes rares (%) exclus ultérieurement de 1’analyse les deux logiciels ont été lancés

via les srcipts du package Trinity. La prédiction peptidigue a été réalisée a l'aide de
Transdecoder v.3.0.0 (Haas et al., 2013). Une recherche de similarité (blastx des transcrits
assemblés et blastp des peptides prédits) a été effectuée contre la base de données uniprot-
swissprot (version 09-2013). La prédictiasgeptides signaux a été réalisée a l'aide de signalP

v4.0 (Petersen et al., 2011). La détection des domaines transmembranaires a été réalisée en
utiisant TMHMM v2.0c (Krogh et al., 2001). Enfin, l'annotation fonctionnelle du
transcriptome a été réalisée a l'aide du pipeline Trinotate v.3.0.1 (http://trinotate.github.io)
décrit par Bryant et al. (2017).

Analysein silico des transcrits

Les analyse silico des transcrits de foie, d’ovaire et d’hypophyse de H. niloticusissus de
I’assemblage sont principalement réalisées avec le logiciel Peptraq développé en interne
(Zatylny-Gaudin et al., 2016Peptraq est un logiciel dédié a I’analyse de fichiers de séquences

aux formats fasta ou txt. Il permet de traduire et de filtrer les transcrits et les précurseurs
protéiques sur la base tlennotation en utilisant des mots clés ou par ’utilisation de critéres
structuraux liés a la présence de subséquences particulieres. Peptraq est aussi capable
d’assigner le peptide signal, de le cliver pour passer de la preproprotéine a la proprotéine, de

réaliser les clivages des convertasede repérer les répétitions de séquences caractéristiques

des neuropeptides.

Les domaines transmembranaires sont predits par TMHMM v2.0
(www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM). Les structures secondaires sont obtenues par alignement
avec des protéines d’espéces dont les domaines sont connus ou en recherchant les domaines
conservés sur le site de NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgir). La

modélisation des structures tertiaires est réalisée sous I-TRASSE
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(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Les sites dglydésylation sont
identifiés sous NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Les
séquences nucléiques et protéiques sont alignées sur Show translation
(https://www.bioinformatics.org/sms/show_trans.html). Les alignements de séquences
protéiques de différentes espéces sont réalisés sous CLC Sequence Viewer 7.6.1
(http://www.clcbio.com). Les identités en acides aminés entre séquences protéiques sont

déterminées par Protein Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

2.4. Approche protéomique ciblée sur la recherche de Vtg
Préparation d’échantillons pour analyse en MS

Les échantillons soumis a I’analyse protéomique ont d'abord été¢ décongelés dans I’eau glacée

et centrifugés pendant plusieurs minutes. Les protéines sont précipitées a raison de 20 ul pour
120 pl d'acétone réfrigérée. Aprés une nuit a -20°C, les échantillons sont centrifugés a 20 000
g pendant 20 minutes. Le culot protéique est resuspendu dans un tampon bicarbonate
d’ammonium (50 mM, pH 7). Les protéines sont digérées pendant une nuit a 37°C en utilisant

0,25 ug de trypsine porcine (Promega, Madison, USA). Les digestats sont dessalés et

concentrés sur un ZipTip pC18 Omix (Agilent) avant analyse.

NanoLC — MS/MS

L'étape de chromatographie est réalisée sur un systéme de nano chromatographie a ultra-haute
pression (NanoElute, Bruker Daltonics). Les peptides sont concentrés sur une précolonne C18
pepmap 100 (5 mm x 300 um) (Thermo Scientific) et séparéS@%&@ une colonne en phase
inverse Reprosil (25 cm x 75 um, 1,6 um, C18) (lonopticks). Les phases mobiles sont
constituées de 0,1% d'acide formique, 99,9% d'eau (v/v) (A) et 0,1% d'acide formique dans
99,9% d'ACN (v/v) (B). Le débit est fixé a 400 nl/min. et le profil de gradient est le suivant :

de 2 a 15% de B en 60im suivi d’une augmentation a 25% de B en 30 min. et & 37% en 10

min., suivi d’une étape de lavage a 95% de B et d’un rééquilibrage a 2% de B.

Les analyses MS sont réalisées sur un spectrométre de masse TIMS-TOF (Bruker Daltonics)
avec une source ionique de type nano electrospray (CaptiveSpray, Bruker Daltonics). Le
systéme est étalonné chaque semaine et la précision de la mesure de masse est supérieure a 1
ppm. Une tension capillaire de 1400 volts est utilisée pour l'ionisation. Les spectres MS sont

acquis en mode positif dans la plage de masse de 100 a 1700 m/z. Dans les expériences décrites
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ici, le spectrométre de masse est utilisé en mode PASEF (Parallel Accumulation-Serial
Fragmentation) (Meier et al., 2015), a I'exclusion des peptides monochargeés. Dix balayages
PASEF MS/MS sont réalisés en 1,25 seconde a partir de la plage de charge 2-5.

Séquencage des peptides et détection des vitellogénines

Le spectre de fragmentation est utilisé pour déterminer la séquence du peptide. La recherche
dans la base de données est effectuée a l'aide du programme Mascot 2.6.1 (Matrix Science)
Deux bases de données localesHieniloticus ont été utilisées : une base de données de
protéines ovariennes (437 476 entrées) et une base de protéines hépatiques (244 234 entrées),
I’une et I’autre construites a partir des transcriptomes correspondants grace au logiciel Peptraq.

Les modifications variables autorisées sont les suivantes : C-carbamidométhyle, K-acétylation,
oxydation et di-oxydation de la méthionine. La «trypsine» a été sélectionnée avec un mode
tolérant incluant deux sites de clivage manquéSlischtova et al., 2015). La précision de

masse a été fixée a 20 ppm et 0,05 Da pour les modes MS et MS/MS respectivement. Les
données de Mascot ont ensuite été transférées vers le logiciel de validation Proline
(http://www.profiproteomics.fr/proline/) pour un filtrage des données selon un seuil de

signification inférieur a 0,05 et I’¢limination de la redondance des protéines.

2.5. Approche fonctionnelle

Une expérimentation visant a vérifier la capacité¢ de la Vtg a diffuser dans 1’eau a partir du
mucus a été réalisée. La Vtg et ses produits de clivage ont été recherchés en MS. Le mucus de
5 femelles et 5 males matures en période de reproduction ont été collectés et centrifugés
pendant 2 min. a 15000 g. Le culot d’impuretés est ¢liminé et deux aliquotes de 500 pl de
mucus pour chaque poisson sont déposés dans des tubes Eppendorf 1.5 ml dans lesquels 1 ml
de H2O ultra pure est ajouté. Une centrifugation de 2 min. a 15000 g permet d’obtenir deux
phases dans les tubes, une phase inférieure contenant le mucus et une phase supérieure
contenant de I’eau. L’ensemble est incubé pendant 2h a 26°C + 1°C dans un bain marie. 800 pl
de surnageant par aliquote sont récupérés soit un total de 1,6 ml par poisson. Les surnageants
sont complétés et acidifiés par ajout de 3,4 ml d’acide acétique (HPLC) a 0,1 % pour obtenir
une solution finale de 5 ml. Cette solution acidifiée a été concentrée sur des micro-colonnes C4
pour I’identification ultérieure des petites protéines et polypeptides et I’éluat a été ensuite

concentré sur des micro-colonnes C18 pour I’identification des peptides. L’¢luat final est
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préservé dans des tubes Eppendorf avec un mélange de 1 ml d’¢éluat et 1 ml d’une solution de

TrisHC1 EDTA pH 7,6 ; PMSF (400 mM), DTT (1 mM) et le tout est conservé a -20°C.

3. RESULTATS
3.1. RNAseq et approchen silico

Un total de 1 003 989 936 lectures bayairées avec des longueurs de reads de 100 paires de
bases ont été généreés. Apres le nettoyage des adaptateurs et des séquences de mauvaise qualite,
667 119 586 lectures pairées de haute qualité ont été utilisées pour générer un premier
assemblage global de 257 484 transcrits (correspondant & 156 636 « genes » Trinity). La
longueur des transcrits varie entre 201 et 24 080 paires de bases, une longueur moyenne de
1008,5 paires de bases et une longueur médiane de 418 paires de bases. 90% des lectures
nettoyées ont étpseudo-alignées avec succes sur le transcriptome complet global, indiquant

un support puissant du transcriptome assemblé par les reads. Les transcrits faiblement exprimés
(FPKM <1) et les isoformes rares (<1%) ont été exclus de I'assemblage initial, ce qui a about

a un assemblage filtré de 62852 transcrits (correspondant a 40 302 « genes » de Trinity), avec
des longueurs comprises entre 201 et 18 966 paires de bases, une longueur moyenne de 1382,9

paires de bases et une longueur médiane de 807 paires de bases.

Vitellogénine (Vtg) hépatique et ovarienne

Trois Vtg hépatiques et une Vtg ovarienne ont été identifiéesttheioticus Deux des Vtg

exprimés dans le foie (HnVtgl et HnVtg2) sont représentées par deux transcrits pour
I’extrémité N-terminale de 3690 (erl, figure 1a) et 3669 (N-terZ2figure 1b) paires de bases

et par un transcrit en position C-terminale de 1518 paires de bases (C-ter, figure 1.c). Les
séquences protéigues déduites montrent que N-terl (1230 acides aminés) et N-ter2 (1223
acides aminés) ont respectivement en fin de séquences 19 et 12 sérines représentées tous par le
méme codon AGC et correspondant au N-ter du domaine phosvigee(la et 1I). Le

transcrit C-ter de 506 acides aminés présente en début de séquence 20 sérines provenant
également du codon AGQidure 1c). L’assemblage de transcrits au niveau du domaine

phosvitine est donc irréalisable par Trinity dés lors que les codons correspondants au site

polysérine sont identiques.
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1M R AV L L A L T L A L A A C;vQ Q bs L T PDVFANGI KA AYMTF K Y E
1 ATGAGAGCAGTCCTTCTTGCACTGACTCTAGCCCTTGCGGCGGGTCAACAGGACAGTTTAACACCTGACTTTGCCAATGGGAAGGCCTACATGTTCAAATATGAA
36A E L L G G L PV E G L G KA GV K IV CZ KV L I S RV S QNT Y L L
106 GCAGAGCTACTGGGAGGTTTGCCAGTGGAAGGTCTGGGCAAGGCTGGAGTGAAGATTGTCTGTAAAGTTCTCATCAGTCGAGTTTCACAGAACACCTATCTGCTC
7. Kk L K E P Q I F E Y S G I R P R DD F K P A A K L T Q A L A A Q L L I
211 AAGCTCAAGGAACCTCAGATCTTTGAGTACAGCGGAATACGGCCCAGAGACGATTTCAAACCTGCTGCAAAACTCACCCAGGCCTTGGCCGCTCAGCTTCTTATT
6P V X F EY I R GV V G KV FAUPA AAV S K TTIILNTILUHIR RS GTITILNTIITL
316 CCAGTCAAGTTTGAATACATCAGGGGTGTGGTGGGCAAGGTGTTTGCCCCTGCCGCAGTCTCCAAAACTATTCTCAACCTCCACAGAGGAATTCTCAACATTCTC
141 H V N I K K T Q N V Y E L Q EA G S Q GV CKTD YA AT S E DT K A E
421 CATGTCAACATCAAAAAGACACAGAATGTTTACGAGTTGCAGGAGGCTGGATCCCAGGGAGTCTGCAAAACTGACTACGCAATCAGTGAGGATACCAAGGCTGAA
176 H I Y VvV T K S K b L G N C Q N R I M A D I G I A Y T ETC V Q C Q M R
526 CACATCTATGTGACCAAGTCCAAGGATCTGGGGAACTGCCAGAACAGGATCATGGCAGACATTGGAATAGCTTACACAGAGACTTGTGTCCAGTGCCAGATGAGA
211 N K N L R G A AT Y S Y VM KU©PTZETS GATULTITI KA ATV Q E V HQ F T
631 AACAAGAATCTGAGAGGAGCTGCGACCTACAGCTACGTCATGAAGCCCACCGAAACAGGTGCTCTTATCACCAAGGCCACAGTCCAGGAGGTTCATCAGTTCACT
26 P F H ELRGASGS OQVETWIROQEMTT FVETOQNUDUPV Q P A HA AUDY V
736 CCTTTCCACGAGCTGAGAGGAGCGGGCCAAGTAGAAACAAGACAAGAGATGACTTTTGTTGAAACCCAGAATGACCCAGTGCAACCTGCACACGCAGACTACGTG
28lA R G S L Q Y EFASEULULOQT©®PULPLMIEKTITU DTII KTOQQTIUETETITULN
841 GCACGTGGATCCCTGCAGTATGAATTTGCATCTGAGCTTCTCCAGACACCGCTGCCTCTGATGAAAATCACTGATATCAAGACACAGATTGAAGAGATCTTGAAT
36 H L V X N NM G E V HE DA AU®P L K F L QL T QUL L REA AZ K YETIMMNG
946 CATCTGGTCAAAAACAACATGGGTGAGGTTCACGAAGATGCTCCGCTAAAATTTCTTCAGCTGACTCAACTCCTGCGTGAGGCCARAATATGAGATCATGAATGGC
3511 w T Q V X S K P V F R R W F L DTV P AV G N QDA AV RF I KE K F
1051 ATTTGGACTCAAGTCAAATCAAAACCAGTATTCAGACGCTGGTTCCTGGATACGGTTCCTGCCGTTGGARATCAAGACGCTGTGAGGTTCATCAAGGAGAAGTTT
386 T A G D I S A A ETAOQAULL VAL HILILEA ANDNMDTV N LAGT L V
1156 ATAGCTGGTGATATCTCTGCAGCAGAAACTGCCCAGGCTCTACTGGTTGCACTGCATCTGCTAGAAGCTAACATGGACACAGTCAACTTAGCTGGCACTCTGGTA
421 F H A K L Q S H P M L R E I A M L G Y G S L V F KL CTZK Q Q N C P A
1261 TTCCACGCCAAACTTCAGTCCCACCCCATGTTACGTGAAATAGCCATGCTTGGTTATGGTTCCTTGGTGTTCAAGTTGTGCACTARACAACAGAACTGCCCGGET
456 E VvV I K P V H D I A A E A I S K A NV E E I A L V L K V L G N A G H P
1366 GAAGTCATAAAACCTGTTCACGATATTGCTGCAGAAGCAATTAGTAAGGCGAATGTGGAAGAGATTGCCCTGGTGCTGAAGGTTCTGGGAAATGCAGGCCACCCG
491 A s I K P I M K V L P G F G s T A S S L T V KV HV DAV M ATLR H I
1471 GCCAGCATCAAGCCGATCATGAAGGTCCTGCCTGGATTTGGGTCTACAGCCTCCTCACTTACAGTGAAAGTCCACGTTGATGCGGTGATGGCTTTGAGACACATT
526 A K R E N H K V Q E V A L Q L FMNIRUDILUHU®PEVRMUVATCV V L F E
1576 GCCAAAAGGGAAAACCACAAAGTCCAGGAAGTTGCCCTGCAGTTGTTCATGAACAGAGATCTCCACCCAGAAGTGCGCATGGTTGCCTGTGTTGTGCTGTTTGAG
561C K p P I G L VAMTIASA ATLIZ QNDNIEIZ KS L QVASFAY S HMZE KA ATLT
1681 TGCAAACCTCCCATCGGTCTGGTAGCTATGATTGCAAGTGCTCTACAGAACGAGAAAAGCCTGCAAGTGGCCAGCTTTGCCTATTCTCATATGAAGGCCTTGACC
596 R S T A P E L A Q VA A A CNV A I K I L S P KL DI RUL S Y R F s K T
1786 AGGAGCACCGCCCCAGAACTTGCCCAAGTTGCAGCTGCTTGCAATGTTGCCATCAAGATCTTGAGCCCCAAGTTAGATCGACTGAGCTATCGCTTCAGCARAACC
6311 H M D F F N Y H L M A G A A A TAH L I NDA AA AS I L P RA L V A K
1891 ATCCACATGGACTTTTTTAACTATCACCTGATGGCTGGCGCTGCAGCTACTGCCCATTTGATCAATGACGCTGCCAGCATTTTGCCAAGAGCGCTTGTGGCCAAA
666 I R A C M L G A A A DV L E F GV R TEG UL Q E AL L K S P A A D P N
1996 ATCCGTGCCTGCATGCTTGGGGCAGCTGCAGATGTGCTGGAGTTTGGTGTGAGAACTGAAGGACTCCAGGAGGCTCTTTTGAAAAGTCCAGCTGCGGATCCTAAT
70LA D R L T R M W R V L N T L KN W K S L P A S Q P V A S A Y L K W F G
2101 GCTGACAGGCTCACCCGGATGTGGCGTGTTCTAAACACTCTGAAAAACTGGAAGTCACTACCAGCAAGCCAACCAGTGGCTTCTGCTTACTTGAAATGGTTTGGC
736 9 E I A F A N I DR D I I E KAV EVF AT G AU A AZOQU?PA ATILTLI KNDNTITILN
2206 CAAGAAATTGCTTTTGCCAACATTGACAGGGACATCATCGAGAAAGCCGTCGAGTTCGCCACAGGAGCTGCTGCACAGCCAGCACTGTTGAAGAACATCCTGAAT
7717M M Q9 § 6 I D I Q I A K P L M T S E V RR I F P T S M G F P I E I S L
2311 ATGATGCAGTCTGGTATTGATATCCAAATTGCCAAACCACTGATGACCTCTGAGGTGCGTCGCATCTTCCCCACGTCTATGGGGTTCCCCATAGAGATCAGCCTC
g6 Y s A AV A A A I V KA KATI L NUPIKUP S DNV FIRTIAOQTILMNDNTDTIQ
2416 TACTCAGCTGCTGTGGCTGCAGCTATAGTTAAAGCTAAAGCAATTCTGAATCCAAAACCTTCCGACAACTTCAGGATTGCTCAGTTGATGAACACCGACATTCAG
41 L D T R V V P S I A V H K Y A V M G V N T AL I Q A A I E A K V K V Q
2521 TTGGACACCCGTGTTGTACCAAGCATAGCTGTACATAAATATGCAGTTATGGGAGTAAACACTGCACTCATTCAGGCTGCAATTGAGGCCAAAGTCAAAGTTCAG
876 K V L P L K F N A R I N I A Q G H Y K I E T V P L H A Q E R I L D L H
2626 AAAGTCCTTCCTCTCAAGTTCAACGCAAGAATAAACATCGCTCAGGGACACTACAAGATCGAGACTGTGCCTCTTCATGCTCAGGAACGCATTCTGGATTTGCAT
991™M B T V A V A R N I E N L S E A K I T P V L P A RUL A S Q Q S K E T F
2731 ATGGAGACCGTTGCCGTGGCAAGAAACATAGAGAATCTTTCTGAAGCTAAAATTACTCCTGTGCTGCCTGCCCGCCTTGCATCCCAGCAGTCTAAGGAAACATTT
946 A S A G S G S K 8 S E R I H E Q E S S 8 H P M Q H AV S A R T DR Q W
2836 GCATCTGCAGGATCCGGGTCAAAGTCGTCAGAAAGAATTCATGAGCAGGAAAGCAGCAGCCATCCAATGCAGCATGCAGTTTCTGCCAGAACTGACAGGCAATGG
981 C v T V A S L. A D QA CAZ KV T S QN ASGU FTIIRNJSU?PIL Y KL I G E H
2941 TGTGTCACGGTGGCAAGCTTAGCAGATCAAGCTTGTGCTAAGGTCACCTCCCAAAATGCTGGCTTCATCAGAAACTCCCCTCTGTACAAACTGATTGGAGAACAT
016 s v I A A V K P V 8 G E AV D K I E I EMUHV G P DA A S K I V KT I
3046 TCAGTCATTGCTGCTGTGAAACCTGTTTCCGGTGAAGCCGTTGACAAGATAGAGATTGAAATGCATGTTGGACCTGACGCAGCATCAAAAATCGTTAAAACCATC
1051 T V K D D N A K E G H A G H S P V V L KL RE I L ETZE K K¥0 H S R N
3151 ACAGTGAAGGACGACAATGCCAAGGAGGGCCATGCAGGACACTCCCCGGTTGTATTAAAACTGCGAGAAATCCTTGAAACTGAAAAAAAACAGCATTCAAGGAAC
086 A T T S S S S S S S S R R S G Q K S s s s s s S S S S S S S S S S N S
3256 GCCACCACCTCCAGTTCAAGCAGTTCTTCTAGCCGTCGCTCAGGCCAGAAGAGCAGTTCCTCAAGTTCTTCTTCCTCCAGCTCCTCATCCAGCTCTAGCAACAGC
1121 s K R S K K N I K K R S 8§ 8§ 8§ S S8 S S S S S S S S S R R R S R T E N V
3361 AGTAAACGTAGCAAGAAGAACATCAAGAAGAGAAGCAGCAGTAGCAGCAGCAGCAGCAGTAGTAGTAGTAGCAGCAGCAGAAGAAGAAGCAGGACCGAAAATGTC
1156 L G G 8§ s s 8§ 8§ S R S S R S Q T S K A A I F Q R F T Q N H I H Q H E T
3466 TTGGGGGGAAGCAGTTCCAGCAGCAGTCGCTCTTCCAGATCCCAAACATCCAAGGCGGCCATCTTTCAGAGGTTCACACAGAATCACATTCATCAGCATGARAACC
1191 T R A A S S Q K T S S s P S S S S S S S N S S S S S S S S S S S S S S
3571 ACTAGAGCTGCCTCTTCGCAAAAGACCTCCTCCAGCCCCAGTAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
1226 S S S S 8

RETE ACONCOACONCANCE

Figure 1a Séquence nucléotidique et séquence protéique delduitextrémité N-terminale

de la Vtgl identifiee dans le foie#l. niloticus(N-terl HnVtgl).Le codon d’initiation est en

gras, le peptide signal est souligné, la lipovitelline 1 (Lvl) est délimitée par deux triangles noirs
etla phosvitine (Pv) qui est partielle est doublement soulignée

166



1M K A AV F A L A L ALV AGc¥Y¥ QNTI L T PDTFA AATZ KT KTVYV Y K Y E
ATGAAAGCAGCTGTTTTTGCACTGGCTCTGGCCCTTGTGGCTGGTCAGCAAAACATCCTAACACCTGACTTTGCTGCTAAGAAGACCTATGTGTACAAGTATGAA
36A Q L H S E L P E E G L A KA G L K I A S KV L I S RAUDIOQNT Y L L
106 GCACAGCTCCATAGTGAACTACCTGAGGAGGGTCTGGCCAAGGCTGGACTGAAGATTGCCAGCAAAGTTCTCATCAGTCGAGCTGACCAGAACACTTATTTACTC
7. Kk L K E P Q I F E Y S G I R P R DD F K P A A K L T Q A L A A Q L L I
211 AAGCTCAAGGAACCTCAGATCTTTGAGTACAGCGGAATACGGCCCAGAGACGATTTCAAACCTGCTGCAAAACTCACCCAGGCCTTGGCCGCTCAGCTTCTTATT
06 Pp V X F EY I R GV V G KV FAUPA AAV S K TTIILNTILHIR RS GTITILNTITL
316 CCAGTCAAGTTTGAATACATCAGGGGTGTGGTGGGCAAGGTGTTTGCCCCTGCCGCAGTCTCCAAAACTATTCTCAACCTCCACAGAGGAATTCTCAACATTCTC
141 H V N I K K T Q N vV Y E L Q E A G S Q GV C K T DY ATI S E DT K A E
421 CATGTCAACATCAAAAAGACACAGAATGTTTACGAGTTGCAGGAGGCTGGATCCCAGGGAGTCTGCAAAACTGACTACGCAATCAGTGAGGATACCAAGGCTGAA
176 H I Y VvV T K S K D L G N C QN R I MADTI G I AY TETTCV Q C QMR
526 CACATCTATGTGACCAAGTCCAAGGATCTGGGGAACTGCCAGAACAGGATCATGGCAGACATTGGAATAGCTTACACAGAGACTTGTGTCCAGTGCCAGATGAGA
211 N K N L R G A A T Y S Y VM K©PTZETS GATULTITI KA ATV QE V HQ F T
631 AACAAGAATCTGAGAGGAGCTGCGACCTACAGCTACGTCATGAAGCCCACCGAAACAGGTGCTCTTATCACCAAGGCCACAGTCCAGGAGGTTCATCAGTTCACT
26 P F H ELRGASGS OQVETW ROQEMT FVETOQNUDPV Q P A HA AUDY V
736 CCTTTCCACGAGCTGAGAGGAGCGGGCCAAGTAGAAACAAGACAAGAGATGACTTTTGTTGAAACCCAGAATGACCCAGTGCAACCTGCACACGCAGACTACGTG
28lA R G S L Q YE FA S EULULOQQTUPUL P LM EKTITU DTII KTOQTIETETITULN
841 GCACGTGGATCCCTGCAGTATGAATTTGCATCTGAGCTTCTCCAGACACCGCTGCCTCTGATGAAAATCACTGATATCAAGACACAGATTGAAGAGATCTTGAAT
36 H L V X N NM G E V HE DA AUP L K F L Q L T Q L L R EAZ K YEIMMN G
946 CATCTGGTCAAAAACAACATGGGTGAGGTTCACGAAGATGCTCCGCTAAAATTTCTTCAGCTGACTCAACTCCTGCGTGAGGCCARATATGAGATCATGAATGGC
3511 w T Q V X S K P V F R R W F L DTV P AV G N QDA AV R F I KE K F
1051 ATTTGGACTCAAGTCAAATCAAAACCAGTATTCAGACGCTGGTTCCTGGATACGGTTCCTGCCGTTGGARAATCAAGACGCTGTGAGGTTCATCAAGGAGAAGTTT
386 T A G D I S A A ETAOQAULILV AL HILILEA ANMSDTV N TLAGT L V
1156 ATAGCTGGTGATATCTCTGCAGCAGAAACTGCCCAGGCTCTACTGGTTGCACTGCATCTGCTAGAAGCTAACATGGACACAGTCAACTTAGCTGGCACTCTGGTA
421 F H A K L Q S H P M L R E I A ML G Y G S L VF KL CTI K Q QN C P A
1261 TTCCACGCCAAACTTCAGTCCCACCCCATGTTACGTGAAATAGCCATGCTTGGTTATGGTTCCTTGGTGTTCAAGTTGTGCACTARACAACAGAACTGCCCGGCT
456 E VvV I K P V H D I A A E A I S K A NV E E I A L V L K V L G N A G H P
1366 GAAGTCATAAAACCTGTTCACGATATTGCTGCAGAAGCAATTAGTAAGGCGAATGTGGAAGAGATTGCCCTGGTGCTGAAGGTTCTGGGARATGCAGGCCACCCG
491 A s I K P I M K V L P G F G s T A S S L T V KV HV DAV M ATL R H I
1471 GCCAGCATCAAGCCGATCATGAAGGTCCTGCCTGGATTTGGGTCTACAGCCTCCTCACTTACAGTGAAAGTCCACGTTGATGCGGTGATGGCTTTGAGACACATT
526 A K R E N H K V Q E V A L Q L FMNIRUDILUHUZPZEVRMVATCV V L F E
1576 GCCAAAAGGGAAAACCACAAAGTCCAGGAAGTTGCCCTGCAGTTGTTCATGAACAGAGATCTCCACCCAGAAGTGCGCATGGTTGCCTGTGTTGTGCTGTTTGAG
561 C K P P I G L VA MIASAILIOQNIEIZ KS L QV AS FAY S HMIE KA ATLT
1681 TGCAAACCTCCCATCGGTCTGGTAGCTATGATTGCAAGTGCTCTACAGAACGAGAAAAGCCTGCAAGTGGCCAGCTTTGCCTATTCTCATATGAAGGCCTTGACC
596 R S T A P E L A Q VA A AC NV A I K I L S P KL DI RUL S Y R F s K T
1786 AGGAGCACCGCCCCAGAACTTGCCCAAGTTGCAGCTGCTTGCAATGTTGCCATCAAGATCTTGAGCCCCAAGTTAGATCGACTGAGCTATCGCTTCAGCARAACC
6311 H M D F F N Y H L M A G A A ATAUH L I NDA AA AS I L P RATL V A K
1891 ATCCACATGGACTTTTTTAACTATCACCTGATGGCTGGCGCTGCAGCTACTGCCCATTTGATCAATGACGCTGCCAGCATTTTGCCAAGAGCGCTTGTGGCCAAA
666 I R A C M L G A A A DV L EF GV RTEG GULOQEA ATILTLI K S P AATUDPN
1996 ATCCGTGCCTGCATGCTTGGGGCAGCTGCAGATGTGCTGGAGTTTGGTGTGAGAACTGAAGGACTCCAGGAGGCTCTTTTGARAAGTCCAGCTGCGGATCCTAAT
70LA D R L T RMWU RV L NTL KDNW®WK S L PAS QP V A S AY L KW F G
2101 GCTGACAGGCTCACCCGGATGTGGCGTGTTCTAAACACTCTGAAAAACTGGAAGTCACTACCAGCAAGCCAACCAGTGGCTTCTGCTTACTTGAAATGGTTTGGC
736 Q E I A F A N I DR D I I E K A V EF AT G AAAOQPATILTLIKNDNTITLN
2206 CAAGAAATTGCTTTTGCCAACATTGACAGGGACATCATCGAGAAAGCCGTCGAGTTCGCCACAGGAGCTGCTGCACAGCCAGCACTGTTGAAGAACATCCTGAAT
7717 Mm 9 § 6 I D I Q I A K P L M T S E V RUR I F P T S M G F P I E I S L
2311 ATGATGCAGTCTGGTATTGATATCCAAATTGCCAAACCACTGATGACCTCTGAGGTGCGTCGCATCTTCCCCACGTCTATGGGGTTCCCCATAGAGATCAGCCTC
806 Y S A A V A A A I V K A KA I L N P K P S DN F R I A Q L M N T D I Q
2416 TACTCAGCTGCTGTGGCTGCAGCTATAGTTAAAGCTAAAGCAATTCTGAATCCAAAACCTTCCGACAACTTCAGGATTGCTCAGTTGATGAACACCGACATTCAG
41 L D T R V V P S I A V H K Y A V M G V N T AL I Q A A I E A K V K V Q
2521 TTGGACACCCGTGTTGTACCAAGCATAGCTGTACATAAATATGCAGTTATGGGAGTAARACACTGCACTCATTCAGGCTGCAATTGAGGCCAAAGTCAAAGTTCAG
876 K VvV L P L K F N A R I N I A Q G H Y K I E T V P L H A Q E R I L D L H
2626 AAAGTCCTTCCTCTCAAGTTCAACGCAAGAATAAACATCGCTCAGGGACACTACAAGATCGAGACTGTGCCTCTTCATGCTCAGGAACGCATTCTGGATTTGCAT
911 M E T V A V A R N I E N L S E A K I T P V L P A R L A S Q Q s K E T F
2731 ATGGAGACCGTTGCCGTGGCAAGAAACATAGAGAATCTTTCTGAAGCTAARAATTACTCCTGTGCTGCCTGCCCGCCTTGCATCCCAGCAGTCTAAGGAAACATTT
946 A S A G S G S K S S E R I H E Q E 8§ S S H P M Q H AV S A RT DR Q W
2836 GCATCTGCAGGATCCGGGTCAAAGTCGTCAGAAAGAATTCATGAGCAGGAAAGCAGCAGCCATCCAATGCAGCATGCAGTTTCTGCCAGAACTGACAGGCAATGG
981 C v T V A S L. A D QA CA AZ KV T S QDN ASGU FTIIRNJSU?PIL Y KL I G E H
2941 TGTGTCACGGTGGCAAGCTTAGCAGATCAAGCTTGTGCTAAGGTCACCTCCCAAAATGCTGGCTTCATCAGAAACTCCCCTCTGTACAAACTGATTGGAGAACAT

016 s v I A A V K P V 8§ G E AV D K I E I EMUHV G P DA A S K I V KT I
3046 TCAGTCATTGCTGCTGTGAAACCTGTTTCCGGTGAAGCCGTTGACAAGATAGAGATTGAAATGCATGTTGGACCTGACGCAGCATCAAAAATCGTTAARAACCATC
1051 T Vv XK D D N A K E G H A G H S P V V L K L RE I L ETTE K KV H S R N
3151 ACAGTGAAGGACGACAATGCCAAGGAGGGCCATGCAGGACACTCCCCGGTTGTATTAAAACTGCGAGAAATCCTTGAAACTGAAAAAAAACAGCATTCAAGGAAC
086 A T T S S S S S S S S R R S G QO K S S S S s S8 S s S S S S S S8 S S N S
3256 GCCACCACCTCCAGTTCAAGCAGTTCTTCTAGCCGTCGCTCAGGCCAGAAGAGCAGTTCCTCAAGTTCTTCTTCCTCCAGCTCCTCATCCAGCTCTAGCAACAGC
1121 s K R S K K N I K K R S S S 8§ S8 S8 S8 S S S S S S S S R R R S R T E N V
3361 AGTAAACGTAGCAAGAAGAACATCAAGAAGAGAAGCAGCAGTAGCAGCAGCAGCAGCAGTAGTAGTAGTAGCAGCAGCAGAAGAAGAAGCAGGACCGAAAATGTC
1156 L G G 8§ s s s 8§ S R S S R S Q T S K A A I F Q R F T Q N H I H Q H E T
3466 TTGGGGGGAAGCAGTTCCAGCAGCAGTCGCTCTTCCAGATCCCAAACATCCAAGGCGGCCATCTTTCAGAGGTTCACACAGAATCACATTCATCAGCATGAAACC
1191 T R A A S S Q K T S S S P S S S S S S S N S S S S S S S S S S S S

3571 ACTAGAGCTGCCTCTTCGCAAAAGACCTCCTCCAGCCCCAGTAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC

-

Figure 1b. Séquence nucléotidique et séquence protéique détduitextrémité N-terminale

de la Vtg2 identifiee dans le foie#l. niloticus(N-ter2 HnVtg2).Le codon d’initiation est en
gras, ¢ peptide signal est souligné, la lipovitelline | (Lvl) est délimitée par deux triangles noirs
et la phosvitine (Pv) qui est partielle est doublement soulignée
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1s s s s s S s 8§ s s S s S S s S8 S S S S G S s A S S F E N I Y KK S R
1 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCGGTAGCAGCGCCTCAAGCTTTGAGAACATTTACAAAAAGTCTCGA
3¢ ¥ L G D T vV R P A A V V I V R A V R G N E R R R G ¥ Q V A A Y M D K A
106 TTCCTTGGAGATACCGTTCGTCCCGCTGCCGTGGTCATCGTTCGAGCCGTGAGAGGAAACGAGAGGAGGCGGGGATACCAGGTTGCTGCCTACATGGACARAGCT
70N A R V Q VvV I I S A L A D S D K W Q L C A D G I Q L S M H K V M A K I
211 AATGCCAGGGTGCAGGTCATCATAAGTGCTCTTGCTGACAGTGACAAATGGCAGCTGTGCGCTGATGGTATCCAGCTCAGCATGCACAAAGTCATGGCCAAAATT
106 R_W G A E C D Y R A V T K A E T G L L G P H P A A O L K M Y W N K T
316 CGTTGGGGAGCAGAATGCCAGGACTACAGAGCAGTTATCAAAGCAGAGACTGGGCTTCTGGGTCCACATCCTGCAGCCCAACTGAAGATGTACTGGAACAAGACC
141 P R A L K R Y A S M I Y E Y V P G V A L L A G F S E G R H R S G E R 0
421 CCTCGTGCCCTGAAGCGCTACGCTAGCATGATTTATGAATACGTCCCAGGTGTTGCACTCTTGGCTGGATTTAGTGAAGGAAGACACAGAAGCGGCGAGAGGCAG
176 I _K L T M A A T S A R T I S I I L R T P W M T L Y K L G Q V I P I A L
526 ATTAAACTCACCATGGCTGCGACTTCTGCCAGGACCATCAGTATCATCCTTAGAACGCCTTGGATGACTTTGTACAAACTGGGCCAGGTTATTCCTATTGCCCTG
211 I G A A A A R A E V E O T F A G R I H Y M F V E A T S A K C K L E N
631 CCCATTGGAGCCGCTGCCGCTCGTGCGGAAGTGGAGCAGACTTTCGCTGGCAGGATTCACTACATGTTTGTTGAGGCCACTTCAGCCAAGTGCARATTGGAGAAC
246 S T VvV T T F N N R|R Y G L Q M P R S C Y Q V V A Q D C T S K L K F M V
736 AGCACTGTGACCACATTCAACAACAGAAGGTATGGTCTTCAAATGCCCAGGTCCTGCTACCAAGTAGTGGCTCAGGACTGCACCTCTAAGCTCAAGTTCATGGTT
28lL R K G D ER S EE S HV I VKTIADTIUDUVDILTA ATEUHSGNTIOQV KV
841 CTGAGGAAGGGGGATGAGAGATCTGAAGAATCCCACGTGATTGTGAAAATTGCCGACATTGATGTGGACCTGACTGCTGAACACGGTAACATCCAGGTGARAGTG
316N G R V V P I T Q H N Y EH P T G T I S I K Q K G A G I s L CA P s H
946 AACGGAAGGGTAGTCCCTATCACCCAGCACAATTATGAACATCCTACAGGTACCATCTCAATCAAACAAAAGGGTGCTGGAATATCACTATGTGCTCCTTCACAT
35166 L H E V Y F N KN I L T I Q VPDWMIZ KGNV C G L C G KA AUDG DV
1051 GGTCTACACGAAGTCTATTTTAACAAGAACATCTTGACGATTCAAGTACCAGACTGGATGAAAGGAAATGTTTGTGGGCTTTGCGGARAAAGCTGATGGTGACGTT
336 R& R E F Q9 G P S G H H I E D A V S F A H S WV L A A E S C H D A K Q C
1156 AGAAGAGAATTTCAAGGGCCCAGTGGACACCACATTGAGGACGCTGTCAGTTTTGCTCATTCCTGGGTTCTTGCTGCTGAAAGCTGCCATGATGCCAAGCAGTGC
421 Q9 vV K Q E L F K L T E P V L L N D Q D M K C Q s T F P V L S C L P Q C
1261 CAAGTGAAGCAAGAGTTGTTTAAGCTGACGGAGCCAGTTCTTCTGAATGACCAGGATATGAAATGCCAATCTACTTTTCCTGTGCTGTCGTGTCTTCCACAATGT
456 S Pp M K T T P V T V G F H C I P I D S N V N S W S s I R K K Q E D I R
1366 TCCCCAATGAAGACAACCCCTGTAACAGTAGGGTTCCACTGTATCCCCATTGATTCTAATGTCAACAGTTGGAGCAGCATCAGGAAGAAGCAAGAAGACATCAGG
491 v. T VvV D A H I M C N C G E E C A *
1471 GTGACCGTTGATGCTCACATCATGTGCAATTGTGGAGAAGAATGTGCTTAA

Figure 1c. Séquence nucléotidique et séquence protéique déthitextrémité C-terminale
(C-ter) de la Vtgl et Vig2 identifiée dans le foieHl. niloticus Le codon stop sont indiqués

en gras, la phosvitine (Pv) qui est partielle est doublement soulignée, la lipovitelline Il (LvlI)
est située dans des encadreés, le donfanaeest délimité par deux ronds noirs et est suivi par

la région codante C-terminale (CT).
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1M R AV L L A L T L A LA AGYQ Q D S L T P D F A NG KA Y M F K Y E
ATGAGAGCAGTCCTTCTTGCACTGACTCTAGCCCTTGCGGCGGGTCAACAGGACAGTTTAACACCTGACTTTGCCAATGGGAAGGCCTACATGTTCAAATATGAA
36A E L L G G L PV E G L G K AGV K IV CI KV LI SRV S QNT Y L L
106 GCAGAGCTACTGGGAGGTTTGCCAGTGGAAGGTCTGGGCAAGGCTGGAGTGAAGATTGTCTGTAAAGTTCTCATCAGTCGAGTTTCACAGAACACCTATCTGCTC
717K L K E P Q I F E Y s G I R P R DD F K P A A KL T QAL AA Q L L I
211 AAGCTCAAGGAACCTCAGATCTTTGAGTACAGCGGAATACGGCCCAGAGACGATTTCAAACCTGCTGCAAAACTCACCCAGGCCTTGGCCGCTCAGCTTCTTATT
06 P V X F E Y I R GV V G KV FAU?PAAV S K TTILNTILUHI RSGTIILNTIIL
316 CCAGTCAAGTTTGAATACATCAGGGGTGTGGTGGGCAAGGTGTTTGCCCCTGCCGCAGTCTCCAAAACTATTCTCAACCTCCACAGAGGAATTCTCAACATTCTC
1418 VvV N I K K T Q N V ¥ E L Q E A G S Q GV C K T DY A I S E D T K A E
421 CATGTCAACATCAAAAAGACACAGAATGTTTACGAGTTGCAGGAGGCTGGATCCCAGGGAGTCTGCAAAACTGACTACGCAATCAGTGAGGATACCAAGGCTGAA
176 H I Y VvV T K §$ K D L G N C QN R I MADTIGTIAY TETTCV QC QMR
526 CACATCTATGTGACCAAGTCCAAGGATCTGGGGAACTGCCAGAACAGGATCATGGCAGACATTGGAATAGCTTACACAGAGACTTGTGTCCAGTGCCAGATGAGA
211N K N L R GA AT Y S Y VM K©PTETS GA ATZLTITI KA ATV QEV HOQTFT
631 AACAAGAATCTGAGAGGAGCTGCGACCTACAGCTACGTCATGAAGCCCACCGAAACAGGTGCTCTTATCACCAAGGCCACAGTCCAGGAGGTTCATCAGTTCACT
246 P F H E L R GA G Q V ET RO QEMTFV ETOQNUD?PV QP AUHA AUDYV
736 CCTTTCCACGAGCTGAGAGGAGCGGGCCAAGTAGAAACAAGACAAGAGATGACTTTTGTTGAAACCCAGAATGACCCAGTGCAACCTGCACACGCAGACTACGTG
28lA R G S L Q YE F A S EL L QTP L P LMIKTITU DTIIKTOQTIETZETILN
841 GCACGTGGATCCCTGCAGTATGAATTTGCATCTGAGCTTCTCCAGACACCGCTGCCTCTGATGAAAATCACTGATATCAAGACACAGATTGAAGAGATCTTGAAT
366 H L V X N NM G E V HEDA AUPULI K FILOQQULTOQQULILIREH AZI K Y ETIMMN G
946 CATCTGGTCAAAAACAACATGGGTGAGGTTCACGAAGATGCTCCGCTAAAATTTCTTCAGCTGACTCAACTCCTGCGTGAGGCCARATATGAGATCATGAATGGC
3511 w T Q Vv X s K P V F R R W F L DTV P AV G N QDA AV RF I KE K F
1051 ATTTGGACTCAAGTCAAATCAAAACCAGTATTCAGACGCTGGTTCCTGGATACGGTTCCTGCCGTTGGAAATCAAGACGCTGTGAGGTTCATCAAGGAGAAGTTT
386 I A G D I s A A ETAQAULIULVALUHILILEA ANMTDTVNTLAGTTLV
1156 ATAGCTGGTGATATCTCTGCAGCAGAAACTGCCCAGGCTCTACTGGTTGCACTGCATCTGCTAGAAGCTAACATGGACACAGTCAACTTAGCTGGCACTCTGGTA
421 F H A K L Q s H P M L RETIAMTLGY G S L V F KILCTI K QOQNC P A
1261 TTCCACGCCAAACTTCAGTCCCACCCCATGTTACGTGAAATAGCCATGCTTGGTTATGGTTCCTTGGTGTTCAAGTTGTGCACTAAACAACAGAACTGCCCGGCT
456 E VvV I K P V H D I A A E A I s K A NV E E I A L V L KV L G N A G H P
1366 GAAGTCATAAAACCTGTTCACGATATTGCTGCAGAAGCAATTAGTAAGGCGAATGTGGAAGAGATTGCCCTGGTGCTGAAGGTTCTGGGAAATGCAGGCCACCCG
491 A s I K P I M K V L P G F s T AS S L TV KV HV DA AUVMATLRHTI
1471 GCCAGCATCAAGCCGATCATGAAGGTCCTGCCTGGATTTGGGTCTACAGCCTCCTCACTTACAGTGAAAGTCCACGTTGATGCGGTGATGGCTTTGAGACACATT
526 A K R E N H K V Q E VAL QUL FMNU RUDTILUHZPEUVRMUVATCV V L F E
1576 GCCAAAAGGGAAAACCACAAAGTCCAGGAAGTTGCCCTGCAGTTGTTCATGAACAGAGATCTCCACCCAGAAGTGCGCATGGTTGCCTGTGTTGTGCTGTTTGAG
5l C K p P I G L VA M I A S AL QNZEI K S L QVASFA AY S HMI KA ATLT
1681 TGCAAACCTCCCATCGGTCTGGTAGCTATGATTGCAAGTGCTCTACAGAACGAGAAAAGCCTGCAAGTGGCCAGCTTTGCCTATTCTCATATGAAGGCCTTGACC
59¢ R s T A P E L A Q V A A A CNVATIKIUL S P KILUD I RILS Y RF S KT
1786 AGGAGCACCGCCCCAGAACTTGCCCAAGTTGCAGCTGCTTGCAATGTTGCCATCAAGATCTTGAGCCCCAAGTTAGATCGACTGAGCTATCGCTTCAGCAAAACC
6311 # M D F F N Y HLMAGA AAATA AU HTLTINUDA AASTILPRA ALV A K
1891 ATCCACATGGACTTTTTTAACTATCACCTGATGGCTGGCGCTGCAGCTACTGCCCATTTGATCAATGACGCTGCCAGCATTTTGCCAAGAGCGCTTGTGGCCAAA
666 I R A C M L G A A A DV L EF GV RTESGULIOQEA AILTLI KS PAA AUDPN
1996 ATCCGTGCCTGCATGCTTGGGGCAGCTGCAGATGTGCTGGAGTTTGGTGTGAGAACTGAAGGACTCCAGGAGGCTCTTTTGAAAAGTCCAGCTGCGGATCCTAAT
701A D R L T RM®W®WU RV L NTILI KNW®WI K S L PAS QP VA S AY L KWTF G
2101 GCTGACAGGCTCACCCGGATGTGGCGTGTTCTAAACACTCTGAAAAACTGGAAGTCACTACCAGCAAGCCAACCAGTGGCTTCTGCTTACTTGAAATGGTTTGGC
736 9 E I A F A NI DU RUDTITIEI KA AV ETFA ATS GH aAARRARzS QP AILTLIKNTITLN
2206 CAAGAAATTGCTTTTGCCAACATTGACAGGGACATCATCGAGAAAGCCGTCGAGTTCGCCACAGGAGCTGCTGCACAGCCAGCACTGTTGAAGAACATCCTGAAT
7717MM M 9 s 6 I DI Q I A K P L M T S E V RRTIFPT S MGV F P I E I S L
2311 ATGATGCAGTCTGGTATTGATATCCAAATTGCCAAACCACTGATGACCTCTGAGGTGCGTCGCATCTTCCCCACGTCTATGGGGTTCCCCATAGAGATCAGCCTC
806 Y S A AV A A A I V KA KA ATIILNU P KPS DNV F RTIW A QILMMNTDTI Q
2416 TACTCAGCTGCTGTGGCTGCAGCTATAGTTAAAGCTAAAGCAATTCTGAATCCAAAACCTTCCGACAACTTCAGGATTGCTCAGTTGATGAACACCGACATTCAG
841 L D T R V V P S I A V H K Y A V M GV N TAULTI QAW ATIZEA AZ KV KV Q
2521 TTGGACACCCGTGTTGTACCAAGCATAGCTGTACATAAATATGCAGTTATGGGAGTAAACACTGCACTCATTCAGGCTGCAATTGAGGCCAAAGTCAAAGTTCAG
876 K Vv L P L K F N A R I N I A Q G H Y K I E TV P L HA Q E R I L D LYO
2626 AAAGTCCTTCCTCTCAAGTTCAACGCAAGAAT. CATCGCTCAGGGACACTACAAGATCGAGACTGTGCCTCTTCATGCTCAGGAACGCATTCTGGATTTGCAA
9111 s ¢ R C S 9 E C R K S F R § |*
2731 ATAAGCTGTCGCTGTAGTCAGGAATGTAGAAARATCTTTCCGAAGCTAA

-

Figure 1d. Séquence nucléotidique et séquence protéique déduite de la Vtg3 identifiée dans le
foie de H. niloticus Le codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gras, le peptide
signal est souligné, la lipovitelline 1 (Lvl) est délimitée par deux triangles noirs et la Lvll est
située dans des encadrés

WrR Vv V P S I AV HZEKZYAVMGVNTA ATZLTIOQA-ATILITEHA AZ KTUVZ KV Q K V L
CGTGTTGTACCAAGCATAGCTGTACATAAATATGCAGTTATGGGAGTAAACACTGCACTCATTCAGGCTGCAATTGAGGCCAAAGTCAAAGTTCAGAAAGTCCTT
36 P L K F N A R I NTI A Q G H Y K I E TV P L HAIQE RTILDILUHMET
106 CCTCTCAAGTTCAACGCAAGAATAAACATCGCTCAGGGACACTACAAGATCGAGACTGTGCCTCTTCATGCTCAGGAACGCATTCTGGATTTGCATATGGAGACC
77v AV AR NI EN L s EA K I TP VL PAURTILASQQ S KETF A S A
211 GTTGCCGTGGCAAGAAACATAGAGAATCTTTCTGAAGCTAAAATTACTCCTGTGCTGCCTGCCCGCCTTGCATCCCAGCAGTCTAAGGAAACATTTGCATCTGCA

106 6 s G S K S s E R I HE Q E S s S HPMOQHA AV S A RTDIROQWC V T
316 GGATCCGGGTCAAAGTCGTCAGAAAGAATTCATGAGCAGGAAAGCAGCAGCCATCCAATGCAGCATGCAGTTTCTGCCAGAACTGACAGGCAATGGTGTGTCACG
141V A s L. A D QACA AI KUV TS QN ASGT FTIIRNSUPILYIKUILTIGEWUHS VI
421 GTGGCAAGCTTAGCAGATCAAGCTTGTGCTAAGGTCACCTCCCAAAATGCTGGCTTCATCAGAAACTCCCCTCTGTACARACTGATTGGAGAACATTCAGTCATT
176 A AV XK P VS G E AV D K I E I EMUHV G P DA AS K I V KTI T V K
526 GCTGCTGTGAAACCTGTTTCCGGTGAAGCCGTTGACAAGATAGAGATTGAAATGCATGTTGGACCTGACGCAGCATCAAAAATCGTTAARACCATCACAGTGAAG
21D D N A K E G HAGUH S PV VL KTZLT RETTLTETTETZ KIKYQ H S RNAT T
631 GACGACAATGCCAAGGAGGGCCATGCAGGACACTCCCCGGTTGTATTAAAACTGCGAGAAATCCTTGAAACTGAAAAAAAACAGCATTCAAGGAACGCCACCACC
246 S S S S S S S S R R S G Q K S s S S S S S S S S S S S S S S N S S K R
736 TCCAGTTCAAGCAGTTCTTCTAGCCGTCGCTCAGGCCAGAAGAGCAGTTCCTCAAGTTCTTCTTCCTCCAGCTCCTCATCCAGCTCTAGCAACAGCAGTAAACGT
281 s K K N I K K R S S s S S s S S S D E G P D D H P I K K T K

841 AGCAAGAAGAACATCAAGAAGAGAAGCAGCAGTAGCAGCAGCAGCAGCTCAGATGAGGGTCCTGATGACCACCCTATAAAGAAGACAARAA

-

Figure 1le.Séquence nucléotidique et séquence protéique déduite de la Vtg ovarienne g
deH. niloticus(HnVtg4). La lipovitelline | (Lvl) est délimitée par deux triangles noirs et la
phosvitine (Pv) est doublement soulignée
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HnVtgl (N-terl)
Peptide signal (15 aa)

HnVtg2 (N-ter2)
Peptide signal (15 aa)

C-ter

32a

HnVtg3

Peptide signal (15 aa)

16 aa

HnVtg4

Figure 2. Constructions linéaires des différents domaines des Mt diéoticusdont le
nombre d’acides aminés (aa) est indiqué.
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L’une des Vtg hépatiques (HnVtg3) a une séquence compléte de 2775 paires de bases codant

pour une protéine de 925 acides amitfigsife 1d). Quant a la Vtg de I’ovaire (HnVtg4), elle
provient d’un transcrit partiel de 930 paires de bases codant pour 310 acides aminés (figure
le). La structure secondaire des VtgHieiloticus(figure 2) montre que les Vtg hépatiques

ont un peptide signal de 15 acides aminés suivi pour HnVtg3 des domaines lipovitellines
uniquement (Lvl et Lvll) et pournVtgl et HnVtg2des domaines Lvl, Pv, LvIl, B’-C et CT.

La Vtg incompléte de I’ovaire comprend les domaines Lvl et Pv.

Les alignements réalisés montrent que la divergence entre N-terl et N-ter2 se situe en début de
séquence avec un domaine Pv plus complet chez la Hnfitigie(3a). Les domaines Mé#

Lys®® de HnVtgl et HnVtg3 (correspondant au peptide signal et a la Lvl de HnVtg3) sont
identiques. Le domaine At Sef®’ de la Vtg ovarienne incompléte (HnVtg4) est identique

au domaine Argf* a Set'“°de N-terl et Ner2 des Vtg hépatiques ; la divergence se situe en

fin de séquence dans le domaine fyu¢e 3b).

Hivig1 (N-tert) tIA.ﬁL LALBEAGQO LTPDFA.KIi.KYEﬁIL.LP EGLEKAGNK INBx VL | SRMEBQNTYLLKLKEPQIFEYSGIRPRDDFK 90
Hrvtg2 (N-ter2) MEABRMEA LIS AL MAGQONEL TPDF ARKK KYEAGL LPEEGLAKAGHK |IASKVL | SRADQNTYLLKLKEPQIFEYSGIRPRDDFK 90
Hrvtg1 (N-ter1) PAAKLTQALAAQLL |PVKFEY IRGVVGKVFAPAAVSKT ILNLHRGILNILHVN IKKTQNVYE LOEAGSQGVCKTDYA I SEDTKAEHIYVT 180
HnVtg2 (N-terz) PAAKLTQALAAQLL |PVKFEY IRGVVGKVFAPAAVSKT ILNLHRGILNILHVN IKKTQNVYE LOEAGSQGVCKTDYA I SEDTKAEH I YVT 180

Hnwtg1 (N-terl) KSKDLGNCONR IMAD IGIAYTETCVOQCOMRNKNLRGAATYSYVMKPTETGAL I TKATVOQEVHOFTPFHELRGAGOVETRQEMTFVETAND 270
Hnwtg2 (N-terz) KSKDLGNCONR IMAD IGIAYTETCVOQCOMRNKNLRGAATYSYVMKPTETGAL | TKATVOQEVHOFTPFHELRGAGOVETRQEMTFVETAND 270

Hnwtg1 (N-ter1) PVOPAHADYVARGSLOYEFASELLOQTPLPLMK ITDIKTQIEEILNHLVKNNMGEVHEDAPLKFLOLTOLLREAKYE IMNG IWTOVKSKPVY 360
Hnwtg2 (N-ter2) PVOPAHADYVARGSLOYEFASELLOQTPLPLMK ITDIKTQIEEILNHLVKNNMGEVHEDAPLKFLOLTOLLREAKYE IMNG IWTOQVKSKPVY 360

Hnwtg1 (N-tar1) FRRWFLDTVPAVGNODAVRF IKEKF | AGD ISAAETAQALLVALHLLEANMDTVNLAGTLVFHAKLOQSHPMLRE | AMLGYGSLVFKLCTKQ 450
Hnwtg2 (N-ter2) FRRWFLDTVPAVGNODAVRFIKEKF |AGD ISAAETAQALLVALHLLEANMDTVNLAGTLVFHAKLOQSHPMLRE | AMLGYGSLVFKLCTKQ 450

Hnvig1 (N-tert) ONCPAEVIKPVHD IAAEAISKANVEE | ALVLKVLGNAGHPAS IKP IMKVLPGFGSTASSLTVKVHVDAVMALRH | AKRENHKVOQEVALQL 540
Hnwtg2 (N-ter2) ONCPAEVIKPVHD IAAEAISKANVEE | ALVLKVLGNAGHPAS IKP IMKVLPGFGSTASSLTVKVHVDAVMALRH | AKRENHKVOQEVALQL 540

Hnwtg1 (N-terl) FMNRDLHPEVRMVACVVLFECKPP IGLVAMIASALQNEKSLOVASFAYSHMKALTRSTAPELAQVAAACNVAIKILSPKLDRLSYRFSKT 630
Hnvtg2 (N-ter2) FMNRDLHPEVRMVACVVLFECKPP IGLVAMIASALONEKSLOVASFAYSHMKALTRSTAPELAGVAAACNVAIKILSPKLDRLSYRFSKT 630

Hrvtg1 (N-ter1) THMDFFNYHLMAGAAATAHL INDAAS ILPRALVAK IRACMLGAAADVLEFGVRTEGLOEALLKSPAADPNADRLTRMWRVLNTLKNWKSL 720
Hnvtg2 (N-ter2) THMDFFNYHLMAGAAATAHL INDAAS ILPRALVAKIRACMLGAAADVLEFGVRTEGLOEALLKSPAADPNADRLTRMWRVLNTLENWKSL 720

Hnwtg1 (N-tert) PASOPVASAYLKWFGQE | AFANIDRD | IEKAVEFATGAAAQPALLEN I LNMMOSGIDIQIAKPLMTSEVRRIFPTSMGFPIEISLYSAAV 810
Hnwtg2 (N-ter2) PASOPVASAYLKWFGQE |AFANIDRD | IEKAVEFATGAAAQPALLKEN I LNMMOSGIDIQIAKPLMTSEVRRIFPTSMGFPIEISLYSAAV 810

HnMig1 (N-tert) AAAIVKAKAILNPKPSDNFRIAQLMNTD IQLDTRVVPS | AVHKYAVMGYNTAL IQAAIEAKVEKVOKVLPLKFNARIN | AQGHYK I ETVPL 900
Hnwig2 (N-ter2) AAA|VKAKAILNPKPSDNFRIAQLMNTD IQLDTRVVPS | AVHKYAVMGYNTAL IQAATEAKVKVQKVLPLKFNARIN | AQGHYK I ETVPL 900

Hnwtg1 (M-terl) HAQER | LDLHMETVAVARN IENLSEAKITPVLPARLASQOQSKETFASAGSGSKSSER IHEQESSSHPMOQHAVSARTDROWCVTVASLADG 990
Hnwtg2 (N-ter2) HAQER | LDLHMETVAVARN IENLSEAKITPVLPARLASQQSKETFASAGSGSKSSER IHEQESSSHPMQHAVSARTDROWCVTVASLADG 990

Hnwtg1 (N-teri) ACAKVTSONAGF IRNSPLYKL IGEHSV IAAVKPVSGEAVDK IEIEMHVGPDAASK | VKT I TVKDDNAKEGHAGHSPVVLKLRE I LETEKK 1080
Hnvig2 (N-terz) ACAKVTSONAGF IRNSPLYKL IGEHSV I AAVKPVSGEAVDK IEI EMHVGPDAASK I VKT I TVKDONAKEGHAGHSPVVLKLRE I LETEKK 1080

Hnwtg1 (N-ter1) OHSRANATTS5555555RR5GOK55555556555555555N55KR5KKN I KKR555555555555555ARARSATENVLGGS55555RA55R5Q 1170
Hnwtg2 (N-terZ) OHSRNATTS5555555RR5GOKS555555555555555N55KR5KKNIKKR555555555555555ARRSATENVLGGS55555RA55R50 1170

Hnwtg1 (N-ter1) TSKAAIFORFTONH IHOHETTRAASSOKTS55P5555555N555555555555, 1230
Hnwtg2 (N-terz) TSKAAI|IFORFTONH IHOHETTRAASSOKTS55P5555555N5555555558555) 1223

Figure 3a Alignements des séquences proteiques dédidtBsxtrémité N-terminale(N-ter)
des Vtg hépatiques d¢. niloticus (HnVtgl et HnVtg2)avec les domaines peu conservés en
gris.
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HnVvig4 RVVPS IAVHKYAVMGVNTAL IQAAIEAKVKVOQKVLPLKFNARIN I AQGHYK IETVPLHAQER ILDLHMETVAVARNIENLS 81
Hn\ig1 (N-ter1) RVVPS | AVHKYAVMGVNTAL IQAAIEAKVKVQKVLPLKFNARIN I AQGHYK IETVPLHAQER I LDLHMETVAVARNIENLS 924

HnVig4d EAKITPVLPARLASQQSKETFASAGSGSKSSERIHEQESSSHPMOQHAVSARTDRAQWCVTVASLADQACAKVTSQNAGF IARNSPL 165
Hn\ig1 (N-terl) EAKITPVLPARLASQQSKETFASAGSGSKSSERIHEQESSSHPMQHAVSARTDRQWCVTVASLADQACAKVTSQANAGF IRNSPL 1008

HnVig4 YKL IGEHSVIAAVKPVSGEAVDKIEIEMHVGPDAASKIVKTITVKDDNAKEGHAGHSPVVLKLRE I LETEKKQHSRNATTSSSS 249
Hnig1 (N-ter1) YKL IGEHSV I AAVKPVSGEAVDKIEIEMHVGPDAASK I VKT I TVKDDNAKEGHAGHSPVVLKLRE ILETEKKQHSRNATTSSSS 1092

Hnvigd SSSSRRSGOKSSSSSSS5SSSSSSSSSNSSKRSKKN IKKRSSSSSS5S5S T 310
Hnitg1 (N-terl) SSSSRRSGOKSSSSSSSSSSSSSSSSNSSKRSKKN IKKRSSSSS5SSS T 1176

Figure 3b. Alignements des séquences protéiques déduitBsxdrémité N-terminale(N-ter)
de la Vtg hépatique (HnVtgl) et de la Vtg ovarienne partielle (HnVtg4).deloticusavec
les domaines peu conserves en gris.

Lorsqu’on aligne successivement la Vtg decleropages formosuse 1745 acides aminés
(AWG47880) avec le N-terTigure 3c) puis avec le C-teffigure 3d) deH. niloticus iln’y a
qu’une sérine orpheline (figure 3€). L’analyse de I’homologie entre la VtgC deH. niloticus
(HnVtg3) et les VtgGi’autres especes de poissons téléostéens (figure 3f) montre une identité
en acides aminés de 34,08% avec mykiss(BBA57869) et de 31,41% avé. niloticus
(XP_005459969).

Hn\ig1 (N-ter1) MRAVELALTLALAAGQQDSL TPDFANGK YEAELEGGLPMEGLEBRAGVK | KVL ISRV THLLKLKEPQUF GIRPRDDFK 90
Sfvig (N-ter) MEAVMLALTLALMAGQONNL TPDFATGK YEALLAQGGLPKEGLARAGVK | KVLIS@V THLLKLKEPQUEF GMWPRDEFS 90
Hn\ig1 (N-ter1) PAAKLTQALAAQ IPVKFEY VVGKMFAPARVSKT | LNEHRGILN I LHMN IKKTQNVYELQEAGSQGVCKTD | SEDTKAEH | MVl 180
Sfvig (N-ter) PAAKLTQALAAQ IPVKFEY! VVGKEF AP SETILNHRGILN I L@EN IKKTQNVYELQEAGSQGVCKTD | SEDTKAE] 180

HnWig! (N-ter) KSKDLGNCQNRIMAD 1 GJAYTETCVQC KNLRGAATYSYVMKP TETGAL | VOENMHQFTPFHELRAG ROEMTFVEFQND 270
Sfig (N-ter) KSKDLGNCCQKRMMAD IGMAYTETCVQC KNLRGAATYSYVMKP TRSGAL | VOQELHQFTPFHELTG ROLMTFVEAQND 270
Hnvig1 (N-ter1) PVOPEBADYMARGSLQYEFASELLQTPEEL T QIEEILNHLVKNNMGEVHEDAPLKFIELFQL LREAK YEING | wWiQVKSK PN 360
SMg (N-ter) PVQPMEADYLARGSLQYEFASELLQTPIGLIKMT QIEEILNHLVKNNAGEVHEDAPLKFMELMQL LRMAKYET INK | o\m kPOl 360
HnMig1 (N-terl) FRRWFLDTVPA AMRF | KEKFIA ETAQALLNALHLEEANMDTVNL AKHQSHPMLRE | AMLGYGSLVFK 450
Sfig (N-ter) FRRWFLDTVPA ALRF | KEKFLA ETAQALLAALHLMEANLEDTVNL AKTQSHPILRE | AMLGYGSLVFK 450
Hnvig1 (N-ter1) BNCPAEV IKP HD AAEAISKANVEE | ALNMEKVLGNAGHPAS IKP IMKMLPGFGST LFvKVHVD AVEALRH | AKRE ALOL 540
Sfvig (N-ter) RNCPADV I KP AAEAISKANVIAE | ALAMKVLGNAGHPAS IKP IMKLLPGFGST LBVKVAVDAVMALRH | AKRE ALQL 540
Hnwig1 (N-ter1) RDLHPE ACVVLF KPEIGL | ABALONEKSLQVASFBYSHMKALTRSTAPELAQVAAACNVA I KILSPK DRLSYRFSK 630
Sfig (N-ter) RDLHPE ACVVLFKTKPEIGL | ABALOKEKSLQVASFTYSHMKALTRSTAPDLAQVAAACNVA I KILSPKEDRLSYRFSKA 630
HnWig1 (N-ter1) IDFF.LMAGAAITA.INDAAIILPH:IVAKIHQI GAAADmE GVRTE QEALIK.AﬁD.ADH.H:IF{ILNILINWKIL 720
Sfg (N-ter) |HLDFF LMAGAATTANE INDAAT | LPRAMVAKMR GAAADVIEENGVRTEGIQEALMKERAADAGADRIISRMRRILNALTNWKEL 720
Hnig1 (N-ter1) P SQP.SIYLKIFGQEIAFANIDIDI IEI“ATGAAA&LIK.LN.QSEDIQIIKILITSEVF{HIFPTS GFPIEISLYSAAV 810
SMig (N-ter) PRSQPLGSMYLKLFGQEIAFANIDKD I IE ATGAAA LWKTMLNTLUOSGADEQISKSLLTSEVRR I FPTSMGFPMELSLYSAAV 810
Hnvig? (N-ter1) AAANIVKAKANLNPErPEBNFEIACQLEINTD 1QL] PSIAVHKNAVMGYNT Al 10AA IEAKNKVEE YL PLKFNARIIN | AQGHN K | EfNiPL 900
Sivig (N-ter) AAATVKAKATLTPPPRENFELAQLKENTD QL PSTAVHKEAVMGYNT AN 1QAA I MAKAKVHNVLPLKFNARMH | AQGHEK | EALPL 900
Hnvig? (N-ter) HABERMLDLEMERVANERNNENLSEAK I TPVLPERL s E F s AGSGESKSSER I HE@ES P VSAR[D VT 983
Sfvig (N-ter) BAHGRLLDLAMERAVAMSRNMENL SEAK I TPVLPERL AGSGLSKSSER | ¥ENWS P VSARMD VT 890
Hnvig1 (N-ter1) MABL ACAKMTSONAGFIRNSPLYKL | GEHS VKPVS KIEIE v AASK | VK IT KDDN G G PVVLKLRE 1073
Sfig (N-ter) MANL ACAKILTSONAGFNMRNSPLYKL IGEXS VKPVS KIEIE AASK | VK KDDN PVVLKLKK 1080
Hnwig1 (N-ter1) | LETE R S555555SRRSG sssssssssssssss s s ssssssss SR 1159
Sfig (N-ter) | LETE R S55555SSRRSG sssssssssssssss 55555888 1167
Hvig! (N-ter1) BSBSSHSSHSETSKARNFERFTEANKIHOH s EEE 55 s ssssss SSSSSSSSSSSS 1230
Sfvig (N-ter) RSMSSESSESRISKAHMFERFTENHMHOH 558 SSNSBSSSSSSKSSSSS555555S 1238
Figure 3c.Alignement des séquences protéiques déduites des N-ter de la \Hghitigicus
(HnVtgl) et de la Vtg d&. formosugSfVtg) avec les domaines peu conserves en gris.

Hn\ig1 (C-ter) SSSSSSSS58S5S5585558SS5ESSASSFEN | YKKSRFLGD PAAVVIMRAVRGN AAYMDK RVQVI AL D C 90

Sfvig (C-ter) SSSS555S55RSSSRASSSRASSSRSSASSFEA | YKKSRFLGD PAAVVIIRAVRGN AAYMDK RVQVI AL D C 1329
Hn\ig1 (C-ter) ADG I QLSMHKVMAK | RWGAECQDYRAV IKAETGLLGRHP K KHPRAEKRY AGFSEGRHR RQIKLTM 180
Sfvtg (C-ter) ADG QL SMHKVMAK | RWGEECQDYATV IQAETGLLGSHP K KHMPRAMKRY MI E PG AL AGFSEGRHR ROIKLTM 1419
Hnvig! (C-ter) ABTSARTISH I LRTPEMTEYKL! IPIALPIIGAAAARAEVE RIHYMFME AKC TVTTFNNRR SC OV AQ 270
Sfvig (Cter) ABTSARTESMILEKTPRMTMYKL IP1ALPIEGAAAARAEVE RIMYMFAE AKC TVTTFNNRR AQ 1509
Hn\ig1 (C-ter) DCTSKLKFMVL K DE SE H VK 1 DVD) KVN VP YEHRT 151 G G GLHE\J' N 360
Sfvig (C-ter) DCTHELKFMVL I VK 1 DVD) KVN VP YEHST 11 G GLHEV N 1599
Hn\ig1 (C-ter) | LT 1 &V DWMKG VCGLCGKHDG I AVSFAHSWVLAAESCHD C QE| L KC ST PVLS 450
Sfvig (C-ter) | LRI EVEDWMKG VCGLCGKADG I AVSFGHSWVLAAESCRD C QE| L PVLE 1689
Hn\ig1 (C-ter) CLP PMKTTPVTVGFHCI|P KEEDRMTVMD AHIMCNCGEEC A 506

Sfvtg (C-ter) CLP PMKTTPVTVGFHCMP S VN S KWEDLERBTIHD AHMSCRCHENCA 1745

Figure 3d. Alignement des séquences protéiques déduites des C-ter de la Wghild¢icus
(HnVtgl) et de la Vtg d&. formosugSfVtg) avec les domaines peu conservés en gris.
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MKAVVLALTLALVAGQONNLTPDFATGKTYVYQYEALLQGGLPKEGLARAGVKIVSKVLISQVAQTTHLLKLKEPQLFQYTGVWPRDEFSPAAKLTQ 97
ALAAQFRIPVKFEYVSGVVGKLFAPAEVSETILNIHRGILNILQLNIKKTONVYELQEAGSQGVCKTDYVISEDTKAERIHVIKSKDLGNCQKRVMA 194
DIGMAYTETCVQCQQKSKNLRGAATYSYVMKPTQSGALIMEAAVQELHQFTPFHELTGAAQMKARQLMTFVEAQNDPVQPMOADYLARGSLQYEFAS 291
ELLQTPIQLIKVTNAQAQIEEILNHLVKNNAGEVHEDAPLKFVELAQLLRMAKYETINKIWAQVKAKPDFRRWFLDTVPAIGTQVALRFIKEKFLAG 288
EVTVIETAQALLAALHLVEANLDTVNLAASVVLNAKTQSHPILREIAMLGYGSLVFKFCTEHRNCPADVIKPIHDFAAEAISKANVAEIALAMKVLG 485
NAGHPASIKPIMKLLPGFGSTAAALPVKVQVDAVVALRHIAKREQRRVODIALQLFLDRDLHPELRMAACVVLFKTKPSIGLVSTIAAALQKEKSLQ 582
VASFTYSHMKALTRSTAPDLAQVAAACNVAIKILSPKFDRLSYRFSKATHLDFFHNRLMAGAATTAYFINDAATILPRAVVAKVRAYMVGAAADVFE 679
IGVRTEGIQEALMKERAADAGADRISRMRRILNALTNWKPLPTSQPLGSVYLKLFGQEIAFANIDKDIIERAIQLATGAAAQHELWKTVLNTLQSGA 776
DFQISKSLLTSEVRRIFPTSVGFPMELSLYSAAVAAATVKAKATLTPPPRENFQLAQLKNTDIQLQAHIAPSIAVHKIAVMGVNTAIIQAAIVAKAK 873
VHNVLPLKFNARVHIAQGHFKIEALPLQAHGRLLDLOMEAVAMSRNVENLSGAKITPVLPERLAAQLSRERFTSRADADAGSGLSKSSERIYENVSD 970
EKRPKQNDVSARMDKKWCVTMANLGQQACAKITSQNAGFVRNSPLYKLIGEYSVTLDVKPVSDEAVEKIEIELQVGONAASKIVKRITIKDDNTDKG 1067
NRGGTPVVLKLKKILETERTQNLRKSSNSSSSSSSSRRSGQNRSSSSSSSSSSSSSSSSSSGSSSSSSRNNSKNRKSKRTSSSSSSSSGSRKVAGAW 1164
SNGRSVSSSSSSSRISKAHVFGRFTKNHMHQHDDNRATSQRKISSSSSSKSSNSSSSSSSSKSSSSSSSSSSSS SSSSSSSRSSSRSSSRSSSRS 1261
SASSFEAIYKKSRFLGDSVPPAAVVIIRAVRGNDKRQGYQIAAYMDKADVRVQVIMAALAENDNWKMCADGIQLSMHKVMAKIRWGEECQDYATVIQ 1358
AETGLLGSHPAVQOMKLNWKKIPRAVKRYARMISEYIPGAALMAGEFSEGRHRNSKRQIKLTVASTSARTLSVILKTPRMTMYKLAQAIPTIALPFGAAA 1455
ARAEVEQNIANRIYYMFAEANTAKCIVADDTVTTENNRRYSPEVPSSCHQVLAQDCTTELKFVVLMKKDETSEKPHIIVKVAQIDVDWSADDNGLHM 1552
KVNGMDVPTVKLPYEHSTGSIIIRQONGDGLSLYAPGQGLHEVYYDGNILRIEVEDWMKGKVCGLCGKADGEVRQEYQAPSGRQIMSAVSFGHSWVLA 1649
AESCRDASECRLRQESVMLDKPVTLHGQASKCYSTEPVLQCLPECKPVKTTPVTIVGFHCVPAGSRVNNLVSMWEKTEDLRDTLDAHVSCRCTENCA 1745

Figure 3e.Mise en évidence d’une sérine orpheline située dans un encadré entre le N-ter (en
gras) et le C-ter de la Vtg d& formosusCes deux domaines ont été définis a I’issu de
I’alignement avec le N-ter et le C-ter de HnVtg1l.

Hrvigd MBIA- - - - - - - - - oo AL:i. ST P KEY YEBE GL LE<AGVE I veK |5li5 TH 68
On\igC A cgLVvALAfC Y/ LNHRKTYEYTYEGEVKFGLGKPNEAKSGHR | C-VKISG s F 90
OmVigs MWG- - - ------- - FLLCHLVALAAGC SYEPELNPKKTYEYRYEGHVNIG PNLMEsGVREVCKVK IlcvsAQTF 68
Hrviga L L ENSG| DF KLTOBL AAQLBlPHKFEY v ABvVS TilN-FIﬁIL H KETCMvYELBEAGE 158
onvigc [L@VS FAELNG | SGKSDFNESPKLTQRL AAQLAKPFKFE vEQ | VSETHVN | VRG I LEFFHETVKT VYELEEAG| 180
omvige LLRVS FEEENG | BGKNBFRASPKLTERHAAELEKPFEIFEY VGN | AENSBT I vNIvRG IIGFFEVTVKTTORVYELEEEG ! 158

Hmviga Bcllic v AlSED VT DE@NC) R Yk P TEFGEL | fika E FEPFH 248
On\igC HGMCQSNYATE TOMVD | BNCRMK A GMAS A KBDSK@RGESV I STV@YLYTI@P TEEGGINKSEAYGLEQQHFSPFN 270
omvigc HallcasTYANEED VTQIVD | NNCKKKA GMAL A KLsKERGDSVISTVRYMYTMKP THOGGL | KKAHALERQHFSPFEN 248

L Q 338

Hnvigs ElR E E vEra rGELBYEF L PL ki ofil 78 1 M L@

OnigC VKR EAKKEMVL Vi RGOL VYKV IPL LIAEP KAKEVRM | KL A TTEDTLK®YQ 360
omvigt VK& KEGVL VEP AV RGMLVYKFVKMLAQI P KLEDPMEK 1|/ADM | KRL AQAN TEED LFo 338
Hnvigd LLR E RRWFLDT FKEEFAGDES ABEFEQAL LEA LEANNMORE vEE A SH 428
OonVigG LLR LIARNDEHRREFLDM I VEENDBR VLKFLKKRF@AKDVSANEAMQAL L | AMNHL L VEKAKE Fll ksl 450
OmVigC LLR E OLSGNDEHRRWILDT I VEVADARVLKFLKNRFKAGDVSANEAGCELL | AENHL DL AKE FBKSH 428
Htgd PML LEvGsLVEKEC - -@NcP PNEON ABE NEFEEEL WL kML GNAGHPHES | KB I LP L VHM 516
OonvigC aviEsEcsLvYKYCHYH - - SPCP VOPLLDLAMEGL NEFEMVIALEALGNAGHPES I KT | ANFLPGVAANP Y RVES 538
Om\tgs PML VLSYGSLVYRYCTY cPABVVOPLLDLEIBGL NEEBMVLALKANGNAGHPES IKT IRRFLPGVEARPVILPARVLS 518
Hvigs BlavBALRH RENHKvoENALBL FMNRBLEFPENRMEACHVL FEBKPPIEL v LEBNEK VASFAYS RS 606
OnVigC  AAVOALR RANPHNVOE | ALKNF PETEML WF TKPEBAALVSTLTAHLEREKD[IHEASFAYS | ARSKTPDONH¥LS 628
omutigc AAVOEILRH ROPHS VOB 1 LFMORHLEPEERRMLACMILFETKPPLALVS TMTAELLEEMOMHV ASFEYS | AMSBTPDNHELS 608

L SHLP VIRK
SMLPTEI K

Hvigd Bacnvallk | LEPKEBRLS s KFHMDE F N A AA G EFGMREEGLEE SEA 696
OnVigC BlAVKEL ABKFGRLS 5| DMFEDDL LMG I NML K IGRIMRLMEFGIIRAEBLKELFGPS 1B 717
omvigt [ACNVAVK | LAPKFGRES SKAMHILDWFNDDELIGTARE | EMLENAASYNP TE | VIKGK 1GK |LALMEEGERA KELF 1D 598

Hn\ig3 NELKNWKSLP PWAS A FGOE | F AN | BROM | E A o] KP LW 786
OnigC SBSDFEA I¥NVLKNWESLPNDKPIMS AYSREEGCE | FFN | KKDLEE VSPSABKEGTP I ELLOKGESWHWTKPL LS 807
om\igG S¥ADFEA IFRVLEBWKE L PGDKPLLS AYTRIFGQERFFA DL | VSPSAGKESP | ENL QK GMSWHWT KPELM 788

=
E
Hvigz BENRE Ti.GlP Elﬁl W Ak AENP D H%L NFo I ELBTRE Y NnTELUE ElkNK 876
OnvigC IEMRLECATRELGLPME IBKYYRTVTE I TRINAKAAINPPATE- -RLGELLNAD ISL GVMGFI KD FHG INTELFQCGSELKSKARV 895
Oomvigc [FETRM I QATSLGLPILE ISKYYNTVTE I TVNAKAAIBPPLTD- -RLGOL LESDlsLMT GFSKD FHG INTDIFQCGAELKSKEMV 876
LPEKF N I --
LPEKES AKEN VEEKLLEED P ACKKEFELISV VYAVSRN | GBP KRTPMIPD - -
PWEF sBikMN VEQKTEE | DIUP ACKEETKLESV VYAVSRN | EEP KMT P MMPDEMEAN
PL
1Y CVDYE[IRR EYPL LGRT P KPVEK | HLEMN
1y CVEFEATR EYPL LGYT P KPVBK | HI|EMN
D -
D A

AQE|

onvigc  SNSASNER QE GNANLEGFDV 1141
Om\igC SPIs8s8S8R AMNGNTKREGYEV 1148
Hn\ig3 R EC 921
anvigG K cKBYEIS SRPTLEAK VP SMERY | PGMALLBGF NANGE VS AV 1231
OomvagC K RWG AE CQS YEMS SAPTLKAK VP SIEKY | PGMAELLGF NAKHEVSASMV 1234

S | TIKLP TV

51 TIKLP TV

Figure 3f. Alignement entre la VtgC del. niloticus (HnVtg3) et les VtgC deD. mykiss
(OmVtgC) etO. niloticus(OnVtgC). Les domaines peu conserveé sont en gris.
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Récepteur de la vitellogénine

Les récepteurs de la vitellogénine (VtgR) des téléostéens se classent parmi les récepteurs de
lipoprotéines de tres basse densité (VLDLR) appartenant a la superfamille des lipoprotéines de
basse densité (LDLR) (Li et al., 2003; Mizuta et al., 2013; Pousis et al., 2012).

1M VvV T § I L G F L I L P I C L Q Q C A Y V R G S o AVE C D P S Q F Q C
ATGGTCACGTCTATTCTGGGCTTTCTTATCCTGCCAATATGTCTTCAGCAGTGTGCCTATGTGCGGGGATCCCAGGCGGAATGTGATCCCTCTCAGTTCCAGTGT
36 N G R C I P S VW QQOCDG G DEUDTCS DG S DENTTCYVYV R K T C A E V
106 GGAAATGGCCGCTGTATTCCCTCAGTGTGGCAGTGTGACGGTGATGAAGACTGTTCTGATGGCAGTGATGAAAACACCTGTGTGAGGAAGACCTGCGCAGAAGTG
79.0b. V.. R N G Q C V P K R W H C D G E P D CE DG S D E S s o v cVH M
211 GACTTTGTCTGCCGCAATGGCCAGTGTGTCCCCAAGAGGTGGCACTGTGATGGCGAGCCCGATTGTGAAGACGGGTCCGACGAAAGCTCCCAAGTCTGCCACATG
106 R T C R M N E F s ¢C G A G T T C I PV F W KCDGEI KD CDN G E_D
316 CGGACCTGTCGTATGAACGAGTTCAGCTGTGGGGCAGGTACAACCCAGTGCATCCCAGTTTTCTGGAAATGCGATGGAGAGAAGGACTGCGACAACGGGGAGGAT
141 E v N~ ¢c¥6 N I T C A P L E F T C A S G R C V S Q N F V C N G E D D C G
421 GAGGTTAACTGTGGCAACATCACCTGCGCCCCCTTGGAGTTCACCTGTGCAAGCGGACGCTGTGTGTCTCAGAATTTTGTGTGCAATGGCGAGGACGACTGCGGT
176 D 6 3 b E L p cYE P S S C G P S Q F Q C G N ATTCTIPDS WUV CDDD
526 GATGGCAGCGACGAGCTAGATTGTGAGCCCTCATCCTGCGGACCCAGCCAGTTCCAGTGTGGCAATGCCACCTGTATCCCTGACAGCTGGGTATGTGATGATGAT
211v D C Q D Q S D E S P Q R CYG RHU©PTPPAZ KTCU®PSSEMZ RTECG S G E
631 GTGGACTGCCAGGACCAGTCAGATGAGTCACCACAGCGCTGTGGCCGCCACCCTACACCTCCCGCCAAGTGCCCTTCCAGCGAGATGCGCTGTGGCTCGGGCGAG
246 C I H R K W R CDGDA ADTCTZ XUDG g D EODUNTCYP V R T CUR P D Q F K C
736 TGCATCCACCGCAAGTGGCGCTGCGATGGCGATGCGGACTGTAAGGATGGCAGTGACGAGGACAACTGCCCTGTCCGAACCTGCAGACCAGACCAGTTCAAGTGT
261N D G S C I H G S R Q C N G MURDC S D G S D E L NCVYK NV S Q C S G
841 AATGATGGTAGCTGCATCCATGGCAGCCGGCAGTGCAATGGGATGCGTGACTGCTCAGATGGCAGTGATGAGCTCAACTGCAAAAATGTGTCCCAATGCAGTGGC
36 P D K F K CR S G ECTIEMSZ KV CNIZ KV RDT CSDW S D E P L K E CY
946 CCAGATAAATTCAAGTGCCGTAGCGGCGAGTGCATCGAGATGAGCAAAGTGTGCAACAAGGTCCGGGACTGCTCAGACTGGAGCGATGAGCCCCTCAAAGAGTGC
351 N L N E |C L Q NN G G C s H I C R D N I I G Y E C D C T P G L Q L I D
1051 AATCTGAATGAATGCCTTCAGAACAATGGTGGCTGCTCCCACATCTGTCGGGACAACATCATTGGTTACGAATGCGACTGCACTCCAGGCCTCCAGCTCATTGAC
386 R_K T C |G D I N E |C L N P G I C s ¢ I C I N L K G G Y K C E C H N G Y
1156 CGCAAGACCTGTGGTGATATTAATGAGTGCCTAAACCCTGGGATCTGTAGCCAGATCTGCATCAACTTGAAGGGGGGGTACAAGTGTGAGTGTCACAATGGGTAC
421 9 M D P T T G V C |K AV G K E P CUL I F TN RIRDTIRI KTILTL E R R E
1261 CAGATGGATCCTACCACAGGCGTGTGCAAAGCAGTGGGCAAGGAGCCATGCCTGATCTTCACCAACCGGCGTGACATCCGCAAGCTGACCCTGGAGCGGCGGGAG
456 Y T ¢ I V E 9 L R N T V A L D A D F T Q Q M I F W A D L G Q K A I F S
1366 TACACCCAGATTGTGGAGCAGTTGCGCAACACTGTGGCCCTAGATGCAGACTTCACCCAACAGATGATCTTCTGGGCTGATCTAGGTCAAAAGGCAATCTTCAGC
491 M S L D K R D E G S I T K V I E S VvV Q T P V G I A V D W I Y K N I Y W
1471 ATGTCACTTGACAAGCGGGACGAAGGCAGTATCACAAAAGTGATTGAGAGTGTGCAGACTCCTGTCGGGATTGCAGTAGACTGGATTTACAAGAATATATACTGG
526 . D L G T K T I s VA N F N G T K T K I L F S S G L K E P A S I A V D
1576 TCAGATTTGGGTACCAAGACGATATCTGTAGCARACTTCAATGGCACGAAGACCAAAATTTTGTTCAGCAGTGGGCTARAGGAACCGGCCTCCATTGCTGTGGAT
561 P L S G F L Y W S D W G E P A R I E K S GM N G V DR Q V L V E T D I
1681 CCTCTCTCTGGGTTTCTGTATTGGTCAGACTGGGGTGAGCCAGCCAGGATTGAGAAGTCTGGCATGAATGGTGTAGATCGGCAGGTTCTGGTTGAGACGGACATT
56 0 w P N G I T L D L I K S R L Y w v D S K L H M L C S V DL N G D N R
1786 CAGTGGCCTAATGGGATCACTCTAGACTTGATTAAAAGCAGGCTCTACTGGGTGGACTCCAAACTACACATGCTCTGCAGCGTGGATCTGAACGGGGATAACCGG
631 R X VvV L. ¢ s Pp DY L A H P F AL TV F EDI RV EW T D GENZE-ATI Y G
1891 CGGAAAGTTCTCCAGTCTCCTGACTATCTCGCGCATCCTTTTGCTCTCACGGTTTTTGAGGATCGAGTGTTCTGGACAGATGGGGAAAACGAGGCCATCTATGGT
666 A N K F T G s b Vv I M L A S N L NE P QD I I VY HEL I Q L S G T N
1996 GCCAACAAATTCACTGGGTCAGATGTGATTATGCTTGCCAGCAACCTGAATGAGCCACAGGACATCATTGTTTATCATGAGCTCATCCAGCTATCCGGAACCAAT
701w |C_ T D K G D N G G C A F L C L P A P Q I N K H S P K Y T C I C S QO G
2101 TGGTGCACTGACAAAGGGGACAATGGAGGCTGTGCCTTCCTGTGCTTGCCAGCACCACAGATCAACAAGCACTCTCCAAAGTACACCTGCATTTGCTCACAGGGG
736 M E L A A D G L N C P P A T I S A H P G D G K T L I H P T H A S E G N
2206 ATGGAGCTTGCTGCCGATGGCTTGAACTGCAGACCAGCCACCATTTCTGCACACCCAGGAGATGGAAAGACACTAATACACCCCACTCATGCTTCAGAGGGGAAT
77U 1 s T s I H E V N S S A K G S®A A A W A I L P V L L L A M A V A G G Y
2311 ATTAGTACCTCCATCCATGAGGTGAACTCCTCAGCCAAAGGGTCAGCTGCTGCATGGGCCATCCTCCCTGTCTTGCTGCTGGCCATGGCTGTGGCAGGAGGCTAT
806 L M WOR N W Q L XK N K K S M N E D N P V v L XK T T E E D L N I D I S R
2416 CTAATGTGGCGCAACTGGCAGCTGAAGAACAAAAAGAGCATGAACTTTGACAATCCTGTGTATCTGAAGACCACCGAGGAGGACCTCAACATCGACATCAGCCGG
841 H G A S V G H T Y P A I S V V N T E D D L *
2521 CACGGTGCATCTGTGGGCCACACGTACCCTGCTATATCAGTTGTGAATACAGAAGATGACTTGTAG

=

Figure 4a. Séquence nucléotidique et séquence protéique déduite du récepteur de la
vitellogénine deH. niloticus Le codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gris,

peptide signal est souligné, les huit répétitions se liant au ligand (LBR) sont délimitées par
deux triangles noirs consécutifs, les trois domaines du facteur de croissance épidermique
(EGF1, EGF2 et EGF3) sont successivement situés dans des encadrés, les séquences SDE,
EDE, YWS(V)D, FWA(T)D et FDNPVY hautement conservées sont soulignées, le domaine
O-glycosylé est doublement souligné, le domaine transmembranaire est délimité par deux
ronds noiretil est suivi du domaine cytoplasmique en position C-terminale.
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Deux transcrits de 2583 et 2523 paires de bases codant pour deux VLDLR de 861 et 841 acides
aminésont ¢été identifiés respectivement dans I’ovaire (figure 4a) et I’hypophyse. Hn"VLDLR
comprend un peptide signal (Meirg®®) suivi de sept et huit domaines pour les formes
hypophysaire et ovarienne respectivemdigu(e 4b). HNVLDLR exprimé dans 1’ovaire

posséde un domain®-glycosylé situé¢ entre Ala™et Ser’®’ qui est absent de la forme
hypophysaire. En dehors du domaine O-glycosylé, les autres domaines des deux formes de

HNVLDLR ont des séguences en acides aminés identiques.

Le Ligand Binding Domain (LBD) est composé de huit Ligand Binding Repeats (LBR) de 39

a 44 acides aminés riches chacun de six cystéines et de motifs SDE (dans LBR&tEDRIE7)
(LBR3). Les domaines précurseurs du facteur de croissance épidermique (EGF) avec trois
répétitions EGF1 (Cy&>-Cys®9), EGF2 (Cy%® - Cys?®) et EGF3 (Cy&®%Cys®

comprennent chacun six cystéines.

Entre EGF2 et EGF3, il existe un domaine comprenant cing séquences de quatre acides aminés
de typeYWS(V)D et FWA(T)D. Un unique domaine transmembranaire de 23 acides aminés
(Ala’® a Trp®®® pour la forme ovarienne) est présent et en position C-terminale, on rencontre

un domaine cytoplasmique contenant la séquence FDNPVY.

Domaine O-glycosylation

(20 aa)
EGF1 EGF2 Domaine transmembranaire
. (35 aa) 35aa EGF3 (23 aa)
P_eptlde ( : (44 aa)
signal LBD (324 aa) Domaine cytoplasmique
(26 aa) < > (53 aa)

~ Domaines YWS(V)D'
et FWA(T)D

Figure 4b. Construction linéaire des différents domaines du récepteur de la Mtgndeticus
Le nombre d’acides aminés (aa) est indiqué. EGF : Facteur de croissance épidermique.

L’analyse de I’homologie des séquences en acides aminés (figure 4c) montre quen dehors du
domaine O-glycosylé qui est absent des VLDLR de certaines espéces, les séquences
particulieres (SDE, EDEYWS(V)D, FWA(T)D et FDNPVY) sont hautement conservées et
HnVLDLR partage une forte identit¢é avec les VtgR ou VLDLR 8e formosus
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(XP_018607358) (94%). bicirrhosum(AXN72824) (92%)0. mykis{CAD10640) (88%),
C. carpio(XP_018935318) (87%) @. aureusAAO27569) (85%).

HAVLDLR MVTSILGFLILP- - ICLQOQCAYVRGSQ DGSDEN AEVDFVCIRNGCCIV P KRWI a7

ObVLDLR MIEAS | LGFLMLP--1CLQ sQ DGSDEN AE VD FVCRNGOCIV P KRWI 87
SMLDLR MVTSILGFLILP--I1CLQQ sQ DGSDES AE VD FVCRNGCCIV P KRWI 87
OomVLDLR METSILEWL I LA- - ICLQQCBRVHGS DGSDEN AE VD FVCRNGOCIV P KRWI 87
CeVLDLR MVTS“E LILP--NCLQEC S AEVDNVCREG PKR 87
OaVLDLR MVTS LELPMEICLQ v AEElDF NGOC|VP KRWI 89

O0oO0oO0o00 O00oO0QOQ

HLDLR GEPOJEDGSDESE@ MNEF A ASGHCvSQNF GED 176
ObVLDLR GEPOJEDGSDESPD VNEF A ASGHClvSQNFVCNGED 176
SMLDLR GEPOEDGSDESPD VNEF A ASGHClvSONF CNGED 176
OmWLDLR GEP VNEF A ASG SENFVCNGED 176
CcVLDLR GEP VNEF A ASGHClvVSRNF VCNGED 176
OaVLDLR GEP MNEF A ASG SANFV[CNGED 178
HAVLDLR GSDE NAT[C|i PDSW DQSDESFQ IHRkwHpGD ADJkDGSDE 265
ObVLDLR GSDE NATIC|I PDSW DQSDESPQ IHRKWHDGE ADCIKDGSDE 265
SMLDLR GSDE NATIC|I PDSW DQSDESPQ IHRKWHJDGD ADJCIKDGSDE 265
OmWLDLR GSDE NATC|I P DQSDESPQ IHRK DGD KDGSDE 265
CcVLDLR CliPRS DQSDESP IHRKWHJDGD KDGSDE 265
OaVLDLR GSDE c|i PASW DQSDESP I HEkwHJD GD KDGSDE 267
HAVLDLR SGE[C|I EMSK KVR DWSDEP NE 354
ObVLDLR SGHC|I EMSK KVR DWSDEP NE 354
SALDLR SGE[C|I EMSK KVR DWSDEP NE 354
OmVLDLR SGE[C|I EMSK kAROCPDWSDEP 354
CcVLDLR SGE[C|I EMSK KVROCPDWSDEP 354
OaVLDLR DQFKCPDGHC| BGSrAC SDE SGE[C|I EMSK KVROCJPDWSDEP 356
HnvLoLr [JuanncdClsH I[conil GYECDClTPGLAOL IDRK NG Yamp PTTGCKAVGKEATL | 443
OpVLDLR |JLQNNGECISH I|CBDN Y I GYECD|C[TPGLQL I DRK HNGYOMDETG K AVGKEACIL | FTNR 443
siDLR [JLQNNGECISH I|CJBDN Y I GYECD|CITPGLQL I DRK FICHNGYOMDSS TG CJK AVGKEHCIL | FTNR 443
OmVLDLR NNGGECISH I[CRDMVY | GEECD[C[TPGLQL I DRK NEYQMDPTTGWCIKAVGKEHACIL | FTNR 443
CcVLDLR NMNGECISH I|CILDLT | G YRCD|C[TEGLQL I DRK EICHNGYOMDPTTGVCIKAVGKEFC|L | FTNR 443
OaVvLDLR |JLENNGECISH I|CJKDMV 1 GYECD|CJTPGLQL | DEK F|CHNGBOMDPTTGWCJKAVGKEACL | FTNR 445

LERREYTQIVEQLRNTVALDADFTQ
LERREYTQIVEQLRNTVALDADF#AQ
LERREYTQIVEQLRNTVALDADFSQ

| FWADLGQKA | FSMSLDKR - DEGSTKV IESVQTPVG I AVDWI YKN | YWSDLGTK 531
| FWADLGQKA | FSMSMEKR - D TKVIDNVHTPVG | AVDWI YKNBMYWSDLGTK 531
OmVLDLR RD IRKLGLERREYTQIVEQLRNTVALDADFTQ

| FWADLGQKAIFSTSL TKVIDNVHTPVG | AVDWI YKN | YWSDLGTK 531
| FWADLSCEA | FSTMLDKRED KV IDNVETPVG I AVDWI YEIN | YWSDLGTK 531

CcVLDLR RD IRKLBLERREYTQIVEQLRNTVANDADFNQ

OaVLDLR RD IRFALGLERKEYTQIVEQERNEVALDADFBQ

| FWADLGQKA I FSTMLDKE -| KV IDN PVGIAVDWI YKN | YWSDLGEK 530

| FWADLGQKA IMSTIELDKRED KVIDNVAQTPVG I AVDWI YKN.YWSDLGTK 534

HMVLDLR TISVANFNGTKEKMLFSSGLKEPAS | AVDPLSGFLYWSDWGEP AR | EKSGMNGVDRQVLVETD IQWPNG | TLOL | KSRLYWVDSKLHML 520
ObVMLDLR T ISVANFNGTKSKVLFHSGLKEPAS | AVDPLSGFL YWSDWGEP AK | EKSGMNGIIDRQVLVETD | QWPNG | TLDL | KSRLYWVDSKLHML 620
SMLDLR T ISVANFNGTK KVLFSSGLKEPASIAVDPLSGFLYWSDWGEPAKIEKSGMNGVDHQVL:ITDIQWPNGITLDLIKSF!LYWVDSKLHML 620

OmVLDLR T IEVANFNGTKRKVLFSSGLKEPAS | AVDPLSGFL YWSDWGEP Al | EKSGMNGVDRQVLVETD IQWPNG | TLDL | KSRLYWVDSKLHML 620

CcVLDLR B I AVANFNGTKRKVLFNSGLKEPAS | AVDPLSGFL YWSDWGEP AK | EKSGMNGIIDRQVL VETD IQWPNG | TLDOL | KBRL YWVDSKLHML 618
OaVLDLR TI1SVABFNGTK@KVLF LKEPADI AVDPLSGFLYWSDWGEPAK | EKSGMNGVDRQVL VITD IQWPNG | TLOL | KGRL YWVDSKLHML 523

HnVLDLR [CJSVDLNGDNRRKVLQSPDYLAHPFALTVFEDRVFWTDGENEA | YGANKFTGSDVIIMLASNLNEPQD | | VYHEL IQLSGTN KGONG 709
ObVLDLR |({SVDLNGDNRRKVLQSPDYLAHPFALTVFEDRVFWTDMENKA | YGANKFTGSDVVMLASNLNEPQD | | VYHEL IQLSGTN KGANG 709

HnVLDLR RD IRKL
ObVLDLR RDIRKL
SAMLOLR RD IRKL

SALDLR |C{SVDLNGDNRRKVLQSPDYLAHPFALTVFEDRVFWTDGENEA | YGANKFTGSDVVMLASNLNEPQD | | VYHEL IQLSGTN KGANG 709
OmVLDLR |G{SVDLNGDNRRKVLQSPDYLAHPFALTVFEDRVFWTDGENEA | YGANKFTGSD LASNLNEPQD I IVYHEL IQLSGTN KGLNG 709
CoVLDLR |C{SVDLNGDNRRKVLQSPDYLAHPFALTVFEDRVFWTDGENEA | YGANKNTGSE LASNLNEPQD I IVYHEL IQLSGTN KEENG 708
OaVLDLR |({SVDLNGDNRMKVLQSBEYLAHPFALTVFEDRVEWTDGEKEA | YGANKFTGSDVVILASNLNBPQD | | VYHEL IQLSGTN KGENG 712
HNVLDLR aFEELParQINKHSPKYTICJICIBQGHMEL AADGLECRP EGNJISTS IHEVNSSAKGSAAAWAILPVLLL 797
ObVLDLR : LPAPQINKHSPKYT|C] ELAAD P----B-H-| - -EGNVSTS IHEVNSSAKGSAAAWAILPVLLL 777
SALDLR LPAPQINKHSPKYTICMCIP ELAAD P EGNVSTS IHEVNSSAKGSAAAWA | LPVLLL 797
OmVLOLR LPAPQINKNSPKYTICIACIFQ L ASDELHCRP - - - -5 -5 -] - -EANBSTS IHEVNETABGSTAAWA I LPVLLL 777
CcVLDLR LPAPQUNKHSPKETIC LFSDGLACRP EGNISTS IHEVNSSAKGSAAAWA | LPVLLL 797
OaVLDLR LPAPI!NKHSPI! CMCIPEGRELTWADGL P---- - --EANVSTS IBAVNSTABRGSAAAWA I LPVLLL 779
HNVLOLR AMAIAGGYLN‘IWRNWQLKNKKSMNFDNPVYLKTTEEDLNIDISHH SVGHTYPAISVVNTEDDL- - - - - - 861
OBVLDLR AMAMAGGYLMWRNWOLKFKKSMNFDNPVYLKTTEEDLN 1D I SRHS8SVGHTYPAISVVNTEDDL - - - - - - 841
SAWLDLR AMAAAGGYLMWRNWOLKNKKSMNFDNPVYLKTTEEDLN IDISRHS8SVGHTYPAISVVNTEDDL - - - - - - 861
OmVLDLR AMAAAGGYLMWRNWQLKNKKSMNFDNPVYLKTTEEDLNID I SRH GHTYPAISVVNTEDD 847
CcVLDLR AMAAAGGYLMWRNWOKNKKSMNFDNPVYLKTTEEDLN I[N | SRHSASVGHTYPAISVVNTEDDL - - - - - I 862
OaVLDLR AMAAAGGYLMWRNWQLKNEKSMNEDNPVYLKTTEEDLN ID IffRH VGHTYPA I SJ|VEBTEDDL - - - - - 844

Figure 4c.Alignement des séquences protéigues déduites des récepteurs de la Vtg ou récepteur
de lipoprotéine de trés basse densité (VLDLRHdailoticus (HnVLDLR) avec les VLDLR

deO. bicirrhosum(ObVLDLR), S. formosugSfVLDLR), O. mykis{OmVLDLR), C. carpio
(CcVLDLR) etO. aureugOaVLDLR). Les cystéines conservées entre espéces sont encadrées,
les séquences SDE, EDEWS(V)D, FWA(T)D et FDNPVY hautement conservées sont
soulignées, les domaines peu conservés sont en gris.
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Récepteursdu 17g-estradiol (ERS)

Dans cette étude, la nomenclature retenue pour les récepielifg-estradiol est pour le sous type
alpha (ERa), pour le sous type béta ou béta 2 (ERP) et pour le sous type gamma ou béta 1 (ERy).
L’analyse in silico a permis d’identifier les transcrits de quatBRp et un ERy : HnERp X1 de
1674 paires de basdsns le foie et ’ovaire (figure 5a), HnER X2 de 1653 paires de bases

et HnERB X3 de 1281 paires de bases uniquement dans le foie (figure 5b) et HnERp X4 de
1524 paires de basesHnERYy de 1443 paires de bases uniquement dans 1’ovaire (figure 5c).

Aucun ERo n’a été identifié dans les tissus examinés.

1

-

36
106
71
211
106
316
141
421
176
526
211
631
246
736
281
841
316
946
351
1051
386
1156
421
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456
1366
491
1471
526
1576

Figure 5a. Séquence nucléotidique et séquence protéique déduiteegteur cestrogénique

béta (ERB_X1) identifié das le foie et I’ovaire de H. niloticus Le codon d’initiation et le

codon stop sont indiqués en gras. La région A/B en position N-terminale est suivie du domaine
de liaison a ’ADN (DBD) situé dans les encadrés et contenant la boite P soulignée doublement
et la boite D en soulignement simple. Le domaine de liaison au ligand (LBD) est souligné
simplement suivi du domaine F en position C-terminale. Les acides aminés impliqués dans la

M A S s P G S DUL P L L QF QE V G S s KT G DU RS S P G P L S G V Y
ATGGCTAGTTCCCCAGGAAGTGACCTGCCACTTCTGCAGTTCCAGGAAGTGGGCTCCAGCAAGACAGGGGACCGCAGCTCCCCAGGACCCCTCTCTGGTGTCTAC
A G PV P GLAMESU RAV CTI PSP YADS S HDY T TTULGF Y N P
GCTGGTCCTGTGCCAGGTCTAGCCATGGAGAGCCGAGCAGTGTGCATCCCCTCGCCCTATGCAGATAGCAGCCACGACTACACCACTCTTGGCTTCTATAATCCC
s M L G Y P G S8V P DS P SV RPPIL S P ATI Y WS P Q S HP S Q L P
TCCATGCTGGGGTACCCGGGCTCTGTCCCTGACAGCCCCTCTGTGCGGCCACCCCTAAGCCCTGCTATCTACTGGTCACCACAGAGCCATCCTAGCCAGCTGCCC
P L T L HCOQOQU?PULMYGE?PTRTPWV E P KA QUDHNTILV E S S K
CCGCTCACCTTGCATTGTCAGCAGCCCTTGATGTATGGTGAGCCCACTCGGACCCCATGGGTGGAGCCCAAGGCCCAGGACCACAACTTGGTTGAGAGCAGTAAA
L A GRURUPULEGU DU EA AILS S S A ACL T A K |G D M HF CA V CH D Y
CTGGCGGGGCGACGGCCACTAGAAGGAGATGAGGCACTCAGCTCTTCTGCAGCCTGCTTAACGGCAAAGGGCGATATGCATTTCTGCGCTGTCTGCCACGACTAT

A S G Y HY GVW S CEGCEKAUFVFI KU RS I QGHNDY I C P _A T N O

GCCTCAGGTTATCACTATGGTGTCTGGTCTTGCGAGGGCTGCAAGGCCTTCTTTAAGAGGAGCATTCAAGGGCACAATGACTACATTTGCCCAGCGACCAACCAG

¢c T I b K N RIREK S CQATCRULIRI KT CYU EV GMMIEKTCGV R RE R C S

TGCACCATCGACAAGAACCGTCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGCCTGCGARAGTGCTACGAAGTGGGCATGATGAAGTGCGGAGTGAGACGTGAGCGCTGCAGC
Y R G VRHRRVYPOQTIRETVWMTLSGSSGST RTG QR RT RTILTEST ST STLT®PTPT K
TACCGTGGGGTGCGACACCGGCGTGTACCACAGATCCGAGAAGTGATGTTGGGGTCAGGCTCTAGGACCCAGAGGCGACTGGAGAGCAGCCTCCCCCCARCGAAG
S FoQSLATLTTPE O OTLJVLRTITIE-SATETPTPTETIJY L MZEKTDUMETEKTPFT
AGTTTCCAGTCCCTGGCGCTGACCCCTGAACAGCTGGTGTTGCGCATCATTGAGGCAGAACCCCCAGAGATCTACTTGATGAAGGACATGAAGAAGCCATTTACC
E S S MMM S L T NTL-aADI K@ETLUV L MTISWATZKTEKTIZPGFVETLNTLS
GAGAGCAGCATGATGATGTCTCTTACTAACCTGGCAGACAAGGAGTTGGTCCTCATGATCAGCTGGGCCARARAGATCCCAGGGTTTGTGGAGCTCAACCTGTCA
D 0V H L L E C CWULEUVTILMTILGTILMUuWu@®SV DHPGEKTLTITFSZP DL
GATCAAGTGCACCTGCTGGAGTGTTGCTGGCTGGAGGTGTTGATGCTGGGCCTGATGTGGAGGTCTGTTGACCATCCTGGGARGCTTATCTTCTCCCCTGACCTC
K L N RDEG S CV EGTIMETITFDMTILTILAABATA ATRTETRTETLZEKTLGOQRE
AAGCTTAACAGGGATGAGGGCAGCTGTGTGGAGGGGATCATGGAGATCTTTGACATGTTGCTGGCAGCTACCGCCCGATTCCGCGAACTGAAGCTGCAGAGGGAR
E Y VCLKATLTITLTILNSGSNMGCUVNSGSZPET®PEETLESRATZEKTILTLRL
GAGTATGTCTGTCTCAAGGCGCTGATCCTGCTCAACTCCAACATGTGTGTGAACTCTCCAGAGACACCTGAGGAGCTGGAGAGT CGGGCCAAGCTGCTGCGGCTG
L DAV T DA ATLVYV WATISRTEKSGTILTFOQQOQO oS ARTILAIBHETLTILMTILTL S H
CTGGACGCCGTCACAGACGCACTGGTGTGGGCCATCTCCAGGAAGGGCCTCACCTTTCAGCAACAGTCAGCTCGCCTCGCTCATCTACTGATGCTGCTGTCACAC
I R E L s NE@Ovue@@Os vy@AEK M KNV V PILYDTILLLEMTLTDATNT
ATCCGCCATCTCAGTAACAAAGGAATGGAGCACCTCTCCAACATGAAGATGAAGAATGTCGTGCCGCTGTACGATCTGCTCCTGGAGATGCTGGACGCAARCACC
M HS S RV HQU RTPTPZPGDTINTEPOTESTSSSUHEHTA AETNTZ KT PTLOQQ *
ATGCACAGCTCCCGTGTGCATCAGCGCCCCCCACCAGGGGACATCAATCCCCAGGAGTCCTCGTCACACCACACAGCAGAAAACAAGCCCCTGCAGCAGTAG

liaison avec ’estradiol sont encerclés.

Trois récepteurs apparentés atvepteurs d'cestrogenes (ERRs) ont par ailleurs été identifiés :
HnERRa de 1296 paires de bases dans le foie, HnERRy X1 de 1068 paires de bases et

HnERRy X2 de 1101 paires de bases dans I’ovaire.
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Les séquences protéiques déduites pmHERB X1, HnERB X2, HNERB X3, HnERB X4,
HnERy, HnERRa, HnERRy X1 et HnERRy X2 comportent respectivement 558 aa, 551 aa,
427 aa, 508 aa, 481 aa, 432 aa, 356 aa et 367 aa.

(ERB_X2)
1M A S s PGS DLZPTLTLOTFGOQTETVSGSSTZ KTG DT RTSSZPGEPTLSG V Y
ATGGCTAGTTCCCCAGGAAGTGACCTGCCACTTCTGCAGTTCCAGGAAGTGGGCTCCAGCAAGACAGGGGACCGCAGCTCCCCAGGACCCCTCTCTGGTGTCTAC
32 G PV PGLAMEST RAYVTC CTITPSPVYADSTSEHDYTTTLSGTF YN P
106 GCTGGTCCTGTGCCAGGTCTAGCCATGGAGAGCCGAGCAGTGTGCATCCCCTCGCCCTATGCAGATAGCAGCCACGACTACACCACTCTTGGCTTCTATAATCCC
778 M L G Y P G SV PDSPSVRPPTILSZPATITYTWSZPOSHTPSOQTL P
211 TCCATGCTGGGGTACCCGGGCTCTGTCCCTGACAGCCCCTCTGTGCGGCCACCCCTAAGCCCTGCTATCTACTGGTCACCACAGAGCCATCCTAGCCAGCTGCCC
106 L T L HCOQQPTULMTYGET P®PTTRTT PWVYVTETPE KA AGOQTDTIHTINTELVE S S K
316 CCGCTCACCTTGCATTGTCAGCAGCCCTTGATGTATGGTGAGCCCACTCGGACCCCATGGGTGGAGCCCAAGGCCCAGGACCACAACTTGGTTGAGAGCAGTAAR
1411 A 6 R R PLEG DTER ATLSTSSAATCTLTA ATEKI G DMEHETFCAUVCHDY
421 CTGGCGGGGCGACGGCCACTAGAAGGAGATGAGGCACTCAGCTCTTCTGCAGCCTGCTTAACGGCAAAGGGCGATATGCATTTCTGCGCTGTCTGCCACGACTAT
176A S G Y H Y GV W S CE G C KA F F KRS I QGHNTGDTVY I CPERATNQ
526 GCCTCAGGTTATCACTATGGIGTCTGGTCTTGCGAGGGCTGCAAGGCCTTCTTTAAGAGGAGCATTCARGGGCACAATGACTACATTTGCCCAGCGACCAACCAG
211C T I D K N R R K S C 0 A C R L R K C Y E V GMMEKTCGV RURETRC S
631 TGCACCATCGACAAGAACCGTCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGCCTGCGARAGTGCTACGARGTGGGCATGATGAAGTGCGGAGTGAGACGTGAGCGCTGCAGT
26Y R G VR H RRV PQTIREV VMTLGSSGS S RTI QT RT RTLTETSSTLTPFP T K
736 TACCGTGGGGTGCGACACCGGCGTGTACCACAGATCCGAGAAGTGATGTTGGGGTCAGGCTCTAGGACCCAGAGGCGACTGGAGAGCAGCCTCCCCCCAACGAAG
260s F 0 S L A L T P E Q L V L R I I E A E P P E I Y L M K D MK K P F T
841 AGTTTCCAGTCCCTGGCGCTGACCCCTGAACAGCTGGTGTTGCGCATCATTGAGGCAGAACCCCCAGAGATCTACTTGATGAAGGACATGARGAAGCCATTTACC
36E 5 s M M M s L T N L A D K@E LV 1LIMTISs WAZEKTKTIT®PGTFVETLNTLS
946 GAGAGCAGCATGATGATGTCTCTTACTAACCTGGCAGACAAGGAGTTGGTCCTCATGATCAGCTGGGCCAARARGATCCCAGGGTTTGTGGAGCTCAACCTGTCA
31D 0 V H L L E C C W L E vV L M L 6 L. M w@® S Vv DHPGZKTLTITF S S P DL
1051 GATCAAGTGCACCTGCTGGAGTGTTGCTGGCTGGAGGTGTTGATGCTGGGCCTGATGTGGAGGTCTGTTGACCATCCTGGGAAGCTTATCTTCTCCCCTGACCTC
386K L N R D E G S C V E G I M E I F DMTILLAATA AT RTFETRTETLTEKTILOTRE
1156 AAGCTTAACAGGGATGAGGGCAGCTGTGTGGAGGGGATCATGGAGATCTTTGACATGTTGCTGGCAGCTACCGCCCGATTCCGCGAACTGAAGCTGCAGAGGGAA
421E Y V ¢ L K A L I L L N S K T P E E L E S R A K L L R L L D A V T D A
1261 GAGTATGTCTGTCTCAAGGCGCTGATCCTGCTCAACTCCAAGACACCTGAGGAGCTGGAGAGTCGGGCCAAGCTGCTGCGGCTGCTGGACGCCGTCACAGACGCA
456 L Vv Ww A I S R K G L T F Q 0 0 S A R L A H L L M L L S H I R H L S N K
1366 CTGGTGTGGGCCATCTCCAGGAAGGGCCTCACCTTTCAGCAACAGTCAGCTCGCCTCGCTCATCTACTGATGCTGCTGTCACACATCCGCCATCTCAGTAACAAA
91@®@uM E@@® s @k M K N VvV P L Y DLLLEMTLTDANTMEHS S R V H
1471 GGAATGGAGCACCTCTCCAACATGAAGATGAAGAATGTCGTGCCGCTGTACGATCTGCTCCTGGAGATGCTGGACGCAAACACCATGCACAGCTCCCGTGTGCAT
52600 R P P P G DI NTPOQTE S S S HHETA ATETNTE KT PTLQ Q *
1576 CAGCGCCCCCCACCAGGGGACATCAATCCCCAGGAGTCCTCGTCACACCACACAGCAGARAACAAGCCCCTGCAGCAGTAG

-

(ERB_X3)

lM H A S L C P S K LAGIRI RU®PULEGI DU EA AILS S S AATCUL T A KI|G D M
ATGCATGCTTCCCTGTGTCCCAGTAAACTGGCGGGGCGACGGCCACTAGAAGGAGATGAGGCACTCAGCTCTTCTGCAGCCTGCTTAACGGCAAAGGGCGATATG
36 H F C A V C H D Y A S G Y H Y G V W S C E G C K A F F K R S I Q G H N
106 CATTTCTGCGCTGTCTGCCACGACTATGCCTCAGGTTATCACTATGGTGTCTGGTCTTGCGAGGGCTGCAAGGCCTTCTTTAAGAGGAGCATTCAAGGGCACAAT,
71 D Y I C P A T N O C T I D K N R R K S c g A CRUL R KCYE V G M M K
211 GACTACATTTGCCCAGCGACCAACCAGTGCACCATCGACAAGAACCGTCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGCCTGCGAAAGTGCTACGAAGTGGGCATGATGAAG
106 C G V R R E R C S ' Y R G V R H R R V P Q I R E vV M L G S G S R T Q R R
316 TGCGGAGTGAGACGTGAGCGCTGCAGCTACCGTGGGGTGCGACACCGGCGTGTACCACAGATCCGAGAAGTGATGTTGGGGTCAGGCTCTAGGACCCAGAGGCGA
141 L E S S L P P T K S F Q s L A L T P E Q L VvV L R I I E A E P P E I Y L
421 CTGGAGAGCAGCCTCCCCCCAACGAAGAGTTTCCAGTCCCTGGCGCTGACCCCTGAACAGCTGGTGTTGCGCATCATTGAGGCAGAACCCCCAGAGATCTACTTG
176 M K D M K K P F T E §$ S MMM S L T N L A D K (:) L v L. M I S W A K K I
526 ATGAAGGACATGAAGAAGCCATTTACCGAGAGCAGCATGATGATGTCTCTTACTAACCTGGCAGACAAGGAGTTGGTCCTCATGATCAGCTGGGCCAAAAAGATC
211 P G F V E L N L 8§ D Q V HL L E CC WL E VL ML G L M W () S V. D H P
631 CCAGGGTTTGTGGAGCTCAACCTGTCAGATCAAGTGCACCTGCTGGAGTGTTGCTGGCTGGAGGTGTTGATGCTGGGCCTGATGTGGAGGTCTGTTGACCATCCT
246 G K L I ¥ §$ P D L K L N R DE G S CVE G IMETIFF DML L A A T A R
736 GGGAAGCTTATCTTCTCCCCTGACCTCAAGCTTAACAGGGATGAGGGCAGCTGTGTGGAGGGGATCATGGAGATCTTTGACATGTTGCTGGCAGCTACCGCCCGA
28l F R E L K L Q R EE Y Vv cC L K AL I L L NS NMCV N S P E T P E E L
841 TTCCGCGAACTGAAGCTGCAGAGGGAAGAGTATGTCTGTCTCAAGGCGCTGATCCTGCTCAACTCCAACATGTGTGTGAACTCTCCAGAGACACCTGAGGAGCTG
316 E S R A K L L R L L DAV T DAL V W A I S R K G L T F Q O O S A R L
946 GAGAGTCGGGCCAAGCTGCTGCGGCTGCTGGACGCCGTCACAGACGCACTGGTGTGGGCCATCTCCAGGAAGGGCCTCACCTTTCAGCAACAGTCAGCTCGCCTC
351 A H L L M L L S H I R H L S N K () M E () () S N () K M K N VvV V P L Y D L
1051 GCTCATCTACTGATGCTGCTGTCACACATCCGCCATCTCAGTAACAAAGGAATGGAGCACCTCTCCAACATGAAGATGAAGAATGTCGTGCCGCTGTACGATCTG
386 L L E M L D A N T M H S S R V H Q R P P P G D I N P Q E S S S H H T A
1156 CTCCTGGAGATGCTGGACGCAAACACCATGCACAGCTCCCGTGTGCATCAGCGCCCCCCACCAGGGGACATCAATCCCCAGGAGTCCTCGTCACACCACACAGCA
421 E N K P L Q Q *
1261 GAAAACAAGCCCCTGCAGCAGTAG

—

Figure 5b. Séquences nucléotidiques et séquences protéiques dédegtagcdpteurs
cestrogéniques béta (ERB_X2 etERB X3) identifiés uniquement dans le foie ldeniloticus

Le codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gras. La région A/B en position N-
terminale est suivie du domaine de liaison a I’ADN (DBD) situé dans les encadrés et contenant

la boite P soulignée doublement et la boite D en soulignement simple. Le domaine de liaison
au ligand (LBD) est souligné simplement suivi du domaine F en position C-terminale. Les
acides aminés impliqués dans la liaison avec ’estradiol sont encerclés.
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(ERB_X4)

lM A S s p G S DL P L L Q F QE V G S s KT GDIR S S P G P L S G V Y
ATGGCTAGTTCCCCAGGAAGTGACCTGCCACTTCTGCAGTTCCAGGAAGTGGGCTCCAGCAAGACAGGGGACCGCAGCTCCCCAGGACCCCTCTCTGGTGTCTAC
36A G PV P GLAMUESRA AV CI P S PYADS S HD Y T TULGF Y N P
106 GCTGGTCCTGTGCCAGGTCTAGCCATGGAGAGCCGAGCAGTGTGCATCCCCTCGCCCTATGCAGATAGCAGCCACGACTACACCACTCTTGGCTTCTATAATCCC
79$. M L G Y P G S V P D S P S V R PP L S PATI Y WS P QS HUP S Q L P
211 TCCATGCTGGGGTACCCGGGCTCTGTCCCTGACAGCCCCTCTGTGCGGCCACCCCTAAGCCCTGCTATCTACTGGTCACCACAGAGCCATCCTAGCCAGCTGCCC

06 P L T L HCOQQ?P L MY GE?PT RTPWV EZPI KA AU QDU HNTILVE S s K
316 CCGCTCACCTTGCATTGTCAGCAGCCCTTGATGTATGGTGAGCCCACTCGGACCCCATGGGTGGAGCCCAAGGCCCAGGACCACAACTTGGTTGAGAGCAGTAAA
141 L A G R R P L E G D E AL S S S A A C L T A K |G D M HF CA V CH D Y
421 CTGGCGGGGCGACGGCCACTAGAAGGAGATGAGGCACTCAGCTCTTCTGCAGCCTGCTTAACGGCARAGGGCGATATGCATTTCTGCGCTGTCTGCCACGACTAT
176 A S G Y HY GV W S CE G C KA VF F KR S I Q G HN D Y I C P _A T N O
526 GCCTCAGGTTATCACTATGGTGTCTGGTCTTGCGAGGGCTGCAAGGCCTTCTTTAAGAGGAGCATTCAAGGGCACAATGACTACATTTGCCCAGCGACCAACCAG
211 ¢ T I D K N R R K S C Q A C R L R K C Y E V G MM K C G V R RE R C 8
631 TGCACCATCGACAAGAACCGTCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGCCTGCGARAAGTGCTACGAAGTGGGCATGATGAAGTGCGGAGTGAGACGTGAGCGCTGCAGC
246 Y R G V R H R RV P Q I R EV ML G S G S RTQURI®RILIE S S L P P T K
736 TACCGTGGGGTGCGACACCGGCGTGTACCACAGATCCGAGAAGTGATGTTGGGGTCAGGCTCTAGGACCCAGAGGCGACTGGAGAGCAGCCTCCCCCCAACGAAG
28ls F Q s L A L T P E Q L VL R I I EA E P P E I Y L M K DMIEKIK P F T
841 AGTTTCCAGTCCCTGGCGCTGACCCCTGAACAGCTGGTGTTGCGCATCATTGAGGCAGAACCCCCAGAGATCTACTTGATGAAGGACATGAAGAAGCCATTTACC

-

3136E S s M M M S L T N L A D K L v L M I § WA K K I P G F V E L N L S
946 GAGAGCAGCATGATGATGTCTCTTACTAACCTGGCAGACAAGGAGTTGGTCCTCATGATCAGCTGGGCCAAAAAGATCCCAGGGTTTGTGGAGCTCAACCTGTCA
351D Q V H L L E C C W L E V L M L G L M W S v D H P G K L I F S P D L

1051 GATCAAGTGCACCTGCTGGAGTGTTGCTGGCTGGAGGTGTTGATGCTGGGCCTGATGTGGAGGTCTGTTGACCATCCTGGGAAGCTTATCTTCTCCCCTGACCTC
386 K L N R D E G S C V E G I M E I F DML L A AT ATRUEFIRETLIZ KTLQTRE
1156 AAGCTTAACAGGGATGAGGGCAGCTGTGTGGAGGGGATCATGGAGATCTTTGACATGTTGCTGGCAGCTACCGCCCGATTCCGCGAACTGAAGCTGCAGAGGGAA
421 E Y Vv ¢C L K A L I L L N S N M C V N S P E T P E E L E S R A K L L R L
1261 GAGTATGTCTGTCTCAAGGCGCTGATCCTGCTCAACTCCAACATGTGTGTGAACTCTCCAGAGACACCTGAGGAGCTGGAGAGTCGGGCCAAGCTGCTGCGGCTG
456 L D A V T D A L V W A I S R K G L T F Q 9 9 S A R L A H L L M L L S H
1366 CTGGACGCCGTCACAGACGCACTGGTGTGGGCCATCTCCAGGAAGGGCCTCACCTTTCAGCAACAGTCAGCTCGCCTCGCTCATCTACTGATGCTGCTGTCACAC
491 I R H L R V P V V W E F P V F P G H *
1471 ATCCGCCATCTCAGGGTTCCGGTGGTCTGGGAATTTCCTGTATTCCCTGGGCACTAA

(ERY)

1M L L S L VYSSATS®P?TINT I PSGPLMDINTEC OTDZYSVQOQTYATCTPG

1 ATGTTGCTGTCCCTGGTCTACAGCTCTGCTACGCCTATCAACATCCCATCTCCATTAATGGACAACTGCCAAGATTACTCAGTACAGCAATATGCTTGCCCTGGT

3L s Ds s FLDGPGPFTDTWE KT PDSNTFEFTLSTITYVEKTEKTITTPT®PSS P LATE
106 CTCAGTGATTCCAGCTTTTTGGACCCACCGTTTGATTGGAAACCCGACAGCAATTTCTTGTCAATAGTCAAGAAAATTACACCACCCAGCAGTCCTCTGGCTGAG

7P E P O S L F S TDZXKGOOGORTEREKTEREKTNGMTCRTYTZ KSTLGOQEPTFTPG D
211 CCTGAGCCCCAAAGTCTTTTCTCTACTGATAAACAGCAGCAGAGAAGAAAGAGGAAAACGAATGGCATGTGCAGAGTGARATCACTGCAGCCTTTCCCAGGGGAT
106 Tf K R L ¢ F VCEKODJYRBASGYHGY S VWS CEGCEK® ATFFEKRS I
316 GAGACAGAAAAACGCTTGTGTTTTGTGTGCAAGGACTATGCTTCAGGGTACCACTACAGTGTGTGGTCCTGTGAGGGCTGCAAGGCCTTTTTTAAGAGGAGCATC
1410 6 P T D Y I C P A NNOQCT I DEKSG R®RTEKSTCOSATCTRTLTERIEKTCVYEV
421 CAAGGGCCTACTGATTATATCTGTCCAGCAAACAACCAGTGCACCATTGACAAGAGCCGCCGCARAAGCTGCCAGGCTTGTCGTCTTCGCAAGTGCTATGAAGTG
1766 M V K N G VR RERRJ S QEVQGTIRMCG QEHTLSVMGETEHA S L
526 GGCATGGTCAAGAATGGTGICCGAAGAGAACGTCGTCCCTCCCAGGAGGTGCAAGGCATACGTATGTGCCAGCACCTTTCAGTAATGGGGGAAGAAGCCAGTCTT
211, S 0 E K S H L S A S L EETOOTLTLTFS P K OTLTISRTEFLTEVE P P
631 CTCTCACAAGAGAAGTCCCACCTTTCTGCATCTTTGGAGGAGACCCAACAACTGTTGTTCAGCCCAAAGCAGCTCATTTCTCGCTTTCTGGAGGTAGAACCTCCA
246D I Y L M W D L K K P F T EV S MM TS LT HLADI KGE@ELFYMTISSW
736 GACATTTACTTGATGIGGGACCTGAAAAAACCCTTTACAGAGGTCAGCATGATGACATCACTCACTCACCTGGCAGACAAAGAGCTCTTTTACATGATCAGCTGG
2612 K K I P G F T E L G L S D OV H L LDC CGCW®WLEVTILMILGTLTIu®.Ss
841 GCTAAAAAGATCCCAGGCTTCACTGAGCTCGGCCTATCAGACCAGGTACACTTACTAGACTGTTGCTGGCTGGAGGTGCTAATGCTGGGCTTGATCTGGAGGTCT
36V D H P G K L I F S P DL I LS RDGEGSC CTIESGTITLETITFDMTILTIL A
946 GTGGACCACCCTGGARAGCTGATCTTCTCCCCTGACCTCATCCTTAGCAGGGATGAGGGCAGCTGCATTGAGGGGATTCTGGAGATCTTTGACATGCTGCTTGCA
3A T S R F R E L R L 0 KE E Y V C L KA LV L L NS S I Y LJYTZPDNG
1051 GCAACTTCTCGCTTCCGGGAGCTGCGGCTACAAAAGGAGGAATATGTCTGCCTGAAGGCCCTGGTTCTCCTCAACTCTAGCATATACCTCTATACCCCARATGGT
386G Y E H 0 S R A K L 0 0 L L N AV T D A L I WV I AZKTILGTILSFE Q0 0 0
1156 GGGTATGAGCATCAGAGCAGGGCCAAGCTACAACAGCTGCTGAATGCTGTGACTGATGCACTTATATGGGTTATCGCTAAGCTGGGACTGAGCTTCCAGCAGCAG
421s A R L A H L I M L L s H I R HV S NK@uM o @®®=s c®Zx M KKV Vv P
1261 TCCGCCCGACTGGCCCATCTCATCATGCTGTTGTCACACATCCGCCATGTCAGTAACAAAGGAATGGACCACCTGCACTGCATGAAGATGAAGAAAGTAGTGCCA
45 F Yy D L L L E M L D A HV M H N SR I LS PETPS G *
1366 TTCTATGATCTCCTCTTGGAAATGCTGGACGCCCATGTTATGCACAACAGCCGCATTCTCAGTCCTGAGCCTTCAGGATGA

Figure 5c. Séquences nucléotidiqgues et séquences protéiques dédegegcdpteurs
cestrogéniques béta (ERB_X4) et gamma (ERy) identifiés uniquement dans 1’ovaire de H.
niloticus Le codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gras. La région A/B en position
N-terminale est suivie du domaine de liaison a ’ADN (DBD) situé dans les encadrés
contenant la boite P soulignée doublement et la boite D en soulignement simple. Le domaine
de liaison au ligand (LBD) est souligné simplement suivi du domaine F en position C-
terminale. Les acides aminés impliqués dans la liaisenl’estradiol sont encerclés.

HnERs {igure 6) et HRERR®nt une structure secondaire composée de cinq domaines. Il s’agit
du domainaitué a I’extrémité N-terminale(A/B) qui contient la premiére fonction d’activation
AF-1, du domaine de liaison a I'ADN (DBD), de la séguence flanquante D qui favorise la

rotation du DBD (Aranda & Pascual, 20@1 yonstitue un site d’interaction avec des protéines
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corépresseurs (R. Kumar et al., 2011), du domaine de liaison au ligand (LBD)I 9+ le
estradiol (E2) se lie a des acides aminés pour induire la seconde fonction d'activation AF-2
(Aranda & Pascual, 2001 ; Kato et al., 1995)d&ine région C-terminale F dont aucune
fonction spécifique n'est encore connue chez les poissons (Aranda & Pascual, 2001 ; Nelson &
Habibi, 2013).

BED ERP_X1
A/B C D E
163 aa 82aa 4laa 237 aa
DBD ERp X2
A/B C D E
163 aa 82aa 41aa 230 aa
DBD ERpP_X3
A/B C D E
32aa 82aa 4laa 237 aa
DBD ERpP_X4
A/B C D E
163 aa 82aa 4laa 208 aa 14 ac

oo — -
A/B C D E
107aa 80aa 43aa 237 aa 14 aa

Figure 6. Structure secondairdes récepteurs cestrogéniques béta (ERB_X1, ERB X2,
ERB X3 et ERB_X4) et gamma (ERy) de Heterotis niloticusavec les cing domaine
caractéristiques et le nombre d’acides aminés (aa) correspondant. La structure en hélice
a des LBD obtenue avec I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSE
montre que les 12 hélices (H1 & H12) sont conservées chemtes ER X1, ERB_ X2,
ERB X3 et ERYy, la forme ER X4 a une H11 réduite et H12 est absente.
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Les quatreormes de HnERp (figure 7a) ont les domaines DBD et D identiques. Le domaine

A/B de HnERB X3a un nombre réduit d’acides aminés (32) peu conservés au niveau de

I’extrémité N-terminalepar rapport aux autres HnERp qui ont un domaine A/B identique de
163 aci@s aminés. HnERB_ X1 et HnERf X3 ont un LBD identique alors que les LBD des

formes HnERB X2 et HnNERB X4 ne possedent pas respectivement la séquence NMCVNSPE

et la séquence située entre*8eat Ale??® de HnERB_X1. Le domaine F de HnERP_X4 de 14
acides aminés différe des autres Riikui ont un domaine F identique de 35 acides. HnER]}

et HnERy partagent 58 a 68% d’identité en acides aminés et n’ont aucun domaine en commun.

(@)

HNERP_X1
HNERB_X2
HNERB_X3
HNERB_X4
HNERP_X1
HNERB_X2
HNERB_X3
HNERB_X4

HNERB_X1
HNERB_X2
HNERB_X3
HNERB_X4
HNERP_X1
HNERB_X2
HNERB_X3
HNERB_X4

HNERP_X1
HNERB_X2
HNERE_X3
HNERE_X4
HNERP_X1
HNERB_X2
HNERE_X3
HNERE_X4

(b)

HnERRa
HnERRy_X1 SEPKRUYCLVCGDASGYHYGVASCEACKAFFKRT IQGNIEYSCPATNECE | TKRRRKSCQACRFMKCLKVGMLKEGVRLDRVRGGRAKYKRR
HNERRy X2 SMPKRLUCLVCGDMASGYHYGVASCEACKAFFKRT IQGNIEYSCPATNECE | TKRRRKSCQACRFMKCLEVG EGVRLDRVRGGROKYKRR
HnERE_X1 -

HnERy

MASSPGSDLPLLQFQEVGSSKTGDRSSPGPLSGVYAGP VPGLAMESRAVC | PSPYADSSHDYTTLGF YNPSMLGYPGSVPDSPSVRPPLSPAIY 94
MASSPGSDLPLLQFQEVGSSKTGDRSSPGPLSGVYAGP VPGLAMESRAVC | PSPYADSSHDYTTLGF YNPSMLGYPGSVPDSPSVRPPLSPAIY 94
M L L L L LR
MASSPGSDLPLLQFQEVGSSKTGDRSSPGPLSGVYAGP VPGLAMESRAVC | PSPYADSSHDYTTLGF YNPSMLGYPGSVPDSPSVRPPLSPAIY 94

WSPQSHPSQLPPLTLHCQQPLMYGEPTRTPWVEPKAQDHNL VESSKLAGRRPLEGDEALSSSAACLTAKGDMHFCAVCHDYASGYHYGVWSCEG 188
WSPQSHPSQLPPLTLHCQQPLMYGEPTRTPWVEPKAQDHNL VESSKLAGRRPLEGDEALSSSAACLTAKGDMHFCAVCHDYASGYHYGVWSCEG 188

HE S e e S K L AGRRPLEGDEALSSSAACLTAKGDMHACAVCHD YASGYHYGVWSCEG|57
WSPQSHPSQOLPPLTLHCQOQPLMYGEPTRTPWVEPKAQDHNL VESSKLAGRRPLEGDEALSSSAACLTAKGDMHFCAVCHDYASGYHYGVWSCEG 188

CKAFFKRS IQGHNDY ICPATNQCT IDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMMKCGVRRERCS YRGVRHRRVPQIREVMLGSGSRTAQRARLESSLPPTKSF 282
CKAFFKRS IQGHNDY ICPATNQCT IDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMMKCGVRRERCS YRGVRHRRVPQIREVMLGSGSRTAQRARLESSLPPTKSF 282
CKAFFKRS IQGHNDY ICPATNQCT IDKNRRKSCQACRLRKC YEVGMMKCGVRRERCS YRGYVRHRRVPQIREVMLGSGSRTQRRLESSLPPTKSF 151
CKAFFKRSIQGHNDY ICPATNQCT IDKNRRKSCOACRLRKCYE VGM gCGVRRERCSYRGVRHRRVPOIHEVMLGSGSHTOHHLESSL PTKSF 282

QSLALTPEQLVLRI IEAEPPEIYLMKDMKKPFTESSMMMSLTNLADKELVLMISWAKK IPGFVELNLSDOVHLLECCWLEVLMLGLMWRSVDHP 376
QSLALTPEQLVLRI IEAEPPEIYLMKDMKKPFTESSMMMSLTNLADKELVLMISWAKK IPGFVELNLSDOVHLLECCWLEVLMLGLMWRSVDHP 376
QSLALTPEQLVLRI IEAEPPEI YLMKDMKKPFTESSMMMSLTNLADKELVLMISWAKK IPGFVELNLSDOVHLLECCWLEVLMLGLMWRSVDHP 245
QSLALTPEQLVLRI IEAEPPEI YLMKDMKKPFTESSMMMSLTNLADKELVLMISWAKK IPGFVELNLSDOVHLLECCWLEVLMLGLMWRSVDHP 376

GKL | FSPDLKLNRDEGSCVEG I ME | FOMLLAATARFRELKLQREEYVCLKAL ILLNSNMCVNSPETPEELESRAKLLRLLDAVTDAL VWA | SRK 470
GKL I FSPDLKLNRDEGSCVEGIME | FDMLLAATARFRELKLQREEYVCLKAL I LLNSESE S KTPEELESRAKLLRLLDAVTDAL VWA | SRK 463
GKL | FSPDLKLNRDEGSCVEG I ME | FOMLLAATARFRELKLQREEYVCLKAL ILLNSNMCVNSPETPEELESRAKLLRLLDAVTDAL VWA | SRK 339
GKL | FSPDLKLNRDEGSCVEG IME | FODMLLAATARFRELKLQREEYVCLKAL ILLNSNMCVNSPETPEELESRAKLLRLLDAVTDAL VWA | SRK 470

GLTFQQAOSARLAHLLMLLSHI RHLSNKEMEHSNMKMKNVVPLYDLLLEMLDANTMHSSHVHORPP-PGD INPQESSSHHTAENKPLQQ 558
GLTFQQOSARLAHLLMLLSHIRHLSNKGMEHLSNMKMKNVVPLYDLLLEMLDANTMHSSRVHQRPP -PGD INPOQESSSHHTAENKPLQQ 551
GLTFQOQQSARLAHLLMLLSHIRHLSNKGMEHLSNMKMKNVVPLYDLLLEMLDANTMHSSRVHQRPP - PGD INPQESSSHHTAENKPLQQ 427
GLTFQQQSARLAHL LML LSH | RHL I v - N /N - I - N 50:

CLVCGDMASGYHYGVASCEACKAFFKRT IQGN | EYSCPASNECE | TKRRRKECQACRFFKCLIKVGMLKEGVRLDRVRGGRQK YKRR

18¢
192
21¢

CAVCHDYASGYHYGVINSCEBCKAFFKRE 1 O CPATNECH |BKNRRKSCQACRERKCHEVGMMKEG VRRER| - 187
CEVCKDMASGYHYBVINSCEGCKAFFKRS 1Q CPANNGCH | DKSRRKSCQACRLRKCYEVGMMKNGVRRERER = 24t

Figure 7. Alignementdes séquences protéiques déduites des récepteurs cestrogéniques (ER)

béta (a) et dedomaines de liaison a ’ADN (DBD) des ERs et ERRs (b) de H. niloticus
(HnERB_X1, HnERB_X2, HnERP X3, HnERP_ X4, HnERRo, HnERRy X1 et HnERRy X2)

Le noyau du domaine de liaisa I’ADN (DBD) est encadré, les acides aminés impliqués dans
la liaison avec le 17B-estradiol sont indiqués par des triangles noirs. Les domaines peu
conservés sont en gris.

Les HnERs partagent moins de 48% d’identité avec les HnERRs. Les HnERRy partagent 78%

d’identité entre eux et moins de 59% d’identité avec ERRa. Cependant, le noyau du DBD des

différents récepteurs partagent une plus grande idefigitég 7b) : 89% entre ERp et ERy,
68 a 70% entre ERs et ERRs, 97% entre ERRy X1 et ERRy X2 et 94% entre ERRy et ERRa.
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Le noyau du DBD de tous les récepteurs (ERs et ERRBI. ddoticusest composé de 66
acides aminés dont six cystéinasvies d’une extension COOH-terminale (CTE) comprenant
entre 10 (pour HnERY) et 25 (pour tous les ERRs) acides aminés. Contrairement au noyau du
DBD, le LBD est beaucouplys variable, HnERP et HnERy partagent 76 a 77% d’identité et
HnERs partage moins de 33% d’identité avec HnERRs.

HRERE_X1 --GEDLP-LLOFQEVGSSKTGDR - SRAVC I PSPYEDSSHDY[- - - - TLEFYNPSMLGYPGS o a1
SIERR -GGDLP-L| oflvGsHK TGDR - SARAVC IPSPYBDSSHDYM- - - - TLSFYNPSMLEYPGSE I BD 82
COBERP P GDLP-LLOLQEVGSSKTGDR RAVC IESPYMDSSHD TLSFYNPMLG SE15D a2
OmERp LLaL AWEC | PSPYTDNSHD FYNPSMLG PISD &7
CaERp ﬁ LLaL, iclpspvmaﬂn IF'r PEMLE D a7
CeERR LLOLCIE CIPSPYTDEGHOET- - - - TLEFYSPEIELG S0 78

HRERG_X1 SPS- LTLHCQQPLMYGEP -[BRTPWVEPKAGQDHEL VESS - - - - - - DE- ALSSSAACLTH 162
SERE SPS- LTLHCQQPLVYGEP - PBRTPWVEPKAQDHALVESS - - - - - - DE-ALSSSAACLTG 163
CbERR LTLHCQQPLMYGEP - PRTPWVEPKAQGDHBL VESS - - - - - - DE-ALSSSAACLTG 163
OmERE L 172
CaERp G 174
CcERR - VA@EL SPSLRWRPHSHEE = - WSSV L HECCTREGONHP TGGSWAEDTPHCHSEEENE - - - - - - - LRG 153

HRERE_X1 AVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKAS | QGHNDY ICPATNQCT | DKNRRKSCQACRLRKCYEVGMMKCGVRRERCSY - - AGHA 250
SERR AVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRS | QGHNDY ICPATNQCT I DKNRRKSCOACRLRKCYEVGMMKCGVRRERCSY - - AGMA 251
CbERR AVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKAS | QGHNDY ICPATNQCT | DKNRRKSCQACRLRKCYEVG I(CGVHFIEH-V— -RGMA 251
OmERR AVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKAS | QGHNDY ICPATNQCT | DKNRRKSCQACRLRKCYEVG -RGHR 260
CaERp AVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKAS | GEHNDY ICPATNQCT | DKNRRKSCQACRLRKCYEVG 262
CoERP AVCIDYASGYHYG\M‘SGEGGKAFFKHS | QGHNDY | CPATNQCT | DKNRRKSCOACRLRKCYEVG 243

HRERE_X1 HRRAV - FOIH- l ORRLE----- AEPPE | YLMKDOMKKPFTEESMMMSLTN 325
SERE HRAV-PQIRDTA- -GP PH ORRLE----- AEPPE | YLMKDFKKPFTESTMMMSL TN 326
CbERE HRRV- FQlHDm GP PH ----- AEPPE | YLMKDFKKPFTESTIMMMSLTN 326
OmERR HRH\!‘ POBREVSGEDY - - - GNGTRACMRLE- - - - - AEPPE | YLMEDLKKPFTEASMMMSL TN 338
CaERp HRRGEP HDT nEF‘PEIYLaD KKPFTEMSMMMEL TN 352
CcERR -H AEPPE | YLMNDMKKPFTE MMSLTN 319

HRERB_X1 LhDKEL\I‘LMISWAKKIPGFVELlLSDOVHLLECCWLEVLMLGLWRSVDHF‘GKLIFSPDLKLNFI EGSCVEGIME | FOMLLAATERFREL 415
SERR L.I\DKELVLMISWAI(KIPGFVELSLSDOVHLLEGCWLEVLMLGLMWFISVDHF‘GI(LIFEPDLKINFI EGHCVEGIME | FOMLLAATARFREL 416
ObERE L ADKEL WLMISWAKK | PGFVELSLSDQVHLLECCWLEVLMLGLMWRSVDHPGKL | FSPOLKJIINRBEGSCVEG IME | FOMLL AATRFREL 416
OmMERB LADKELVLMISWAKKIPGFVELSLFEDOVHLLECCWLEVLMLGLMWRSVDHPGKL | FSPDLKLNREEGNCVEGIME | FOMLLAATSRFREL 428
OmERp LhDKEL\l‘LMISWAI(KIPGFVELSLIDC.HLLlGCWLElLMLGLI‘u‘MI'FlSVDHF‘GI(LIFSPD'ELNFI EGIGVEGIMEIFDMLL!&.T RFREL 442
CcERE LADKEL VEMI SWAKK | PGFVELSLEDQVHLLEGCWLEVLMLGLMWRSVIBHPGKL | FSPDLEBLEBRDEGSC VEGENE | FOMLLAST REL 409

HnERE_X1 KLQREEYVCLK ILLI'\ISNP(HG\lI SPETPEELESRAKLLALLOEVTDAL VWA | SAKGLIFQOOSARLAHLLMLLSH I RHLSNKGMEHL SHM 505
SEREF KLOREEYVCLK ILLI'\ISNP(HG\lI PETPEELESRAKLLRLLDAVTDALVWA IARKGLEFOQOQOSARLAHLLMLLSH IRHLSNKGMEHLSTM 506
ObERp KLQREEYVCLK ILLNSNMCBSSPET E LESRAKLLALLDAVTDAL VI FQQOQSARLAHLLMLLSH IRHLSNKGMEHLSTM 506
omERE MLOREEYVCLK ILLNSN SPE LESFI KLLRLLDSVTDALVWAIS FQQQS5
CaERp KLQREEYVCLK ILLNSN SS5P TF‘EELESFI KELRLLDEVEIDALVWAIS QO
CcERR KLOQREEYVCLK ILLNSNMCESSEBEEGEEELASR FOQORS

RLAHLLMLLSH IRHMSNKGMEHL SEM 515
RLGHLEMLLSH IRHMSNKGMBHL STM 532

KLLELLDEVTDALVWAIS RLAHLLMLLSH IRHLSNKGMBHLEBM 499

HRERB_X1 KMKNVVPLYDLLLEMLDANTMHSSR GOMMPCEE- - - - - - - - - TAENK 554
SERE KMKNVVPLYDLLLEMLDANTMHSSREHNRP@PGEASPQEP - - - - - - - - - - - oo - oo oo o oo oo oo SPSSTAENK 555
ObERP KMENVVPLYDLLLEMLDANTMHESRMHNRPBPGEASPQEP - - - - - - - - - - - oo oo oo oo oo SPSSMAERK 555
omeRrp KEKNVVELYDLLLEMLDANTHS S AMSATHO -SHNDPTECERRPAE - - - - - - - - - - - - 595
oaERp KRKNV YDLLLEMLDAN* 822
CcERp KMKIKEIVF L YDLL L EMLDARIM 538

HRERB X1 - - - -

SIERR
OBERP
OmERE
OaERp
CcERP

Figure 7c.Alignement des séquences protéiques déduites des réseptaupéniques (ER)
béta deH. niloticus (HnERB X1) avec les ERf de S. formosugSfERp), O. bicirrhosum
(ObERB), O. mykisOmERP et OmERY), O. aureugOaERp et OaERy) et C. carpio(CcERp

et CcERy). Le noyau du domaine de liaison a I’ADN (DBD) est encadré, les acides aminés
impliqués dans la liaison avec le 17B-estradiol sont indiqués par des triangles noirs. Les
domaines peu conservés sont en gris.

La comparaison des ERB de H. niloticus avec d’autres especes de téléostéefigufe 7c¢)
montre que le noyau du DBD de HnER est identique a celui de ERB de S. formosus
(XP_018583081.1) et d®. bicirrhosum(BAT68972.1)et partage 98% d’identité avec le
noyau du DBD de ERB de O. mykiss(CAC06714),0. aureus(ACF75103) etC. carpio
(BAF99814. Le LBD de HnERp_ X1 partage une identité de 95% avecS. formosus93% avec

O. bicirrhosumet 82% ave®©. mykissO. aureuset C. carpia La comparaison des séquences
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du DBD/LBD f(figure 7d) entre HnRy et les ERy d’autres espéces montre une identité de
89/74% pourO. mykisgNP_001118042), 89/72% poQr. aureus(ACF75102.1) et 89/70
pour C. carpio (BAF99813.1). Les identités en acides aminés efRe sont plus faibles
qu’entre ERP.

HNERy -B- -BY- --ESEL s YsS

IN 1 PSPEMD DNSER-------
0OaERy - -H- - EVD E -SRILSPI S QP ICIHSPYTD DEWEN- - -----
OmERy EVD ﬂsm ME ICIPSPYTD DENPL------ -
CcERy CIPSPY D
HnERy - - - - P P --

OaERy - - - FYSP- - ss SLS SLFWP GTPITLHCEPQBRSQOGOS A --B-- -RSQ 13?
OmERy - - -8FYSP- YAGP LS SLSPSLFWPP PLSLHHRPQSRPQ - - HAL S -RSQ 163
CcERy YSP-TVL.Y-P LSPENFWPP THLSLHCPP AT HIT L S| 155
HNERy FSL GIVG.DYASGYHYIVWSGEGGKAFFKHSIQG-DYIGPAINQGTIDK RRKSCQACRLRKCYEVGMMKEGVR 183
OaERy ESEES ---KA LHMCAVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRS IQGHNDY ICPATNQCT IDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMTKCGHIR 226
OmERy EGEE - - -KAELHHCAVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRS IQGHNDY ICPATNQCT IDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMTKCGMR 252
CcERy G SPG-K HHCAVCHDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRS IQGHNNY ICPATNQCT I DKSRRKSCQACRLRAKCYEVGMMKCGVR 247

HnERy RER LS A L L LEBT------------ L PEQL ISRELENMEPPE | YLMWNDEKKPETEM 250
CaERy YR H -LS AEPKG LNKPEKPH - - - - --------- LITPEQL IER | LEAEPPE | YLMKDEKRPLTEA 301
OmERy R R SYRG - RGTASGPKEVL|- - AEGSE-EP|IKELE- - - - - - - - - - - - LTPEQL IGR | MEAEPPE I [ELAKD PLTEA 327
CcERy REREBSYRG - R Vi LELSPEQL ILEAEPPEI YL KKPHMTEA 336

HNERy SIMIS LT.LADKEL-MISWAKK |PGFFELELSDQVHLLBCCWLEVLMLGLIIWRS VDHPGKL | FSPD LILIHIEGSC-G-EI FDMLLAAT 352
OaERy SMMMEIL TNLADKEL VHMI SWAKK | PGFVEL IDQVHLLECCWLEVLN.GLMWHSVDHPGKLIFIPDLSL REEGSCV EIFDML.AAT 393
OmERy NMVMMSLTNLADKELVHMI SWAKK | PGFVEL DQVHLLECCWLEVLMLGLMWRS VDHPGHL I FSPDLSLNREEGSCYV | FDMLLAAT 418
CcERy S MMSLTNLADKELV.MISWAKKIPGFVEL LSDQVHLLECCWLBMLMLGLMWRSVDHPGKL | FSPDLELNREEGHC VEG EIFDMLL T428

HnERy SRFRELELQKEEYVCLKADNL LNSEIYL ¥ QSR.KL LLNAVTDAL IAK.GLSFQQOSAHLAHL.MLLSHIHHVSNKEMDH 444
OaERy MRMRELKLQREEYVCLKAMILLNSNMCLSSSDGSEDLQSRSKLL LLDA.TDAL AIBKTGLEFREQONTRLAHLLMLLSH I RHVSNKGMDH 485
OmERy SRFRELKLQREEYVCLKAMILLNSNMCLSS GSE LQSRSKLLRLLDAVTDALVWA I AKTGLSFQQQSARLAHLLMLLSH | RHVSNKGMDH 511
CcERy SRFRELKLQBEEYVCLKAMILLNSNECESE SH.K.LHLLD.VTDALW\.I-TGLSI('OSIFILAHLLMLLSHIHH.SNKG-H 520
HNERy LHCMKMK VVP.YDLLLEMLDAH.MH. ----------------------------- 481

OaERy LHCMKMKN VPLYDLLLEMLDAHIMHSS ............ 557
OmERy LHCMKMKN

CcERy L.MK.KNVV.LYDLLLEMLDA-SSR

VPLYDLLLEMLDAHIMHS ................... 560
606

Figure 7d. Alignementdes séquences protéiques déduites des récepteurs cestrogéniques (ER)
gamma deH. niloticus(HnERy) avec les ERy de O. mykisYOmERYy), O. aureugOaERy) et

C. carpio(CcERy). Le noyau du domaine de liaison a I’ADN (DBD) est encadré, les acides
aminés impliqués dans la liaison avec le 17p-estradiol sont indiqués par des triangles noirs. Les
domaines peu conservés sont en gris.

La boite P intervenant dans la reconnaissancé A#@8N au niveau de la DBD (Aranda &
Pascual, 2001) est représentée par deux peptides : EGCKA au niveau des HnERs et EACKA
au niveau des HnERRs. La boite D qui est impliquée dans la dimérisation des récepteurs
(Aranda & Pascual, 2001) est représentée par quatre petiiENQ (HnERp), PANNQ
(HnERy), PASNE (HnERRa), et PATNE (HnERRY).

Les six acides aminémpliqués dans la liaison avde2 (Sabo-Attwood et al., 2004pnt
présents chez HnERB_ X1 (Glu®®, Arg®™, Gly*8 His”®?, Lewr? et Met), HnERB X2 (Glu®%,
Arg®’, Gly*%8 His”®, Lewr®? et Mef®), HnERB X3 (Glu33C, Arg®™?, GIy**®, His", Lel’®? et
Met®) et HnERy (Glu?’3, Arg®¥ Gly*, His*** Leu*® et Mef*®) (figure 5 et figure 7).
HnERB_X2 ne conserve que deux acides aminés impliqués dans la liaison avec E23{6lu
Arg®}) et ils sont absents au niveau des HNnERRs.LUB® de HnERB X1, HnERB_ X2,
HnERB_ X3 et HnERy (figure 6) ont une structure tertiaire composéeld hélices o avec
’hélice 12 située respectivement de &4 LewP??, Lew?®® - LelP?, Leu?®? - Lel?® et Tyr™' —
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Asp*®®. Quant au LBD déInERB_ X2, il est dépotvu de ’hélice 12 et posséde une hélice 11
beaucoup plus réduite que les auti@ERf.

Prolactine (PRL)

La prolactine (PRL) est une neurohormone polypeptidique multifonctionnelle dont la fonction
de reproduction chez les poissons englobe le cycle et le développement reproducteur, la fraie
et les soins parentaux (Whittington & Wilson, 2013).

L’expression de la prolactine d¢. niloticus(HnPRL) dans I’hypophyse a été identifiée grace

a un transcrit de 627 paires de bases codant pour 209 acides digumés3@).

Le précurseur protéique de HnPRL posséde un peptide signal de 25 acides amihés (Met
Cys®), quatre hélices o majeures représentant 56% de I’ensemble de la protéine : hélice 1
(PheB- His™®), hélice 2 (GI&®- Setd), hélice 3 (GIF?* Lys!*d) et hélice 4 (Asp®- val?®}) et

deux courtes hélices o entre I’hélice 1 et I’hélice 2 : hélice 1' (Vi Lys®) et hélice 1" (Ly&-

Sef?) (figure 8b). La structure tertiaire de HnPRfigure 8c) montre que les quatre hélices
majeures forment deux paires antiparalléles, hélice 1 / hélice 4 et hélice 2 / hélice 3. HhPRL
mature contient quatre cystéines dont ame ’hélice 1' et I’hélice 1" (Cys’®), deux dans
’hélice 4 (Cys'® et Cy2®) et une en fin de séquence (&5 A partir des alignements
effectuésfigure 8d), HnPRL montre une conservation des quatre cystéines mais des identités
en acides aminés élevées ou moyennes avec les PRLfatenosugXP_018592416) (74%)

C. carpio (CAA37063) (58%),0. mykiss(AAA49611) (53%) etO. niloticus (AAA53281)

(49%).
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(@)

1M M R 0 S 9 G S R F L WS A YV L L S L CA Q CHZ CVNI[F s DIMDR R A
1 ATGATGCGTCAATCCCAAGGTAGCAGATTCCTGTGGTCAGCCGTGCTGCTGTCCCTCTGTGCCCAGTGTCACTGTGTCAACTTCAGCGACCTGATGGACAGGGCA
3V 0 L s D K L H F L S N S L K I DL D S HIJf P A V G XK R I PR L S LQ©®
106 GTTCAGCTCTCAGACAAACTGCACTTCCTCAGCAACTCCCTCAAAATCGACCTGGATTCTCATTTTCCAGCTGTGGGGAAAAGGATCCCTCGCCTGTCTCTGTGC
708 T S S L R T P M D K S Q vV L s L P[E S E L L S L I 9 S L L L S W K N
211 CACACTTCTTCCCTCAGAACACCCATGGACAAGAGCCAGGTGCTCAGCCTGCCGGAGTCGGAGCTGCTGTCCCTCATTCAGTCCCTCCTCCTGTCGTGGAAGAAT
062 L P V L S S E A SJs L P HAWI[Q NG I S T KAZKOQTLOQTETHWEHS L H
316 GCACTGCCGGTCCTCTCCTCCGAGGCCTCCTCTCTCCCCCACGCTTGGCAGAACGGCATCAGCACCAAAGCCAAACAGCTACAGGAGCACTGGCACAGCCTCCAT
41T 6 L s T L A H KlM G s s S DS AAUVPYDETSSTILGTUDI[DNSSRILAG
421 ACTGGACTCAGCACACTGGCACACAAGATGGGCTCTTCTTCCGACTCTGCTGCCGTTCCGTACGACGAGAGCAGCCTTGGCGACGACAATTCTCGACTCGCCGGC
176 F B F L L S(@©OF R R DS H K I DNFILZEKTITLT RE@ERUVYHEEKOQEKTLDUVQO *
526 TTCCACTTCCTGCTGTCCTGCTTCAGGAGGGACTCGCACAAAATCGACAATTTCCTCAAAATTCTCCGCTGCAGGGTCCACAAACAAAAACTGGATGTGTGCTGA

(b)

Peptide signa

25 aa 29aa 3aa 6aa 27aa 28 aa 33 aa

(d)
HnPRL M-MR DLMBRAWQLSDKLHFELSNSLKIDLDSHFPEVY IBPRESHCHTSSLET 77
SfPRL M- ERR - DLMBRAMQLSDKNMHELSTSLKSDLDNHEPAV I = PHLSLICHTSELKT 77
CcPRL M- - DLEERASQLSDKLHSLSTSLTNDLDSHFPPVGRVEMMPRPSMCHTSSLQM 76
omPRL MHA-RRSQG i DLMERASORSDKLHSLSTSLTKDLDSHFPPMGRVMMPRPSMCHTSSLAQT 76
OnPRL MRERR LFERASOHSDKLHSLSETL TAELDSHFPPIUGRY IMPRPEMCHTSSLQT 77
HAPRL PMDKIgIL ESELLSL SLLLML.LSSEHSSLPH 1 SfiK KIL SLETGL 156
SPRL PMDK LELSESELLSLMASLLL DALLLLSSEASSLPHPSTST I@VKAKQL LGTGL 185
CcPRL PNDKDQAL EBELLSLARSLLLAWSDPLELLSSEASSLEAHP TIBSKTKEL SLGAGL 156
OmPRL PKDKEQALKWMSENELWSLARSLLLAWNDPLLLLSSE LPHPS ISSKIREL SKSLGDGL 156
OnPRL PIDKDQALQMSESBELMSLARSLLEBAWSDPLNNLSSBASTLPHP T IENKIGERM SKSLEBGL 157
HnPRL PLY SLGHDBNSRLEGFHFLL FHHDSHKIDIFLKILHH!K 209
SPRL PLAY SLGEDDDSRLMNFHFLLSOJFRRDSHK | DNF LKL LRIGR ANK 211
CcPRL PF-YTS-SLGADKTSRLMNFHFLLSJFRRDSHK IDSFLKVLRRAAK 210
OmPRL PF- LGNDKTSRLINFHFLMYJFRRDSHK IDSFLKVLRIRARK 210
OnPRL P - LGHDKIFFRL INFNFLL RRDSHK IDSFLKVLRRAAK 212

Figure 8. Séquence nucléotidique et séguence proté
déduite (a) de la prolactine (PRL) He niloticus (HNPRL),

Helice 2 structure secondaire de HnPRL avec les différents dom:

eiice = (0),  structure  tertiaire  obtenue avec  |-TASSI
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)

Helice < montrant les héligs o de HnPRL (c) et alignement (d) avec
les PRL deS. formosugSfPRL), O. mykiss(OmPRL), O.
niloticus (OnPRL) etC. carpio(CcPRL).

Dans la figure (a)le codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gras; peptide signal

est souligné simplement, les quatre hélices majeures (1, 2, 3 et 4) disposées de fagon successive

sont dans des encadrés et les courtes hélices 1' et 1" sont doublement soDligné&eigure

(d), les quatre cystéines conservées sont dans des cercles, les tirets marquent un défaut

d’alignement, les chiffres indiquent la position des acides aminés en fin de séquence, les

domaines peu conservés sont en gris.

Hélice 1"

Récepteur de la prolactine (PRLR)

Le récepteur de HNPRL (RRLR) est exprimé dans 1’ovaire des femelles en vitellogenése et

est représenté par un transcrit de 1767 paires de bases codant pour une protéine de 589 acides
aminés figure 9a). HNPRLR consiste en un peptide signal de 25 acides aminés (da®)

suivi de trois domainedigure 9b), un domaine extracellulaire (EC) de 207 acides aminés
(Ser®- Arg®?, un domaine transmembranaire (TM) de 23 acides aminéS¥3ier®) et un
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domaine intracellulaire (IC) de 334 acides aminés {Rsfyr°®9). L’ alignement des séquences
de HNPRLR avetes PRLR d’autres espéces de téléostéens (figure 9¢) montre une identité en
acides aminés de 85% ave8. formosus(XP_018604730), 57% ave®©. mykiss
(NP_001118071), 55% avedcC. carpio (AAK95833) et 51% avecO. niloticus
(NP_001266477).

(@)

1M M W K D S GAUP L I L S L LV SV VLD SATCLS PP G K P RULT S
1 ATGATGTGGAAAGACTCTGGAGCCCCACTGATTCTGTCACTGCTGGTCTCTGTGGTCCTGGACAGTGCCTGTCTGTCTCCCCCAGGAAAGCCTCGGCTCACCAGC
36 R S P E K E T F T CWWE PG L DGGUL P TN Y s L F Y R KE N s D
106 TGCCGATCTCCTGAGAAAGAAACCTTCACCTGTTGGTGGGAGCCAGGCTTGGATGGTGGCCTGCCCACCAACTACTCCCTCTTCTACCGCAAAGAAAATTCTGAT
77s v Yy EC P D Y HTAGI KNS CVFF S KNDT S I WV N Y NTI TV V A
211 TCTGTGTATGAGTGCCCAGACTATCACACTGCAGGAAAGAACTCCTGCTTTTTCAGCAAGAATGACACTTCAATCTGGGTGAATTACAACATCACTGTGGTGGCA
06T N A L G S N F s D PV DV DV VY I V QP HTPENTLTV V L E G E
316 ACCAATGCCCTAGGGAGCAACTTCTCAGACCCTGTGGATGTGGATGTTGTGTACATCGTCCAGCCCCACACACCAGAGAACTTAACCGTTGTTTTGGAAGGTGAA
141 E N P F L V VR W E P P R MADTIR S G W I T UL I Y Q L R V K L E K E
421 GAAAACCCATTCCTGGTGGTGCGGTGGGAACCCCCTCGCATGGCGGACACACGCTCTGGCTGGATTACTCTCATTTACCAGCTCCGTGTAAAGC TGGAAAAAGAA
176 E E W E E H F A G Q Q K QQ F N I F S L HS G E V Y MV Q V R C K P D H
526 GAGGAGTGGGAGGAGCACTTTGCTGGACAGCAGAAGCAGTTTAACATCTTCAGCCTGCACTCGGGGGAGGTGTACATGGTACAGGTCCGCTGTAAGCCTGACCAT
2116 F W s E W S T T A Y V K I P D Y I S K D R |S v W I L I T I F S A F L
631 GGCTTCTGGAGTGAATGGAGCACCACCGCTTATGTGAAAATTCCCGACTACATTTCTAAAGACAGGTCAGTTTGGATCCTGATAACTATTTTCTCAGCATTCCTT
246 ¥ L V F I w T M H I N R N S V K H F L L P P V P G P K I K G F D T Q L
736 TTCCTTGTCTTCATATGGACTATGCACATTAACAGAAACAGTGTGAAACATTTTCTCCTCCCCCCTGTGCCTGGACCARAGATCAAAGGATTTGATACTCAGCTG
28lL K s G K S E E V F NA LV I Q G ¥ T P P S Y Y DODILUL V E Y L E V Y
841 CTCAAGAGTGGCAAATCAGAGGAGGTCTTCAATGCCTTGGTTATCCAGGGCTTCACACCACCGTCATACTATGATGATCTGCTGGTGGAGTACCTGGAAGTGTAC
316D N KX E Q VvV L K L bDRZKXK DV QE S RF K S K S S s DS D S G R G s C D
946 GATAACAAGGAGCAAGTGTTAAAGCTTGATAGAAAGGATGTTCAAGAGAGTCGGTTTAAGTCCAAGAGCTCTTCAGACAGTGACTCTGGGAGAGGCAGTTGTGAC
3531 s R T L L M E K C G E P K EDOQTMTI S Q V KAGE AS U RE I L MKN
1051 AGCCGCACATTATTAATGGAGAAATGTGGTGAACCCAAAGAGGACCAGACCATGATATCACAAGTAAAAGCTGGTGAGGCTAGCAGAGAAATATTAATGAARARAT
386 b s s I P E S A NV KT X T WP T I C S S Y HPEWNDNTLCY H S I P E
1156 GACAGCAGTATCCCAGAATCTGCTAACGTGAAAACCAAAACATGGCCCACTATCTGCTCATCCTATCACCCCGAATGGAATCTATGCTACCACAGTATTCCAGAG
421 M P V Q C Q V P S S H F S S T H Q Q D Y W E H P A E I Y HZK K P P S G
1261 ATGCCAGTCCAGTGCCAGGTACCTAGCAGCCACTTTTCTTCCACACACCAGCAAGACTATTGGGAACACCCTGCAGAGATCTACCACAAGAAGCCTCCGTCTGGC
456 Y R Y T Q A Y S E F N I K G I G M K A S A F P P S K S M E Y V E V Q H
1366 TACAGATATACCCAAGCTTACAGTGAGTTTAACATTAAAGGAATTGGCATGAAAGCATCCGCTTTTCCTCCGTCTAAGTCCATGGAGTATGTGGAGGTTCAGCAT
491 v N Q E N T L I L K P I S Q E G P D H M ECGGHD Y S KV N R V V S
1471 GTCAACCAAGAGAACACATTGATATTAAAACCCATCAGCCAAGAGGGTCCAGACCACATGGAGTGTGGAGGACATGATTACAGCAAGGTCAACCGGGTGGTCAGT
526 D s Vv L L L Q R DM S G ¢ C L s DC QDI RETU®PSGOQ S C T Q Q Q S G K
1576 GACAGTGTCCTCCTGCTTCAAAGGGACATGTCTGGCCAGTGCCTCAGTGACTGCCAGGATAGGGAGACACCAGGGCAGAGCTGCACACAGCAACAGTCTGGARAG
5l P A E H L Q V P V A P E T R L T L N G Y V DT A T ML S Y *
1681 CCAGCAGAGCACCTGCAAGTCCCTGTGGCTCCAGAAACACGCCTGACACTGAATGGCTATGTGGACACAGCCACCATGTTATCATACTAA

(b)

Peptide signa Domaine TM

Domaine EC Domaine IC

25aa 207 aa 23 aa 334 aa

Figure 9. Séquence nucléotidique et séquence protéique dédudenfadélisation en boxes

avec les différents domaines (b) du récepteur de la prolactine (PRLR). aéoticus
(HNnPRLR). Dans la figure (als codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gras, |
peptide signal est souligné simplement, le domaine transmembranaire (TM) situé dans des
encadrés est entre le domaine extracellulaire a@jveau de 1’extrémité N-terminale et le
domaine intracellulaire (IGu niveau de I’extrémité C-terminale
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YSLFYRKENSDEVYECPDYHTAGKNSCFF 88
YSLFYRKENSDTVYECPDYHTAGHNSCFF 88
L TSCRSPHKETFTCWWE GSDGGIPTTYSLFY.KENS:EVYECPDYHTAG NSCFF 88

SIPRLR RDSGASL ILSLLSHY - LTSCRSPEKETFTCWWEPGSDGGLPT
OmPRLR
OnPRLR CRSPEKETFTC PGSDGGLPTTVH LN YRKEGBSDUWVHECPDYHTAGKNSCFF 89
CcPRLR LTSCRSPEKETFTCWWEPGEDGGLPTTYALYYHUENSETVYECPDYKTAGNNSCFF 86

HnPRLR KNDTSIWVNYNITVVATNALG NMFSDPVDVDVVY | VQPHTPENLTV - VLEGEENP FL EPPRMADTRSGWI TL | YOLRVKLEKEE - 176
SPRLR SKNDTS IWVNYNITVVATNALGSNFSDPVDVDVVY IVQPHTPENLTV-VLEDEDNPFL EPPRMADTRSGWITL | YQLRVKLEKEE - 176

OmPRLR NKN TSIWVNYNITVVATNALG NFSDPVDVDVVY | VOPHTPENMTVBVLEDEDGP FLRVSWEPPRKADTRSGWI TL | YELRVKL EERE - 177
OnPRLR NKN IWVBYN I TVVATNALG SDP@ED DVVYIVQP PEKL] PFLRVSWEPPRKADTRSGWI TL | YELRVKLEDEES 179
CcPRLR NKNDTS VNYNITVVATNALGKNESEPV VDV.YIVQP TPENMT PFHRVSWEKPRIADTRSGWI TLEYQLRVKEAK 175

HNPRLR EWEEHFAGQQKEFNIFSLHSGEVYMVQVRCKPDHGFWSEWS TTHRYVKEPDY I RSVWILI FSAFHFL TMH INRNSVKHELLP 266
SfPRLR EWEEHF AGQQKBFN I FSLHSGEVYMVOQVRCKPDHGFWSEWSAT ILIAVFSEFIF TMH INRNSVKHELLP 266

HnPRLR DSG“LILSLLVSVV -LDBABLSPPGKPRLTSCRSPEKETFTCWWEPGHDGGLPT

OmPRLR EWEEHRAGQQKMFNNFSLHSGBYYMVQVRCKPDHGFWSEWST ILIAVFSAFIFLIULT NRSSVKHCLLP 267
OnPRLR EWENHAAGQQKMFN | FSLESGETY VRCKPDHGFWSEWSBTSYVKVPE REESvWI LMLVFSAFIBLELT SEKHCHMLP 269
CcPRLR EWEENMAGMOKY¥NNFSLH MVQVRCKPDHGFWSE THYHKMPDY IBR RS.WI FSHIF I RNSVKECLLP 265

HNPRLR PVPGPK I KGFDFQLLKSGKSEEVFNALV IQGF P. YDDLLVEYLEVYDNKECQHLELD KS-KSSSDSDSGRGSCDSHT 353
SPRLR PVPGPK | KGFD LLKSGKSE.VF ALV IQGNPPTSYHYDDLLVEYLEVYDNKE LMLD IDSGRGSCDS 353
OmPRLR PVPGPK | KGFD LLK.GK EEVFN Lv FPP S DLLVEYLEV NE QEL SDNDSGRGSCDSHT 356
OnPRLR PVPGPK I KGFD LLKSGKS EVF ALV FPPT DLLVEYLEV EQQEL KS-S SDSDSGRGSCDSDHN 358
CePRLR PVPGPK | KGFDKQLLKSGK EVFN LVIQGFPPT YDDLLVEYLEVYDNEEQEL| LD KS-KSPSDEDSGRGSCDSAT 352
HRPRLR LLMEKCG- - - EPKEDQTM- VKK TWP T - 428
SPRLR - e -N- - VKK TWP TIIES - 428
OmPRLR - - - - -[lP VKTWPEVFS 441
OnPRLR PDHSSEKVKTWPSVFS 447
CePRLR VKTWPMVFS - 434
HNPRLR - - - - - - -EEPPSKSMEYVEV 491
SPRLR - - - - - =FPHESKSLEYVEV 491
OmPRLR - PPSRSMEYVEV 530
OnPRLR - - 523
CePRLR 502
HnPRLR NQENTL - HDYSKVN VVSD.VLLLQRD.S- 567
SPRLR NQENTL - HDYSEVN VVSDNV.LLQRDTS- 569
OmPRLR 618
OnPRLR 606
GePRLR 582
HnPRLR

SPPRLR

OmPRLR

OnPRLR

CcPRLR

Figure 9c. Alignement des séquences protéiques déduigssétepteurs de la prolactine
(PRLR) deH. niloticus (HNPRLR) avec les PRLR d8. formosuqSfPRLR), O. mykiss
(OmMPRLR),0. niloticus(OnPRLR) etC. carpio(CcPRLR). Les domaines peu conserves sont
en gris.

Sous unité alphade I’hormone glycoprotéique (GPa)

Une sous unité de I’hormone glycoprotéique (GPa)) commune a I’hormone lutéinisante (LH)

et a I’hormone folliculo-stimulante (FSH) (Acharjee et al.,2015) a été caractérisée dans
I’hypophyse de H. niloticus La séquence nucléiqgde HnGPo comprend 345 paires de bases
codant pour une protéine de 115 acides amifigisr¢ 10d). La structure secondairégure

10b) permet de distinguer un peptide signal de 24 acides aminés et trois domaines o loop
respectivement de 25, 28 et 23 acia@$nés. HnGPa compte dix cystéines (Cysa Cys9) et

I’ loop 1 est située entre les Cys'et Cy$, I’a loop 2 entre les Cyst Cy$ et 1’0 loop3 entre les
Cys’et Cy$ (figure 10a). Deux sites de N-glycosylation ont été prédist un dans I’a loop

2 (NITS) et I’autre dans 1’a loop 3 (NHTD).

Une comparaison de séquendégufe 10c) montre que HnGPa est identique a la GPa de A.
gigas (AlG51239) et que certains domainesnt communs avec les GPa de S. formosus
(XP_018588619.1) (82%}¥;. carpio(CAA39852) (74%)Q0O. niloticus(AAP49577) (65%) et
O. mykisYBAB17685) (61%).

187



(@)

1M S Y T G K L T I A SV L AL L A I L H I VDsNTFQ NU VG GE[OETEQZK.TLL
1 ATGAGCTACACAGGAAAACTGACCATTGCATCTGTTCTGGCATTACTGGCCATCTTACATATTGTAGACTCTAATTTCAATGTGGGTTGTGAAGAGTGCAAACTT
3K E N K Y F s R L GAPIF o@O@UusQ@I@OF s =rRay pPTPLRSEKTZEKTM
106 ARGGAGAACAAGTACTTCTCAAGGCTGGGAGCACCCATCTTTCAGTGCATGGGCTGTTGCTTCTCCAGAGCATACCCTACACCTCTGAGGTCCAAGAAAACAATG
711 v P K N 1 1T s E A TQEO@©V 2K EV KRLITLNNU VR RRTLEUNHTDCQE ]
211 CTGGTTCCCAAGAACATAACATCCGAGGCAACGTGCTGTGTGGCTAAAGAAGTCARACGGCTGATCACACTGAACAACGTGAGACTGGAARACCACACGGACTGT
106 ©@ N TO Y Y H K s *
316 CACTGCAACACCTGCTACTATCACAAGTCATAA

Peptide signal
24 aa 25 aa 28 aa 23 aa
(c)
HNGPa LALLAJLHIV- -[¥8- -DSN dCCFSRAYPTPLRSKKTMLVPKN | TSEA 84
AgGPa LALLAJLHIV--=---DSN JCCFSRAYPTPLRSKKTMLVPKN | TSEA 84
SiGPa LALLALLHIV--=+--DSN JCCFSRAEPTPLEERK TMLIIPKN I TSEA 84

CeGPa
OnGPa

N
OmGPa

HnGPa AKEVKRLITLNNVRLENHTCC [YYHKS 115
AgGPa AKEVKRL I TLNNVRLENHTDICHC Y YHKS 115

siGPa AKEVKELETLNN RLENHTCC YEHKS 115
CcGPa AKEVKR N L NHTCC
OnGPa A HC
OmGPa AKEGERMTT NHTEICHC

YYHKS 118
YEHKE 117
[YYHKS 114
Figure 10. Séquence nucléotidique et séquence protéique déduite (a) de la sous unité alpha de
I’hormone glycoprotéique (GPa) de H. niloticus (HnGPa), modélisation en boxes avec les
différents domaines (b) et alignement (c) avec les GPa de A. gigas(AgGPa), S. formosus
(SfGPa), O. mykisgOmGPa), O. niloticus(OnGPa) et C. carpio(CcGPa). Dans la figure (a),
le codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gras, le peptide signal est souligné
simplement, les o loop 1, 2 et 3 disposées de fagon successive sont dans des encadrEss sites
prédits de N-glycosylation sont soulignés et les cystéines sont encerclées. Dans la figure (c),
les cystéines conservées entre especes sont dans des encadrés et les domaines peu conservés
sont en gris.

JCCIFSRAYPTPLRSKKTMLVPKN I TSEA

JCCFSRAYPTPLRETK TMEIIPKN | TSEA
QCCIFSRAYPTPLRSKETMLVPKN I TSEA

88
a7
83

m.mmmmm
(eNeNeNeNeNe]

Sous unité p de I’hormone folliculo-stimulante (FSHf)

Le transcrit de la sous unité f de I’hormone folliculo-stimulante déH. niloticus(HnFSHp) a
une séquence de 381 paires de base et code pour une protéine de 127 acidefgganainés (
119).

La structuresecondaire de HnFSHp (figure 11b) permet de distinguer un peptide signal de 19
acides aminés, trois domaines 3 loop 1, 2 et 3 respectivement de 26, 20 et 17 acides aminés et

un « seat-beb loop de 18 acides aminés. HnFSHP mature compte 12 cystéines (Cys?- Cys).

La B loop 1 est située entre Cys'-Cys*, 1a B loop 2 entre Cys®>-Cy<s’, lap loop3 entre Cy4-Cy<

et le « seat-belt » loop entre &%sCys*? (figure 118). Un site probable de N-glycosylation
(NVSI) se trouve dans la B loop 1 entre Cys'-Cys’.
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Une comparaison des séquences de FSHf (figure 11¢) montre que HnFSHP partage une haute
identit¢ avec FSHP de A. gigas(AIA09918) (86%) et beaucoup moins avBc formosus
(KPP62167) (69%)C. carpio(0O13050) (51%)0. mykisYBAB17686) (44%) eO. niloticus
(AAP49575) (37%).

(@)

1M M A CV L L L VV TMYV WV LVGAGE®P?UY[@©ODTULTNU VSIS L ENE
1_ATGATGGCCTGCGTGCTGCTGCTCGTCGTGACAATGGTCTGGGTGCTGGTGEGAGCCGGCCCTTACTGCGACCTAACCARCGTTICCATCTCCCTGGAGAACGAG
3E@© G K@@ 1 1T 11 1T7TsSs@|recw[@F T oD P VYK SS L AP Y I QHT
106_GAGTGTGGAAAATGCATCACCATCACCACGACCTCGTGCACCGGCTGGTGTTTCACCCAGGATCCCGTATACAAGAGCTCCCTGGCCCCGTATATTCAGCACACG
71Q]8y F k E vTHESOS AUV LEPG[@?PEG VD P HF S Y P VAL s Q@EQ s
211 TGCAACTTCAAGGAGGTGACGCATGAATCAGCTGTCCTGCCAGGCTGCCCCGAAGGAGTGGACCCCCATTTCAGCTACCCGGTGGCCCTGAGTTGCGAGTGCAGC
106r[@ N T DT T D@6 a1 N E DUV s @11 o+

316 CGCTGCAATACGGACACAACGGACTGCGGTGCGCTCAACGAAGACGTTTCGGGCTGTCTGGGGCTCTAR

(b)
19 aa 26 aa 20 aa 17 aa 18 aa
()

HnFSHE TQDPVYKSSLAPY | QH FKE ESA 81

AgFSHE TOQDPVYKSSLAPY I QH FKEMAYESA 80
CoFSHE ) FHEWT YETY 84
OmFSHB FKEWSYEKV 88
OnFSHB EGEWS YENK 75
HNFSHB
AgFSHP

CcFSHB EWETYEmLSC

OnFSHE Y| PRG FEPVA

Figure 11. Séquence nucléotidique et séquence protéique déduite (a) de la sous unité béta de
I’hormone folliculo-stimulante (FSHp) de H. niloticus(HnFSHp), modélisation en boxes avec

les différents domaines (b) de HnFSHp et alignement (c) avec les FSHf3 de A. gigas(AgFSHp),

O. mykisS{OmFSHp), O. niloticus(OnFSHp) et C. carpio(CcFSHp). Dans la figure (a), le

codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gras,le peptide signal est souligné
simplement, les régions  loop 1, 2, 3 et le "Seatbelt" disposées de fagon successive sont dans

des encadréd e site prédit de N-glycosylation est doublement souligné et les cystéines sont

dans des cercles. Dans la figure (c), les cystéines conservées entre espéces sont dans des
encadrés et les domaines peu conservés sont en gris.

Récepteur de I’hormone folliculo-stimulante (FSHR)

Le récepteur de HnFSH (HnFSHR) est exprimé dans 1’ovaire des femelles en vitellogenese et
correspond a un transcrit de 2037 paires de bases codant pour une protéine de 679 acides aminés
(figure 12a). HNFSHR posséde un peptide signal de 37 acides aminés-(Mat’) suivi de

quatre domaines extracellulaires (EC) de 322 (EC1), 21 (EC2), 19 (EC3) et 9 (EC4) acides
aminés, de sept domaines transmembranaires de 23 acides aminés chacun et quatre domaines
intracellulaires (IC) de 8 (IC1), 20 (IC1), 24 (IC1) et 58 (IC1) acides amiigigd 12b).
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L’alignement des séquences de HnFSHR avec les FSHR d’autres espéces de téléostéens
(figure 12¢) montre une identité en acides aminés de 64,94 YavaykisgNP_001117799)
et71,23% ave€. carpio(XP_018940722).

(@)

1M L L W V Y H AR QR T P T MHQV WMZILULL GL L PV L L DOQEKTILV
ATGTTACTCTGGGTTTACCACGCCAGACAGAGAACCCCCACAATGCACCAGGTGTGGATGTTGCTCTTGGGGCTTCTCCCAGTGCT TTTGGACCAGAAGTTGGTG
3¢ aA¥4 G C F S N R T S ¢ S F F C L G A K I HQMP S T I P WNTS S I
106 GAGGCGCATGGCTGCTTTAGTAACAGGACCAGTTGCTCCTTCTTCTGCCTGGGGGCCAARATCCATCAGATGCCCAGCACCATTCCCTGGAACACCAGCAGCATT
7.8 F R L T 0 L R T F P P K A F W G L T B V $ R I M L S E NG L L E E I
211 GAGTTTAGGCTGACGCAGCTGAGGACCTTCCCACCAAAGGCCTTCTGGGGACTGACAGAGGTGTCTCGAATCATGCTGTCAGAGAACGGACTACTGGAAGAAATT
1066 P Q A F Y N L S KLV ETITTTITZE K SZ KTEHTLV Vv I HEKTDATFTILTDTL P K
316 GGACCTCAAGCCTTTTACAACCTCTCCAAACTGGTAGARATAACAATCACCAAGTCARAACATCTGGTTGTGATTCATAAGGATGCGTTCCTAGATCTGCCAARA
41L E Y L T I M N T G L K L L P DF S KTINSGSASATEHTGTFTILTLDTILOQTDNM
421 CTGGAATACCTAACCATTATGAACACTGGTCTCAAGTTGCTGCCTGATTTCTCCAAAATCAACTCAGCAGCACATGGCTTCCTGCTGGACCTCCAAGACAACATG
1768 I DV I P P N AF L G L SADTTIZKTETLT® RTILTTZ XKNTGTITEV RS H A
526 CACATAGATGTGATTCCACCCAATGCCTTTTTGGGACTGAGCGCTGATACTATAAAAGAGCTGAGACTCACCARAAATGGGATCACTGAGGTCCGGAGTCATGCC
20109 N 6 T K M ¢ K L S L M G N QTLTIL®ROQTIUHT REATFWMGTA ATETGTPTI V L D
631 TTTAATGGCACAAAAATGCAGAAGCTGTCTCTCATGGGAAACCAGTTGTTARGGCAGATCCACAGGCATGCCTTTATGGGAGCGGAGGGCCCCATTGTACTGGAC
2461 S R T AV S T L P ENMTL®RG I KL L T AV GV HNTLZEKTEKTLPRILE
736 ATCTCACGGACGGCTGTCAGCACCTTGCCCGAGAACATGTTACGTGGCATAAAGCTGTTGACGGCTGTGGGAGTGCATAACCTGAAGAAGCTGCCCAGGTTGGAG
281L F T Q L I E A N L T Y P S H CCATFANT ST REKTNIMT SV ENSMTGC S L
841 TTATTTACCCAACTCATCGAGGCCAACCTGACATACCCAAGCCACTGCTGTGCCTTCGCCAACTCCAGGAAGAACATGTCCGTGGARAACTCCATGTGCAGTTTA
36P H I Q E D E P HF F L DHCW®WDV S KV SCF®PZKTPTDATFNTPCE D
946 CCCCACATCCAGGAGGACGAGCCACATTTCTTCCTGGACCACTGCTGGGATGTCAGCAAGGTGTCTTGCTTTCCCAAGCCAGATGCCTTCAACCCATGTGAGGAT
3511 M ¢ F Ty 1 R V] I wvI1IsvVLAaIAGNTIELTLJVYTLAGVTELTLS S|HY K
1051 ATCATGGGTTTCACCTACCTTCGTGTGCTCATCIGGGTTATTAGTGTGTTGGCAATTGCGGGCAACCTGCTGGTCCTGGCTGTGCTGCTGAGCAGCCACTACAAG
386L T v P R[F L M c H L A F A DL CMG I Y L L 1 1 A1 v[YoTRTR RS SH
1156 CTCACCGTGCCCCGCTTCCTCATGTGCCACTTAGCTTTTGCTGACCTCTGCATGGGTATCTACCTGCTACTCATTGCCATTGTGGACACCCGCACTCGCTCGCAC
421y Y N H 6 I E W Q T G P G C¥Ya T A G F F T V F A 8 E L 8 V Y T L T A V
1261 TACTACAATCATGGAATTGAATGGCAAACAGGGCCTGGCTGTGCAACTGCTGGCTTCTTCACCGTCTICGCCAGCGAGTTATCAGTCTACACGCTTACTGCAGTC
456 T L] E R w H T I T F A L RV D R R L R L R H[|A C A I M A V G W L F A S
1366 ACTCTTGAGCGCTGGCACACCATTACCTTTGCGCTACGGGTTGACCGACGCCTCCGACTGAGGCACGCCTGCGCAATCATGGCCGTTGGCTGGCTCTITGCCTCG
491 A A v L p v v g v|[¥S s vy s K v.s I c L PMDVETTGRAaY o vy Vv Vvyv
1471 CTAGCTGCCGIGCTGCCTGIGGTCGGGGTGAGCAGCTATTCARAGGTCAGCATATGCCTGCCAATGGATGTGGAGACAACAGGTGCCCAGGTCTATGTGGTGGTG
56, L L L N VvV L A F L AV F V C Y LJR I Y L T Vv R N P N F V P A S A D M
1576 CTGITGCTGCTCAATGTCCIGGCCTTCCIGGCAGTATTTGICTGCTACCTGCGCATCTACCTGACAGTGCGCAATCCCAACTTTGTGCCAGCCAGCGCCGACATG
561R v A K R M[A Vv L I F T D F L C M A P I S F F A I S A A LJVK L P L I T
1681 CGCGTTGCCAAACGGATGGCTGIGCTCATCTTCACAGACTTCCTGTGCATGGCCCCCATTTCATTCTTTGCCATCTCTGCAGCACTCARACTGCCCCTCATCACT
596 Vv S HV A K v L L vV L F Y P I N S C S N P F L Y A F F[T K T F K R D F F
1786 GIGTCCCATGCCAAGGTACTGCTAGTGCTCTTCTACCCCATARACTCATGCTCCAACCCATTCCTCTACGCCTTCTTCACCAAGACTTTCAAGAGGGACTTCTTC
6311 L A S R F G C F K A R A Q M Y R T E T S S V Q N G G W G P T H K T 8
1891 ATCCTGGCCAGCCGCTTTGGTTGCTTCAAAGCCAGGGCACAGATGTACCGTACTGAGACGTCCTCAGTCCAGAATGGGGGCTGGGGGCCCACCCACAAGACCAGT
666 D A T L Y S L V P V N H V H *
1996 GATGCTACTCTCTACTCCCTGGTGCCAGTCAACCATGTGCACTGA

i

EC2 EC3 EC4
(21a) (19aa (9aa)

v come  palm RS-
IC1

Ic2 IC3 (58 aa
(8aa! (20aa (24 aa

Peptide signal (37 a:

Figure 12. Séquence nucléotidique et séquence protéique déduite (agcepteur de
I’hormone folliculo-stimulante (FSHR) d&l. niloticus(HNFSHR)et modélisation en boxes (b)

avec les différents domaines extracellulaires (EC1 a EC4), transmembranaires (T1 a T7) et
intracellulaires (IC1 a IC4) de HnFSHR. Dans la figure @gplon d’initiation et le codon

stop sont indiqués en gras, le peptide signal est souligné simplement, les domaines T sont dans
des encadrés, les domaines IC sont doublement soulignés et les domaines EC sont délimités
par des triangles noirs.
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HnFSHR L HEC FFCL I HAMP REFPPKAF a7
CcFSHR SH C C FFCLGN H MP HIP NTT LT IRVF Ft 79
OmFSHR MLL GTT MGNT | HIP EFK.T IRVFPREAF 74

HnFSHR L ENG IGP.AF EITITKSKHL IHKDAFEDLPKLEYLTI NTGL LPDFSKINSA FLLDLQDN HI1 177
CcFSHR L F|IV SENG FAF L L EITITKSKNL KDAF LPKLRYLTISNTGLKALPDFSKINSAALEFLEDLQDNIH | 168
OmFSHR L ENG| FAF EITITKSKHL I'H LPKLSHLT IGNTGLRML PNFSH IHSAALMFLLDLODNMH | 164

|_
L

HnFSHR DM P NAFLGL ELHLTKNGI lSHAFNGT KL.LMGNQIL-lHR AFNGAEGP I VLD I SRTAVSTLPENMLREBIIKLL TA 267

CcFSHR DI I PRNAFLGLT ELRLTKNGI ESMAFNGT | KLFLMGNQQLSH IBRYAFKGAEGP I VLD | SHTAVETLPENMLRTLKLLTA 258
1 PEN T EV ASE

OmFSHR AFLGL ELRLTKNGI ESHAFNGTK KLFLMGNIQLSH H FKGAEGP-LDISHT SELPEBWL LEA 254

HnFSHR LELFT ANLTYPSHCCAFAN KN S -NSMC EPHFF DHCWDVSK YV PKPDAFNPCED IMGFT)Y 356
CcFSHR LELFT L ANLTYPSHCCAFKN N MC DHCKDV KV PMPDAFNPCED IMGFT|R 346
OmFSHR VSV SL L.LFT LRQANLTYPSHCCAF PGA D.C PAPDAFNPCED IMG 343

HnFSHR LRVL | SVLA VL.VLLSS.YKLTVPHFLMCHLAFADLCMGIYL V H YYNHGI TGPGCETAGFFTVFASE 446
CcFSHR LRVL IWEISHLAI VLLVLESSRYKLTVPRFLMCHLAFADLCMG I YLL YYN GI TGPGCHMAGFFTVFBSE 435
OmFSHR LRVL | SVLA VLLVLLESREKMTVPRFLMCHLEFADLCMGE YL, VD F|TF| YYNH TGHEGCDIAGFFTVFASE 433

HNFSHR LSVYTLTA.TLERWHTITI I LRLRHACAIM GWLF:I LPVVGVSSYSKVSICLPMDVET'OVYVVILLLLNVIAFLI536
CoFSHR LSVYTLTAITLERWHT | TN A RLRHACA | MABGWL FAL LIALNMP VIEGVSS YEKES ICLPMDVETMISQBYVVIELLLLNVBAFLI 525

OmFSHR LSVETLTAITLEREBHTI TIALH.DHILHLHHAGA.MAIGV\.F-LAALLP.VGVSSYSKVS ICLPMDVESLEESQVEVMELLLLNVMAFLE 523

HOFSHR VEVCYLRIYLTVRNPHFVPASADM- RMAKRMAVL I FTDFLCMAP ISFFAISAALKLPL ITVSHAKVLLVLFYPINSCSNPFLYAFFTKTF 625
CcFSHR VCVCY.;IYLTV.NP FVPANADM- RIJAKRMAVL | FTDFLCMAP ISFFAISAALKLPL ITVSHAKVLLVLFYPINSCSNPFLYAFFTKTF 615

OmFSHR VCVCYLBIYLEBVRN PASAETSRMAGBRMANL | FTDFLCMAP ISFFABSAALKLPL ITVSESKELLVLEYP INSCANPFLYBEGTRTF 613
HNFSHR KRDFF I LASRFGCFKERAQMYRTE SSVQN P-HKTSDETLYSL 679
CcFSHR KRDFF I LMS@FGCFKTRABIYRTE ss P-SPKTSDGTLYSL 669
omFSHR RRDFFELABRNGEFETEAQMYRTE SPKNSHGTL 659

Figure 12c. Alignement des séquences protéiques déduigssrétepteursde 1’hormone
folliculo-stimulante (FSHR) d&l. niloticus(HnFSHR) avec les FSHR @ carpio(CcFSHR)
etO. mykis{OmFSR).

Sous unité p de I’hormone lutéinisante (LHf)

La sousunité B de ’hormone lutéinisante de H. niloticus (HnLHP) a une séquence de 423
paires de bases et code pour une protéine de 141 acides digumes1(3a). La structure
secondairefigure 13b) permet de distinguer un peptide signal de 24 acides aminés, trois
domaines 3 loop 1, 2 et 3 respectivement de 26, 20 et 17 acides aminés et un « seat-belt » loop
de 18 acides aminés. Comme HnFSHp, HnLHpB mature compte également douze cystéines
(Cys'- Cys?) et 1a B loop 1 est située entre Cys'- Cy<, la B loop 2 entre CysS- Cy<, la B loop
3 entre Cy5§ la Cy$ et le « seat-belt loop » entre E¥Cys(figure 13a). Un site probable
de N-glycosylation (NQTI) se situe entre &8y<. Une comparaison deéquences de LHp
(figure 13c) montre que HnLH est identique &Hp de A. gigas(AJO68014 et qu’il partage
des domaines avec LHB de O. mykis{BAB17687), (79%)S. formosu¢KPP64307) (77%)C.
carpio (CAA42542) (74%) eO. niloticus(AAP49576) (68%).
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(@)

1M s PV P A CT L L TF LS LCHTILTIL®AZ®P?T®WAVYTILO P[QET®PTINOQ
1 ATGTCACCAGTCCCAGCTTGCACCCTGCTCACGTTCCTCTCCTTGTGCCATCTCCTGGCCCCAACCTGGGCCGTCTATCTGCAGCCCTGTGAGCCGATCAATCAG
36T I s VE KEGOP K@OULV FoTT T T@]I|s e w#l©O@TITEKETPV Y K S SZPL
106 ACCATCTCCGTGGAGAAAGAGGGCTGTCCGAAGTGCCTGGTGTTTCAGACCACCACCTGCAGCGGTCACTGCATCACTAAGGAGCCAGTTTACAAGAGCCCCCTG
718 M L Y 0 A VO]|T Y R 6 VR YETTIRTLTPODOPRGUVDPHUVTITY PV
211 TCCATGTTGTATCAGCATGTGTGCACATACCGGGGCGTGAGGTACGAGACCATCCGGCTGCCAGACTGTCCACGTGGGGTGGACCCCCACGTCACCTACCCGGTA
1062 L s Qs ©c¢ t[© T M DT s p@OrTT1I1IE s L op D F@]Jr N o RTL L F D
316 GCACTCAGCTGCAGCTGCGGCCTCTGCACCATGGATACTTCTGACTGCACCATCGAGAGCTTGCAGCCAGACTTCTGTATCAACCAGAGGACCCTTCTGTTTGAC
141 Y o+

421 TATTAG

(b)

Peptide signal

24 aa 26 aa 20 aa 17 aa 18 aa

(©

HNLHE MSBVPABTLLTFL-------- GHE]I TKEPVYKSPESH 72
AgLHE MSPVPABTLLTFL-------- GHE|l TKEPVYKSPLSM 72
SLHE MSAVPFYTLLEFL-------- GH KEPVEKSHSSE 72
omLHE MEGEHVGTLWSELEE- - - - - - TKEPVEKSPFS[ 71
CclLHB TKEPVYKSPFS[E 75

OnLHE . I TKBP VilklPFSN 78
HnLHE EYQH TYRIVRYETIRLPD PRGVDPHVTYPVALS --FDY 1M1
AgLHB LYQHVC|TYRBVRYET IRLPDE[PRGVDPHVTYPVALS 141
SALHB HV[C|TYRDVRYETIRLPD GVDPHVTYPVAL = = 141
OmLHE MYQHVIC|TYRDVRYET IRLPDLCIPPWVDPHVTYPVALS 142
CclHB MYQH TYRDVRYETﬁLPD P GVDPHITYPVALS 144
onLHE MYQHVE|TYROEN YK TEEL POLIPRGVDPEIVTYPVALS 145

Figure 13. Séquence nucléotidique et séquence protéique déduite (a) de la sous unité béta de
I’hormone lutéinisante (LHP) de H. niloticus (HnLHP), modélisation en boxes avec les
différents domaines (b) et alignement (c) avec les LHB de A. gigas(AgLHp), S. formosus

STLHB) O. mykisgOmLH}), O. niloticus(OnLHp) et C. carpio(CcLHp). Dans la figure (a),

le codon d’initiation et le codon stop sont indiqués en gras, le peptide signal est souligné
simplement, les régions B loop 1, 2, 3 et le "Seatbelt" disposés de facon successive sont dans

des encadréLe site prédit de N-glycosylation est doublement souligné et les cystéines
conservées sont dans des cercles. Dans la figure (c), les cystéines conservées entre espéces sont
dans des encadrés et les domaines peu conserves sont en gris.

Récepteur de I’hormone lutéinisante (LHR)

Le récepteur de HnLH (HnLHR) est exprimé dans ’ovaire des femelles en vitellogenése. Il

s’agit d’un transcrit de 2124 paires de bases codant pour une protéine de 708 acides aminés
(figure 14a). HNLHR posséde un peptide signal de 20 acides aminés$ {NHi$*%) suivi de

guatre domaines extracellulaires (EC) de 361 (EC1), 21 (EC2), 19 (EC3) et 9 (EC4) acides
amineés, de sept domaines transmembranaires de 23 acides aminés chacun et quatre domaines
intracellulaires (IC) de 8 (IC1), 20 (IC2), 24 (IC3) et 65 (IC4) acides amiigesd 14b).
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1M 9 I L P V F L I L 9 S I L F 8§ L T s c¢c HYF Vv C P G I C C C S S E T I
ATGCAGATTTTGCCCGTGTTCCTCATCCTCCAATCGATTTTGTTCAGTTTGACCTCATGCCACTTCGTGTGCCCGGGGATTTGCTGCTGTTCCTCCGAGACGATC
36R C T E T T E R S I P G I 9 I DA VF XK RULTV A HULS L S S I S S H A
106 CGCTGCACCGAGACTACAGAGCGATCAATTCCCGGGATCCAGATAGATGCTTTCAAGCGACTGACTGTTGCTCACCTGTCCCTGAGCAGCATCAGCAGTCATGCC
77" * s G L $s GV s R I E I T s D TLNTTIEAMATFNNTILTILNTIL S E I
211 TTCAGTGGACTCAGTGGAGTCTCAAGAATTGAAATTACCCAGAGTGACACCTTGAACACCATCGAGGCCATGGCCTTCAACAACCTTCTAAACCTTTCTGAAATA
106 s I ¢ N T K N L vV Y I N R H A F N K L P K L R Y L S I S N T G I T L I
316 TCAATACAGAACACCAAGAATTTGGTATACATCAATCGCCATGCATTCAACAAGCTGCCAAAGTTACGATATCTGAGCATTTCCAACACTGGGATAACCCTGATC
41p DL S S I s s L E s I F I L DI CDNULHULTTTI P PN AT FAG L S
421 CCAGATCTGTCATCCATTTCTTCTCTCGAATCCATTTTTATCCTTGATATCTGTGACAACCTTCATCTTACCACCATTCCGCCARATGCTTTTGCTGGGCTATCA
176 N E Y A S M I L N G NG F KEV QG Y A F NG T K I HI KILTI L S N N K
526 AACGAATACGCATCAATGATCTTAAATGGGAACGGTTTCAAGGAAGTTCAAGGTTATGCCTTCAACGGGACCAAGATTCATAAACTGATCCTCAGCAACAACAAA
211 H L R I I H K DA F K GGA I GP G I L DV S W TATULZEMTLUP S Q G L Q
631 CATCTCAGAATAATCCACAAAGATGCTTTCAAGGGAGCCATTGGACCAGGGATTTTAGATGTGTCCTGGACCGCCCTGGAGATGCTCCCTTCCCAGGGATTGCAG
246 S L R L. L. V A H G A Y N L K T L P P L GA L G S L Q E A Q L T Y P S H
736 TCCCTCCGCCTCCTGGTGGCCCATGGGGCCTACAACCTAAAGACCCTCCCACCACTGGGGGCCCTAGGCAGCCTGCAGGAGGCGCAGCTCACCTACCCCAGTCAC
281 ¢c ¢ A L L A WNTGURD S S L FDGGNUE S THTCI KT DS F S S E I P G
841 TGCTGTGCCCTGCTCGCCTGGAACACCGGCAGGGATTCTTCCTTGTTTGATGGGGGAAACGAATCAACACACTGTAAGGACAGCTTTTCATCGGAGATTCCAGGC
3160 VvV s N S T V V G P L HEL MV F EEELDTAUDUHV D F Q Y L D I D
946 CAAGTGTCTAACTCCACTGTTGTGGGGCCACTGCATGAGTTAATGGTGTTTGAGGAGGAGCTGGACACTGCAGATCACGTGGACTTCCAGTACCTTGACATTGAC
3531 F ¢ Q N S R I L XK ¢ T P EADATFNUPCEUDTIA AGTFO QT FTLRUVYA I W F
1051 TTCTGTCAGAACTCCAGAATACTGAAGTGCACCCCAGAGGCAGATGCATTCAACCCCTGTGAGGACATTGCTGGCTTTCAATTCTTGCGTGTTGCCATCTGGTTT
386 I N I L A I T G N L M V L L V L V A Sl R H K L S V P R |F L M C H L A F
1156 ATCAACATACTCGCCATCACAGGTAACCTGATGGTGCTACTGGTGCTTGTTGCCAGCCGCCACAAGCTGAGCGTCCCGCGCTTCCTCATGTGTCACCTTGCCTTT
421 A D L C I G L Y L L L I A I VlvD G R T Q G s ¥ s Q H A I A W Q T G P G
1261 GCCGACCTCTGTATTGGCCTCTACCTCCTATTGATTGCTATTGTGGATGGGCGCACGCAGGGCAGCTACAGCCAGCATGCCATCGCATGGCAGACAGGGCCAGGC

456 thi A A G F L S V F G G E L s v Yy T L T A I T L|E R W H T I S H A L
1366 TGTGAAGCTGCAGGCTTCCTGTCCGTGTTTGGAGGTGAGCTGTCAGTCTACACATTGACCGCCATCACTCTCGAGCGCTGGCACACCATCAGTCACGCCCTGCAA
491 P E R R L G L R H |A L L A MA GV WL L C L G V A L L P L V G Vle S Y
1471 CCCGAACGGCGCCTGGGCCTGAGACATGCTCTGCTTGCCATGGCCGGCGTCTGGCTGCTGTGCCTGGGAGTGGCATTGCTTCCCCTCGTGGGTGTCAGCAGTTAT
526 R, XK VvV s v ¢C L P M D I D T P L AY|Q A F v I L L L L L N V T A F L V V C
1576 AGGAAGGTGAGTGTGTGCCTGCCGATGGACATCGACACACCCCTGGCCCAGGCTTTTGTTATTCTCCTCCTTCTCCTCAATGTAACTGCCTTCCTGGTCGTGTGT
5616 C Yy VfR I Y O A V R N P K F A G R S A D A R I A K R MI|A V L I F T D
1681 GGCTGCTATGTGCGGATCTACCAGGCAGTGCGAAACCCCAAGTTTGCGGGAAGAAGTGCGGATGCCAGGATTGCTAAGCGCATGGCAGTGCTCATCTTCACTGAT
56 ¥ L ¢ M A P I S F F A I S A A EWVR M p L I T V T NV|s K I L L Vv L F Y P
1786 TTCCTCTGCATGGCACCCATCTCCTTTTTCGCTATCTCTGCTGCCTTCAGAATGCCTCTAATTACTGTGACCAACTCGAAGATCCTGCTGGTGCTCTTCTATCCC
631 I N S C A N P F L Y A I Cl T K A F R R D V F A L A S T L A C C E S K A
1891 ATCAACTCCTGTGCCAACCCCTTCCTCTATGCCATCTGTACCAAGGCGTTCCGGAGAGATGTGTTTGCGCTTGCCAGTACGCTGGCGTGCTGCGAGAGCAAGGCC
666 S v Y R T K A Y C L D N S G D K T S G S V A A K K S S H V T L K T A A
1996 AGTGTGTATCGCACAAAGGCCTACTGCCTGGACAACAGCGGTGACAAGACGAGTGGCTCAGTAGCTGCCAAGAAGAGCTCGCACGTGACACTCARAAACAGCTGCC
701 L. s A S L P V E *
2101 CTCAGTGCATCATTACCAGTAGAGTAA

(b)
Peptide signal (20 ai EC2 EC3 EC4
(21aa (19aa (9 aa)

T T IC4
(65 aa
IC1 IC2 IC3
(Baa) (20aa (24 aa

=

D EC1 (361 aa)

Figure 14. Séquence nucléotidiqgue et séquence protéique déduite (a) du récepteur de
I’hormone lutéinisante (LHR) de H. niloticus (HNLHR) et modélisation en boxes (b) avec les
différents domaines extracellulaires (EC1 a EC4), transmembranaires (T1 a T7) et
intracellulaires (IC1 a IC4). Dans la figure (&,codon d’initiation et le codon stop sont

indiqués en gras, le peptide signal est souligné simplement, les domaines T sont dans des
encadrés, les domaines IC sont doublement soulignés et les domaines EC sont délimités par
des triangles noirs.

L’alignement des séquences de HnLHR avec les LHR d’autres espéces de téléostéens (figure
149 montre une identité en acides aminés de 80,37% avéarmosugXP_018593689),
65,23% ave®©. mykisg{NP_001117798) et 62,77% av@c niloticus(XP_025753045).
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TERS[IP KRLTMEHLSLSE ! SH.F.GLSGVI 78
TERS|HP KRLTLTHLSLS SHSFDGLSGVL 78
ITHS P ST SHIFDGLrVO 81
| TRGSAP

HiLHR MEWBLPMFEL - B9 - -@sliLFELTBC- - - -HFVCPGICEBCSSET I RC

SLHR MLEMLPMFLUL-----PSLLFSLTSS- - - -HFVCPGICECSAET IRC

OmLHR M L LLF FVCPGICRCSANT IRC RLMLKHL

OnLHR P L-LE- - F ---RNFVCPR I CRC IRC RLIL HLSLET | 8SHSFEGLKGVQ 77
HALHR RIEIFQSDTLNT IEAMAFNNLLNLSE ISIONTRNL VS INREAFNELPKLRYLS ISNTG I TEMPDESS I SSLE - - - SHIFIILD ICDNLH 162
SLHR RIEIAQSDTLKTIEAMAFNNLENLSE ISIONTKNLVH ISBRAFNNLPRLRYLSMSNTG I TVI|PDVSS IFSLE - - - SUFIILD ICDNLH 162
omLHR B E 1 GQSVELET I EFBAFNNLLNLNE 1 F1 KN POMTS |

OnLHR R I8 NT PDVIESNS

LVHI RiIFNNLPKLHYLSISNTGIT SLE F LDICDNH 168
A
HiLHR LW | PENAFAGHESNEY NGFREMQBYAFNGTK I HKLIILENN
SLHR LES IPANSFAGLSNEHRTT NG

LMH IDREAFNNLPKLRYLS ISNTGIA SLE---SEFMLDICDNJIE 136

ML LRW IHKDAFKGANGPGHLDVSIWTALEMLPSQGLQSERL 249

ML EIEDYAFNGTH IHKLILKNNKHLRT | HKDAFKGAVGPGMLDVSLTALEALPSRGLQSLRL 249
OmLHR LLSIPMNAF EYTHEMNLENNGIRE | QDYAFNGTK I[NKLMLKNN
OnLHR LLE | PENAF SKEYNMTMNL¥NNG IHEHAFNETK IDKLMLKNN

LRV IHREAFKGAVGPRILDVSSTANETLPS GLIS 255

5
HALHR LVAHGAYNLKELPPLGALGSLQEABL TYPFSHCCAL LIWNTERDS SEBEDBGN - -THCKDSFSBE | PHGAVE - - - -NsST LHE 328
SLHR LVARGEYSLKSLPPLGALESLQEAQLTYPSHCCAL NBRRDS D NG- - -BYCEDGFSSD | P-G ----DsT LKD 328
OmLHR LVARFAYGLKELPP LGNLQRAHL TYNSHCCALL THRDSP | N TYCBDSES PAGMVD - - - - -SEDTSLLME 337
OnlHR LEAESAYTLKSLPPLOGLWNS LEEAHL TYNSHCCALLSWNTHRDES | NNSS - - TBC PAGRV STDESLLME 304

LRV IHKDAFEGATGPGYLDVSATALFKLPSQGL 223

HiLHR EMMFEE- - - - - ENDTADH VD FQYEDWDE - CONSRNLECTPEADAFNPCED | AGFEBFLRVAIWF INILAITGNLEMVLL VIEBMASREKLE 408
SLHR EE- - - - -NRE VvDF¥YPBEDE- C RMLECTPEADAFNPCED | AGFEFLRVAIWF INMLA I TGNLMVLL VEMASREKLT 408
OmLHR EB- - -WEDESYGGVDFQYPEL QTRETLACTPEADAFNPCED I AGFSFLRVAIWF INILAIMGNLEVLL SREKLT 421
OnLHR FSE EDERYGDVNFHEYPELDL - CQTTRTLMCTPEADAFNPCED I AGFSFLRVAIWF INELAITGNLTVLLV SRNKLT 390

SLHR VPRFLMCHLAFADLCIGEYLLMIAIVDGRTRGSYSQHA | AWQTGPGCAAAGFLSVFGEELSVYTLTA I TLERWHT IDHALQPERRLG 496
OmLHR VPRFLMCHLAFADECIGVYLLMI ABVDLHTRGHYSEHAI TGAGCSAAGFLSVFGGELSVYTLST I TLERWHT I THALQEEKRLG 508
OnLHR VPRFLMCHLAFADLCIGVYLLMIATVDLRTRGSYSQHAI TGPGCSAAGFLSVFGGELSVYTLST I TLERWHT | TNAMOVMERHLN 477

HnLHR LRHA MAGMWLIECLGMALLPLVGVSSYRKVS CLPMDIlTPLAQAFVILLLLLNmAFL VCBCYVR I AVRNPKFAGRSAD 583
SLHR LSRA MAGG! LGMALLPLVGVSSYRKVSMCLPMD IETPLAQAFVILLLELNV#AFL{NVCAC | AVIiNPEFAGREAD 583
OmLHR LAQAAG | MAGGWLICLGMAMLPLVGVSSYBRVSMCLPMONMKTPL AQAFIELLLLENVGAFLMVCVCYVL | AVRNPEFPSRSAD 595
OnLHR LMQAAG | MANIGWLIICLG LPLEGVSSYTKVSMCLPMD IETPLAQAFV | LLLNVGAFLIVCVCYVE! AVENP RS 564

HnLHR IAKHMAVLIFTDFLCMAPISFFAISAAF-PLITVTNSKILLVLFIPINSCANPFLYAIITKAFF! DVEALASTLACCESKASVYRT 670

HiLHR VPRFLMCHLAFADLC IGHYLLEI A1 VDERTEGSYSQHA | AWQTGPGC AAGFLSVFGGELSVYTLIITLERWHTIIHALOPERRLG 496

SLHR | AKRMAVL IFTDFLCMAPISFFAISAAFKVPLITVTNSKILLVLFMP INSCANPFLYAIBTKAFRRDVEALASTLRCCESKASVYRT 670
OmLHR | AKRMAVL | FTDELCMAP ISFFAISAAFKVPLITVTNSK ILLVLFEP INSCANPFLYAIFTKAFRKD VELESHMGCCENK YRM 682
OnLtHR 1 ABIRMAVL IFTDFLCMAPISFFAISAAFKEPLITVTNSKILLVLFEP INSCANPFLYAIETKAFRKD LMSTHGCCEGNK 651

HnLHR KAYCLDNSBDKSGSWAAKKS SHWTLRTAALSES - - - - - - - LPNE 708
SLHR KAYCLDNSADKPSBVAAAKKSSRIALRMAAESSS - - - - - - - PIAE 708
OmLHR KAYCSEN SG 727
onLHR K I s - - - - - - 652

Figure 14c. Alignement des séquences protéiques déduites des récegteli®rmone
lutéinisante (LHR) déd. niloticus(HNLHR) avec les LHR d&. formosu¢SfLHR), O. mykiss
(OMLHR), etO. niloticus(OnLHR) montrant les domaines peu conservés en gris.

3.2 Détection de la Vtg dans le sang et le mucus

L’analyse en spectrométrie de masse a permis de détecter dans le sang et le mucus de femelles

en vitellogenése del. niloticusla présence de Vidigure 15). Aucune Vtg ni aucun des
produits issus de son clivage n’a été détecté dans le sang et le mucus des poissons males. Des

peptides trypsiques du domaine Lvl spécifiques a HnVtgl et HnVig2€ 15a) ont été
détectési partir d’échantillons de sang des femelles alors que seuls ceux de HnVtgl ont été
détectés dans les échantillons de mucus. La cartographie des peptides trypsiques issus des
séquences N et C-terminales de HnVtg1l montre un taux de couverture de 53,2% au niveau de
la protéine sanguine et 31,9% pour la protéine présente au niveau du mucus. Lorsque |
s’intéresse aux différents domaines de la Vtg, la couverture des peptides détectés dans le sang

est de 42,5% pour Lvl, 0,8% pour Pv et,82% pour LvII et 1% pour p’-C. Dans le mucus,
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la couverture des peptides détectés est de 18,6% pour Lvl, 0,8% pour Pv, 5,8% pour Lvll, 4,2%
pour B’-C et 2,6% pour CTTigure 15b).

N-ter HnVtgl (Sang)

MRAVLLALTLALAAGQQODSLTPDFANGKAYMFKYEAELLGGLPVEGLGKAGVKIVCKVLISRVSONTYLLKLKEPQIFEYSGIRPRDDFKPAAKLTQALAAQLLIPV
KFEYIRGVVGKVFAPAAVSKTILNLHRGILNILHVNIKKTQONVYELQEAGSQGVCKTDYAISEDTKAEHIYVTKSKDLGNCQNRIMADIGIAYTETCVQCOMRNKNL
RGAATYSYVMKPTETGALITKATVQEVHQFTPFHELRGAGQVETRQEMTFVETQNDPVQPAHADYVARGSLOQYEFASELLQTPLPLMKITDIKTQIEEILNHLVKNN
MGEVHEDAPLKFLQLTQLLREAKYEIMNGIWTQVKSKPVFRRWELDTVPAVGNQDAVRFIKEKFIAGDISAAETAQALLVALHLLEANMDTVNLAGTLVFHAKLQSH
PMLREIAMLGYGSLVFKLCTKQONCPAEVIKPVHDIAAEAISKANVEEIALVLKVLGNAGHPASIKPIMKVLPGFGSTASSLTVKVHVDAVMALRHIAKRENHKVQE
VALQLFMNRDLHPEVRMVACVVLFECKPPIGLVAMIASALONEKSLOQVASFAYSHMKALTRSTAPELAQVAAACNVAIKILSPKLDRLSYRFSKTIHMDEFFNYHLMA
GAAATAHLINDAASILPRALVAKIRACMLGAAADVLEFGVRTEGLQEALLKSPAADPNADRLTRMWRVLNTLKNWKSLPASQPVASAYLKWFGQEIAFANIDRDIIE
KAVEFATGAAAQPALLKNILNMMQSGIDIQIAKPLMTSEVRRIFPTSMGFPIEISLYSAAVAAATIVKAKAILNPKPSDNFRIAQLMNTDIQLDTRVVPSIAVHKYAV
MGVNTALIQAAIEAKVKVQKVLPLKEFNARINIAQGHYKIETVPLHAQERILDLHMETVAVARNIENLSEAKITPVLPARLASQQSKETFASAGSGSKSSERIHEQES
SSHPMQHAVSARTDRQWCVTVASLADQACAKVTSONAGFIRNSPLYKLIGEHSVIAAVKPVSGEAVDKIEIEMHVGPDAASKIVKTITVKDDNAKEGHAGHSPVVLK
LREILETEKKQHSRNATTSSSSSSSSRRSGQKSSSSSSSSSSSSSSSSNSSKRSKKNIKKRSSSSSSSSSSSSSSSRRRSRTENVLGGSSSSSSRSSRSQTSKAAIFR
QREFTONHIHQHETTRAASSQKTSSSPSSSSSSSNSSSSSSSSSSSSSSSSSSS

N-ter HnVtgl (Mucus)

MRAVLLALTLALAAGQQODSLTPDFANGKAYMFKYEAELLGGLPVEGLGKAGVKIVCKVLISRVSONTYLLKLKEPQIFEYSGIRPRDDFKPAAKLTQALAAQLLIPV
KFEYIRGVVGKVFAPAAVSKTILNLHRGILNILHVNIKKTONVYELQEAGSQGVCKTDYAISEDTKAEHIYVTKSKDLGNCONRIMADIGIAYTETCVQCQOMRNKNL
RGAATYSYVMKPTETGALITKATVQEVHQFTPFHELRGAGQVETRQEMTFVETQONDPVQPAHADYVARGSLOYEFASELLQTPLPLMKITDIKTQIEEILNHLVKNN
MGEVHEDAPLKFLQLTQLLREAKYEIMNGIWTQVKSKPVFRRWELDTVPAVGNQDAVRFIKEKFIAGDISAAETAQALLVALHLLEANMDTVNLAGTLVFHAKLQSH
PMLREIAMLGYGSLVFKLCTKQONCPAEVIKPVHDIAAEAISKANVEEIALVLKVLGNAGHPASIKPIMKVLPGFGSTASSLTVKVHVDAVMALRHIAKRENHKVQE
VALQLFMNRDLHPEVRMVACVVLFECKPPIGLVAMIASALONEKSLQVASFAYSHMKALTRSTAPELAQVAAACNVAIKILSPKLDRLSYRFSKTIHMDFFNYHLMA
GAAATAHLINDAASILPRALVAKIRACMLGAAADVLEFGVRTEGLQEALLKSPAADPNADRLTRMWRVLNTLKNWKSLPASQPVASAYLKWEFGOQEIAFANIDRDIIE
KAVEFATGAAAQPALLKNILNMMQSGIDIQIAKPLMTSEVRRIFPTSMGFPIEISLYSAAVAAATIVKAKAILNPKPSDNFRIAQLMNTDIQLDTRVVPSIAVHKYAV
MGVNTALIQAAIEAKVKVQKVLPLKEFNARINIAQGHYKIETVPLHAQERILDLHMETVAVARNIENLSEAKITPVLPARLASQQSKETFASAGSGSKSSERIHEQES
SSHPMQHAVSARTDRQWCVTVASLADQACAKVTSONAGFIRNSPLYKLIGEHSVIAAVKPVSGEAVDKIEIEMHVGPDAASKIVKTITVKDDNAKEGHAGHSPVVLK
LREILETEKKQHSRNATTSSSSSSSSRRSGQKSSSSSSSSSSSSSSSSNSSKRSKKNIKKRSSSSSSSSSSSSSSSRRRSRTENVLGGSSSSSSRSSRSQTSKAAIFR
QREFTONHIHQHETTRAASSQKTSSSPSSSSSSSNSSSSSSSSSSSSSSSSSSS

C-ter HnVtgl (Sang)

SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSGSSASSFENIYKKSREFLGDTVRPAAVVIVRAVRGNERRRGYQVAAYMDKANARVQVIISALADSDKWQLCADGIQLSMHKVMAKIRW
GAECQDYRAVIKAETGLLGPHPAAQLKMYWNKTPRALKRYASMIYEYVPGVALLAGFSEGRHRSGERQIKLTMAATSARTISIILRTPWMTLYKLGQVIPIALPIGA
AAARAEVEQTFAGRIHYMFVEATSAKCKLENSTVTTENNRRYGLOMPRSCYQVVAQDCTSKLKFMVLRKGDERSEESHVIVKIADIDVDLTAEHGNIQVKVNGRVVP
ITQHNYEHPTGTISIKQKGAGISLCAPSHGLHEVYFNKNILTIQVPDWMKGNVCGLCGKADGDVRREFQGPSGHHIEDAVSFAHSWVLAAESCHDAKQCQVKQELFK
LTEPVLLNDQDMKCQSTFPVLSCLPQCSPMKTTPVTVGFHCIPIDSNVNSWSSIRKKQEDIRVTVDAHIMCNCGEECA

C-ter HnVtgl (Mucus)

SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSGSSASSFENIYKKSRELGDTVRPAAVVIVRAVRGNERRRGYQVAAYMDKANARVQVIISALADSDKWQLCADGIQLSMHKVMAKIRW
GAECQDYRAVIKAETGLLGPHPAAQLKMYWNKTPRALKRYASMIYEYVPGVALLAGFSEGRHRSGERQIKLTMAATSARTISIILRTPWMTLYKLGQVIPIALPIGA
AAARAEVEQTFAGRIHYMEFVEATSAKCKLENSTVTTENNRRYGLOMPRSCYQVVAQDCTSKLKFMVLRKGDERSEESHVIVKIADIDVDLTAEHGNIQVKVNGRVVP
ITQHNYEHPTGTISIKQOKGAGISLCAPSHGLHEVYEFNKNILTIQVPDWMKGNVCGLCGKADGDVRREFQGPSGHHIEDAVSFAHSWVLAAESCHDAKQCQVKQELFK
LTEPVLLNDQDMKCQSTFPVLSCLPQCSPMKTTPVTVGFHCIPIDSNVNSWSSIRKKQEDIRVTVDAHIMCNCGEECA

(@)

HnVtgl MRAVLLALTLALAAGQQODSLTPDFANGKAYMFKYEAELLGGLPVEGLGKAGVKIVCKVLISRVSONTYLLKLK 73
HnVtg2 MKAAVFALALALVAGQONILTPDFAAKKTYVYKYEAQLHSELPEEGLAKAGLKIASKVLISRADONTYLLKLK 73

* ok **x kkxk Kk kx * Kk ok k ok x *  *x *xkk K * Kk kkk Kk k kK * %k Kk ok Kk * ok ok ok ok ok ok x ok
80

Figure 15.Couverture des peptides du Nter et du C

60 EI;’:;;“S de HnVtgl détectés par spectrométrie de masse
40 le sang et le mucus dd. niloticus La figure (a)
20 présente uniquement les peptides spécifiques
0 HnVtgl et HnVtg2 détectés dans le sang avec

HoVigl Ivl Pv Lvl p-C CT  acides aminés conservés entre les deux Vtg indiq
par des étoiles. Les peptides détectés sont en gris, le peptide signal est souligné. L
(b) indique le taux de couverture en pourcentage des peptides de HnVtgl détectés
sang et le mucus par rapport a I’ensemble de la protéine et aux différents domaines. Seule |
Vtgl est détectée dans le mucus.
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3.3 Diffusion de la Vtg du mucus

Une expérimentation qui avait pour objectif de tester la capacité potentielle de la Vtg du mucus
deH. niloticusa diffuser dans I’eau n’a pas permis de détecter la Vtg ou des produits de clivage.
Néanmoins, 409 protéines provenant du mucus de femelles et 418 du mucus de males ont été

identifiées dans le milieu de diffusion.

4. DISCUSSION

Pour la premiere fois, les Vtg et certains acteurs moléculaires intervenant dans la vitellogenese
et sa régulation ont été caractérisés a travers une combinaison d’approches « omiques » chez
I’Ostéoglossiformesl. niloticus Des comparaisons ont pu étre réalisées dans la plupart des
cas avec une espéece pro®eformosust d’autres especes de téléostéens plus éloignées

phylogénétiquement dd. niloticus

PRL et son récepteur

La PRL est une hormone polypeptidiguéerété par 1’hypophyse, dont 1I’importance dans la
physiologie reproductive a été soulignée chez de nombreuses espéeces de téléostéens telles que
A. gigas(Marcos & Adalberto, 2015) &anio rerio (Bu et al., 2015). Une seule PRL exprimée

dans I’hypophyse de H. niloticusa été identifiée alors que plusieurs isoformes de PRL issues
d’épissages alternatifs sont observés chez les mammiféres (Freeman et al., 2000) et certaines
espéces non mammaliennes incluant des poissons téléostéens qui expriment deux formes
distinctes de PRL, PRL1 et PRL2 (Huang et al., 2009). Comme souligné par Whittington &
Wilson (2013) I’expression du récepteur de la PRL datisvaire deH. niloticus suggere
I’implication de cette neurohormone dans la vitellogenése et dans I’ovulation de cette espéce.

La PRL deH. niloticus (HNPRL) comme la plupart des PRL des poissons téléostéens (Bu et
al., 2015) a un peptide signal court de 25 acides aminés alors que ceux des mammiferes
(Skorupski & Kmie¢, 2013) et oiseaux (Bu et al., 2015) peut atteindrea8f8es aminés. Les

deux cystéines en position N-terminale susceptibles de former un pont disulfure dans la PRL
des mammiféres (Bu et al., 2015; Teilum et al., 2005), des reptiles (Yasuda, Kawauchi, &
Papkoff, 1990), des Dipneustes (lungfish), des Chondrostéens (esturgeons) et des tétrapodes
(Noso et al., 1993) sont absentes de HnNPRL comme chez la plupart des poissons téléostéens
(Bu et al., 2015; Watahiki et al., 1989). Quoique partageant une identité variable (49 a 74%)

196



en acides aminés avec les PRL de certains poissons (figure 8d), HnPRL partage une structure
commune avec les especes de vertébrés. Elle contient quatre détiagsures (hélice 1 a 4)
représentant pBide 50% de I’ensemble de la protéine (Skorupski & Kmie¢, 2013), deux
courtes hélices a entre I’hélice 1 et I’hélice 2 formant une loop 1 (Brooks, 2012 ; Teilum et al.,
2005)qui joue un role vital dans la stabilisation de la protéine et I’interaction ligand-récepteur
(Goffin et al., 1996). Les couples hélice héliice 4, d’une part et hélice 2 et hélice 3d’autre

part forment deux paires antiparalleles (Brooks, 2012 ; Teilum et al., 2005). HnPRL contient
guatre cystéinespres 1’hélice 1 bien conservées entre les espéces et qui sont susceptibles de
former deux ponts disulfures (Brooks, 2012 ; Bu et al., 2015 ; Teilum et al., @60%)un au

centre de la protéine entre C¥st Cys®%t I’autre au niveau C-terminal de la protéine entre
Cys®® et Cyg% Comme chez son espéce sceur A. gigas oll une expérience
d’immunocytochimie a montré que la PRL a peu d’affinité avec I’anti sérum anti PRL des

Salmonidés (Borella et al., 2009)nPRL partage peu d’identité avec O. mykisg53%).

Gonadotropines et leurs récepteurs

La FSH et la LH dé. niloticusexpriméesians I’hypophyse sont comme toutes les hormones
gonadotrops (GTHs) des glycoprotéines hétérodimériques awecsous unité o commune

appelée hormone glycoprotéique a (GPa) et des sous unités B spécifiques (Acharjee et al.,

2015) L’analyse comparative de la structure des GTHs deH. niloticus dans le groupe des
téléostéens montre que la sous unité GPa est constituée de trois a loop et les sous unités f§ de

trois B loop avec un « seat-beb en position C terminale. HnGPa conserve les dix cystéines

qui seraient impliquées dans la formation de 5 ponts disulfures, 4 résidus proline et deux sites
de Nglycosylation au niveau de 1’a loop 2 (NITS) et I’a loop 3 (NHTD). Chez le poisson chat
Heteropneustes fossilies sites de N-glycosylation sont situés au niveau de la loop 1 (NITS)

et de laloop 2 (NHTD) (Acharjee et al., 2015). Huit cystéines sont seulement conservées dans
la GPa de la myxine (Uchida et al., 2010¥GPa et LHP de A. gigasdécrit I’une par Faria et al.,
(2013)et I’autre par Sevilhano et al., (2017) sont respectivement identiqtie$®o et HnLHf

identifiés dans cette étude. Ce résultat démontre a nouveau qu’il existe une grande proximité
phylogénétique entre ces deux especes d’Ostéoglossomorphes soulignée précédemment par
certains auteurs (Betancur-R et al., 2017 ; Guo-Qing & Wilson, 1996 ; Hilton, 2001, 2003 ;
Lavoué, 2016 ; Lavoué & Sullivan, 2004 ; Nelson, 1968, 1969) et cela vient compléter les
guelques études qui ont rapporté des hypotheses phylogénétiques basées sur des données

moléculaires (Kumazawa & Nishida, 2000} présente étude a montré que HnGPa partage

197



une identit¢ d’acides aminés comprise entre 61 et 82% avec certaines especes
d’Ostéoglossiformes, de Salmoniformes, de Reataks et de Cypriniformes. GPa de A. gigas
identique a HnGPo partage une identité d’acides aminés plus élevée (87 a 89,5%) avec les
autres teléostéens (Anguilliformes et Ostartioplyst les Chondrostéens (Acipenseriforjnes
(Faria et al., 2013).

La position des 12 cystéines et le seul site potentiel giyddsylation au niveau de la B loop

1 (NXTX) de LHp observé chez la plupart des vertébrés (Bousfield & Dias, 2011 ; So et al.,
2005) est tres bien conservé cheniloticus Il a été démontré chez les poissons chats que la
loop située entre les positions &Yyst Cys! du « seat-bek de la LHP contient les Sites de
liaison du récepteur de cette hormone alors que la loop correspondant dust Cys2de la

LH stimule I’activité du récepteur de la FSH (Vischer et al., 2004).

Contrairement a la sous unité LHP, la sous unité FSHP est conservée a 86% entréH. niloticus

et I’espéce sceur A. gigaset diverge davantage avec les autres espe@sséoglossiformes, de
Perciformes, de Salmoniformes et de Cypriniformes (entre 37% 69%)AChHEms l'identité

la plus élevée, basée sur les séquences d'acides aminés, est de 61% chez les Anguilliformes
pour la FSHp et de 76% chez les Cypriniformes polLHp (Sevilhano et al., 2017HnFSHf
conserve 12 cystéines parmi lesquelles les quatre premiérasts@stdans la p loop 1 (Cys?

a Cy$). Cys et Cy<Lsont situées dans paloop 2, Cys’ et Cy$ dans la B loop 3, Cys®entre B

loop 3 et le « seat-belt loop » et &3& Cys? dans le « seat-belt loop ». Chez les Cypriniformes

et les poissons chats comidefossilus on observe une bonne conservation de la structure de

la sousunité FSHP a la seule différence qu’on a une cystéine additionnelle entre le peptide

signal et la B loop 1. La Cy€chez les Perciformes et la Cghiez les Salmonidés sont absentes
mais un résidu cystéine additionnel en position N-terminale comme chez les Cypriniformes et
les poissons chats permet d’obtenir 12 cystéines au total. Chez le poisson zébre, Cys!? et Cys'?t
supposées étre la loop déterminante du « seat-lieltFSHB (Vischer et al., 2004) sont
absentes et deux cystéines additionnelles existent en position N-teravinaléa § loop 1,
permettant ainsi d’avoir un nombre total de 12 cystéines (So et al., 2005). Compte tenu de
I’importance de la région « seat-belb pour I’interaction avec les récepteurs et la formation
d’hétérodimeres, la variation de la structure des sousaités de FSHP parmi les espéces de
poissons peut entrainer des différences considérables quant a la nature des interactions des
récepteurs et éventuellement quant a la stabilité de I’hétérodimére (Acharjee et al., 2015

Vischer et al., 2004). Alors que les tétrapodes, les Dipneustes (lungfish), les Chondrostéens
(esturgeons), les Holocéphkal(éléphant shark) disposent de deux sites probables de N-
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glycosylation au niveau de la 3 loop 1 de leur sous unit¢ FSHf, chez H. niloticus on observe

un seul site de N-glycosylation (NVSI) comme chez la plupart des poissons téléostéens. La
glycosylation des GTHs est essentielle pour la bioactivité, la formation de liaisons disulfures,
le taux de sécrétion, la persistance circulatoire et la transduction du signal (Ulloa-Aguirre et
al., 1999). Chez 'homme, le site 1 de glycosylation a été associé a la transduction du signal,
tandis que le site 2 est lié a la stabilité thermique, cette derniére ayant un effet plus important
sur la formation de liaisons disulfures et la sécrétion d’hormones (Feng et al., 1995). La perte
de la seconde Mtycosylation du FSHf de H. niloticuspourrait donc affecter les interactions

avec les récepteurs (Bousfield & Dias, 2011 ; Ulloa-Aguirre et al., 1898, I’absence d’un
deuxiéme site de glycosylation dans la FSHf de la plupart des poissons semble constituer un

¢cart important par rapport au modele vertébré hautement conservé et souléve 1’hypothése de
I’incidence sur la demi-vie de la molécule et, par conséquent, sur sa hon-détection chez certains

poissons (Acharjee et al., 2015).

Récepteurs a I’estradiol

Plusieurs auteurs s’accordent sur 1’existence de trois sous types distincts de récepteurs du 17p-

estradiol (ERs) chez les poissons avec des nomenclatures assez variées (Choi & Habibi, 2003
; Hawkins et al., 2000 ; Hawkins & Thomas, 2004; Marlatt et al., 2008 ; Métivier et al.; 2002
Nelson & Habibi, 2013 ; Nelson & Habibi, 2010 ; Norris & Lopez, 2011 ; Sabwoeobtd et al.,

2004) Ce sont les récepteurs alpha (ERa, ESR1, ER, ESR, ESRA, Era ou NR3A1), gamma ou

béta 1 (ERy, ESR2a, ERB-I, ERPBa, ERB1) et béta ou béta 2 (ERB, ESR2b, ERB-II, ERb, ER[2

ou NR3A2).

Dans cette étude, nous avons identifié chez des femelles wigoticus en vitellogenese le
sous-type béta dtécepteur a 1’estradiol (ERP) dans le foie et les sous-types béta et gamma
(ERP et ERy) dans I’ovaire. D’apres les résultats obtenus dans cette étude, les trois sous-types
d’ERs semblent étre répartis différentiellement dans les tissus étudiés. Letspusipha n’est
présent dans aucun tissu, |EE5t exprimé danBovaire et ERB dans le foie et ’ovaire. Les
investigations sur la signification fonctionnelle des différents sous-tyfieRsdchez les
poissons et autres vertébrés ont montredgs profils d’expression différent suivant le sexe,

le stade de la gamétogenése, I’espéce et le type de tissus (Couse et al., 1997 ; Marlatt et al.,
2008 ; Nelson et al., 2007) et que les sous-tyfeRsIse liend I’E2 avec différentes affinités

(Genovese et al., 20X4ANelson & Habibi, 2013). Par exemple, chdicropterus salmoides
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(Sabo-Attwood et al., 2004). Les trois sous-typ@Rd ont été détectés dans le foie, 1’ovaire

et ’hypophyse de ferglles en début de vitellogenése avec des niveaux d’expression plus
importants dans 1’ovaire. Parmi les trois sous-types dERs deM. salmoidesERp a le niveau
d’expression le plus éleveé dans I’ovaire et le foie. ERy est plus exprimé dans 1’ovaire qu’ERa,
alors que dans le foien observe I’inverse. De nombreux travaux ont été consacrés a 1’étude

de la régulation des ERs dans le foie (Nelson & Habibi, 2@48}’est dans ce tissu que la
Vtg, précurseur des protéines dunade I’ceuf, est principalement exprimée (Dominguez et
al., 2012 ; Hara et al., 2016 ; Prat et al., 19B8Yorte expression des ERpB et ERy dand’ovaire

de certaines espéces suggere que ces deux sous-types jouent un rdle plus prononcé dans la
régulation des genes dans cet organe (Sabo-Attwood et al., 206¥drs I’expression et la
stimulation de la synthese de la Vtg chez certains paggamg et al., 2014 ; Wang et al.,
2005 ; Wang et al., 2010).

Deux types de récepteunpparentésaux récepteurs a 1’estradiol (ERRa et ERRy) ont

¢galement ¢été identifiés dans le foie et I’ovaire de H. niloticus Les ERRs sont des récepteurs
orphelins pour lesquels aucun ligand endogéne n'a encore été identifié et ces récepteurs n'ont
donc pas recu autant d'attention que certains récepteurs endocriniens (Audet-Walsh & Giguere,
2015 ; Giguére, 1999). Chet niloticus les ERRs présentent une homologie significative
avec les ERs, 68 a 7084identité en acides aminés au niveau du noyau du DBD. Cependant,

ces ERRs ne se lient pada cestrogenes mais plutdt a des séquences d’hexanucléotides sous

forme de monoméres ou a des éléments composites sous forme de diméres (Giguére, 1999)
De ce fait, les ERRs ne participent pas directement aux voies de signalisation classiques des

cestrogénes ni aux processus biologiques (Audet-Walsh & Giguere, 2015).

Les deux sous-typeskERs deH. niloticus contiennent cing domaines comme la plupart des
récepteurs nucléaires (Aranda & Pascual, 2001 ; Nelson & Habibi, 2013 ; Sabo-Attwood et al.,
2004). La région N-terminale (A/B) contient la premiére fonction d'activation (AF-1) et la forte
variation observée entre HnERP et HnERy (58 & 686) et entre HnERB_X3 et les autres HnERf3

contribue a une grande spécificité des récepteurs (Aranda & Pascual, 2001). Le noyau des DBD
comprend 66 acides aminés et est de loin le domaine le plus conservé entre HnERs (89%) et
HNERRs (>94%) comme chez la plupart des récepteurs nucléaires de différentes especes
(Aagaard et al., 2011). Il a été montré que dilezalmoidegSabo-Attwood et al., 2004) et
Micropogonias undulatugHawkins et al., 2000)¢ noyau du DBD des formes 3 et y des ERs

partagent prés de 70% d’identité et que de ce fait la séquence protéique de ERy est
probablement issue de la duplicatiors génes de ERp (Hawkins et al., 2000 ; Hawkins &
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Thomas, 2004). Eplus du noyau du DBD, ’extension C-terminale (CTE), composée des 10

a 30 premiers résidus suivant la séquence VGM totalement conservée du noyau du DBD,
constitue un déterminant important de la liaison spécifique de I'ADN pour de nombreux
récepteurs nucléaires (Aagaard et al., 2011). Contrairement au noyau du DBD, CTE est plus

variable entre récepteurs nucléaires (Aagaard et al., 2011).

Les acides aminés jugés essentiels pour la reconnaissance de l'estradiol chez la plupart des ERs
de vertébrés (Sabo-Attwood et al., 20@4ht bien conservés au niveau de HnERB_X1,
HnERB X2, HnERPB X3 et deHnERy, contrairement &inERB X4 qui ne posseéde que deux

sites conserveés.

L’analyse des séquences d’acides aminés prédites révele que les quatre formes de HnERp ont

des domaines identiques et leur divergence ne segsitaie niveau du domaine A/B ou LBD.

Il s’agit de quatre isoformes de HnERp issues d’un épissage alternatif du géne codant pour ces
récepteursestrogéniques puisque chez I’homme, cing isoformes ERp ont été identifiées et

leur divergence se sita@ niveau de I’extrémité C-terminale du LBD et du domaine F (Leung

et al., 2006)I1 a été démontré que I’isoforme ERB1 de I’homme qui a la plus longue séquence

de LBD, contenant la totalitéslhélices 11 et 12 ou se trouve la seconde fonction d’activation

AF-2 et quatre acides aminés impliqués dans la liaison avec E2, est la seule isoforme
fonctionnelle en homodimere. Les autres isoformes l@atrémité C-terminale du LBD
beaucoup plus courtecause de la désorientation ou de 1’absence des hélices 11 et 12. De ce

fait, ils ne peuvent pas former des homodimeres fonctionnels mais plutét des hétérodiméres
avec I’isoforme ERB1 dans la mesure ou une seule hélice 12 fonctionnelle du dimére est
suffisane (Leung et al., 2006)Dans ces conditions, HnER X1, HnERB X2, HnERB X3 et

HnERy, qui possédent les hélices 11 et 12 avec tous les acides aminés impliqués dans la liaison
avec E2peuvent fonctionner en homodimere HnERB X4 qui ne posséde pas d’hélice 12 et

une courte hélice 11 dépourvue des quatre acides aminés impliqués dans la liaison avec E2 ne
peu que former des hétérodimeres fonctionnels avec les autres HnER. La boite D qui est
impliquée dans la dimérisation des récepteurs (Aranda & Pascual, 2001) est représentée par
des peptides différents, PATN& niveau des isoformes HnERP et PANNQ au niveau de

HnERY, ce qui suggere que ces deux types de ERs ne pourraient former des hétérodimeres

fonctionnelssur I’ADN (Zechel et al., 1994).
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Vitellogénines et leurs récepteurs

Trois formes de Vtg identifiées chez de nombreuses espéces (Schilling et al., 2015 ; Williams
et al., 2014 ; Yilmaz et al., 2015) sont réparties en deux catégeriesdsées 1’une par b

présence de la totalité des domaines, I’autre par 1’absence d’un ou plusieurs domaines. Dans la
premiere catégorie, les Vtg sont caractérisées par la présence du domaine phosvitine riche en
sérines phosphorylées (P@)une chaine lourde de lipovitellingLvI), d’une chaine 1égére de
lipovitelline (LvII), d’une composante f’-C et d’une région codante C-terminale (CT). Cette
catégorie de Vtg présente deux variantes, la VtgA et la VtgB qui possedent des masses
moléculaires plus ou moins proches. Les Vtg appartenant a la seconde catégorie, les VtgC, sont

dépourvues du domaine Pv (Hara et al., 2016 ; Hiramatsu et al., 2006 ; Yilmaz et al., 2015).

Dans cette étude, quatre Vtg ont été identifiees Ehexloticus De hombreuses espéces de
poissons possédent plusieurs Vtg. Cbhadmichthys crocedGao et al,. 2019t Danio rerio

(Wang et al., 2005) par exemple, trois et sept Vtg ont été identifiées respectivement et le
génome des poissons peut contenir jusqu’a 20 copies de genes codant pour des vitellogénines
comme c’est le cas chez Oncorhynchus mykis@lrichet et al., 2000). HnVtgl, HnVtg2 et
HnVtg4 possédent un domaine Pv qui permet de les classer dans le groupe des Vitg A ou B
alors que HnVtg3 correspond a une VtgC dépourvue des daniaing’-C et CT. Les
alignements réalisés avec les variantes de Vtg A ou B d’autres espéces de poissons permettent

de classer HnVtgl et HnVtg2 parmi les VtgB. Les Vtg hépatiqued.deloticus ont une

identité en acides aminés élevée (>98%) et semhitentsies d’un épissage alternatif du géne

codant pour cette protéine. Ch@z mykissles génes codant pour différentes Vtg montrent
98,7% de similarité (Trichet et al., 2000) alors que la Vig®deone saxatiligpartage moins

de 32% d’identité avec les formes A ou B (Williams et al., 2014)L identification de transcrits

de Vtg dans le foie et ’ovaire de H. niloticus révele que chez cette espéce, les Vtg sont
exprimées dans ces deux organes. La Vtg est principalement exprimée dans le foie, mais son
expression a été également observée dans I’ovaire de certaines especes de poissons telles que

Danio rerio (Wang et al., 2005)[anichthys albonubg&Vang et al., 2010) éthodeus uyekKii

(Kong et al., 2014). La Vtg ovarienne comme la plupart des Vtg exprimées dans les organes
ou tissus non hépatiques représente moindUedu niveau d’expression de la Vtg hépatique

(Wang et al., 2005).

Les transcrits N-terl, N-ter2 et C-ter caractéristiques de HnVigl etgPim¥bnt pas permis
d’obtenir les séquences définitives de ces protéines en raison de I’incertitude sur le nombre

exact de sérines a retenir pour le domaine Pv. Les 19 et 12 sérines en fin de séquence
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respectivement de N-terl et N-ter2 ainsi que les 20 sérines en début de séquence du C-ter sont
toutes issues du méme codon AGC alors que cet acide aminé est codé par cing autres codons
(TCT, TCC, TCA, TCG et AGT)Trinity n’a donc pas été capable de relier les N-ter et le C-

ter. Toutefois, 1’alignement avec la Vtg d&. formosusun autre Ostéoglossiformes, montre

que P’incertitude existe sur le nombre de sérines du domaine Pv, mais que cette incertitude est

faible et correspond sans doute a une incertitude de 1 ou 2 résidus sérines, sachant qu’il peut

s’agir de sérines manquantes ou surnuméraires, les transcrits étant peut-étre chevauchants. Cela
veut dire qu’a quelques sérines pres, les séquences de HnVtgl et HnVtg2 sont complétes.
Autrement dit, soit il manque quelques sérines pour connecter les 2 N-ter avec le C-ter, ou bien
les N-ter et le C-ter se chevauchent. Mais comme il a été dit précédemment, les sérines du
domaine Pv des Vtg d’Heterotissont codées par un codon unique qui rend 1’assemblage

complexe.

L’analyse MS/MS a permis de détecter la présence de Vtg dans le sang et le mucus de femelles
de H. niloticus en vitellogenese. Chez de nombreuses espéces, des méthodes immuno
enzymatiques (ELISA) ont été utilisées pour détecter la présence de Vtg plasmatique (Bulukin
et al., 2007 ; Chu-Koo et al., 2009 ; Ndiaye et al., 2006 ; Nufiez-Rodriguez et al., 1989 ; Nunez
Rodriguez et al., 1997 ; Roy et al., 2004) et de Vtg dans le mucus (Arukwe & Rge, 2008 ;
Genovese et al., 2014 ; Meucci & Arukwe, 2005 ; Moncaut et al., 2B8Q83vers 1’approche
protéomique réalisée dans cette étude, les deux sexes ont pu étre différend¢iesitbeaus

qui est une espéce dépourvue de dimorphisme sexuel. En |'absesseevaltion directe de

tissu gonadique, un test de sexage similaire a été réalisé sur des indivigipmeafghelus
lanceolatusa partir de prélevements sanguins (Om et al., 2018)sdnce de détection de la

Vtg dans le sang et le mucus des malel .daloticusmontre que les poissons échantillonnés

ne sont pas soumis a une perturbation endocrinienne due aux substances mimétiques des
cestrogénes naturels, appelés xénoestrogénes contenus dans certains alimerstdistribués a la

plupart des poissons d’élevage (Pelissero & Sumpter, 1992 ; Pelissero et al., 1989) ou dans le
milieu aquatique (Arukwe & Rge, 2008; Dugué et al., 2008 ; Genovese et al., 2014 ; Le Menn,
1979).

S’agissant de la communication chimique, il convient de noter que plusieurs types de signaux

sont impliqués dans le comportement social des poissons. De nombreux poissons utilisent des
phéromones sexuelles pour attirer les membres du sexe Opposé ou pour susciter un
comportement de fraie (Chung-Davidson et al., 2011 ; Stacey, 2003). Le test de diffusion des

protéines du mucus d¢. niloticusa montré que la Vtg ou ses produits de clivage ne sont pas

203



détectés dans 1’eau. Par conséquent, la Vtg du mucus des femelles Hie niloticusne peut donc

pas constituer un signal chimique pour les individus males. Chez de nombreuses espéces de
poissons, 1’urine est un vecteur de phéromones sexuelles dérivées de stéroides (Huertas et al.,

2014). Par exemple, I'urine tketruite arcenciel (O. mykisy femelle mature attire les males
matures (Yambe et al., 2006) et stimule chez ceux-ci la libération de LH et la stéroidogenése

(Scott et al., 1994 ette approche n’a pas encore été testé chez H. niloticus

Concernant les récepteurs de Vtg, deux types de transcrits de récepteur de la Vtg qui semblent
étre issu de I’épissage alternatif du domaine O-glycosyE (Chen et al., 2016) ont été identifiés
chezH. niloticus Il s’agit des formes LR8 avec 8 LBR dans la LBD (Sappington & Raikhel,

1998) qui ont été longtemps considérée comme la seule VLDLR capable de se lier aux Vtg de
certaines espéces ovipares (Reading et al., 2014). LR8+ avec le domaine O-glycosylé et LR8-
privé de ce domaine ont été détectés respectivementldsaire et 1’hypophyse de H.
niloticus Ces deux formes de LR8 ont également été identifiées chez des poissons téléostéens
tels queO. mykisgPrat et al., 1998) édncorhynchus clark{Mizuta et al., 2013), cependant

LR8- est exprimé principalement dans 1’ovaire de ces espéces alors que LR8+ est exprimé aussi

bien dans I’ovaire que dans les tissus non ovariens conie@rveau, 1’intestin et les branchies.

La détection de LR8- dans un tissu non ovarien (hypophyde. aéloticus mérite d’étre
approfondie. Depuis quelques années, un nouveau VLDLR appelé LRP13 ou LR13+1 a été
identifié non cheH. niloticus mais chez plusieurs espéces de téléostéens chnsaxatilis

Morone americangdReading et al., 2014¥;ynoglossus semilaey®ryzias latipegWang et

al., 2017) etO. clarki (Mushirobira et al., 2015avec 13 LBR dans le LBD au niveau de
I’extrémité N-terminale et un LBR dans le LB&u niveau de I’extrémité C-terminale
(Hiramatsu et al., 2013 ertaines espéces de poisson peuvent posséder jusqu’a quatre formes

de VLDLR comme c’est le cas chez M. AmericangReading et al., 2011). Dans le cerveau, les
VLDLR jouent un réle dans la transmission du signal extracellulaire, les processus de
signalisation intracellulaire et le développement du systéme nerveux central (Trommsdorff et
al., 1999).

Les LR8 sont conservés au niveau structural chez de nombreuses especes (Dominguez et al.,
2012 ; A. Li et al., 2003 ; Pousis et al., 2012 ; Prat et al., 1998) y cohhpniBoticus qui

partage plus de 84% d’identité en acides aminés avec des espéces d’Ostéoglossiformes, de
Salmoniformes, de Perciformes et de Cypriniformes. Les précurseurs de HnVLDLR ont un

peptide signal suivi de huit ou sept domaines respectivement pour la forme LR8+ et LR8-. Le
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LBD, qui contréle les interactions entre le récepteur et le domaine Lv de la Vtg (Hiramatsu et
al., 2001), est composé de huit LBR de 40 acides aminés environ chacun riche de six cystéines
(Li et al., 2003 ; Luo et al., 2013) et de résidus chargés négativement a sa surface qui
contiennent la signature EDE dans la LBR3 et SDE dans les autres LBR bien conservés entre
les especes (Agulleiro et al., 2007). Trois LBR (LBR1 a LBR3) sont essentiellement impliqués
dans la liaison de la Vtg au récepteur (Li et al., 2003). Chez le poulet (Bajari et al., €998), |
tripeptide EDE du LBR3 avec sa densité de charge négative plus élevée que le tripeptide SDE
des autres LBRanble étre déterminant pour la liaison de la Vtg au récepteur alors que chez
O. niloticus (Li et al., 2003) son rble dans la formation de cage de calcium semble plus
probable. Les cystéines des trois domaines précurseurs du facteur de croissance épidermique
(EGF) sont également bien conservées entre les especes. Le domaine prédit pour former une
structure a hélices béta (Agulleiro et al., 2007) entre EGF2 et EGF3 est composé de cinq
séquences de quatre acides aminés deXyp8(V)D et FWA(T)D bien conservées entre les

espéces. Enfin, la séquence FDNPVY hautement conservée du domaine cytoplasmique,
potentiellement impliquée dansinternalisation du récepteur apres la liaison du ligand
(Agulleiro et al., 2007¢st aussi présent dans HnVLDLR.

CONCLUSION/PERSPECTIVES

A travers cette étude, des données moléculaires relatives a la vitellogenése et sa régulation ont
été obtenues pour la premidtas chez 1’Ostéoglossiformes africaifjeterotis niloticus Les
séquences nucléotidiques et les séquences protéiques déduites de la prolactine et son récepteur,
des gonadotropines (FSH et LH) et leurs récepteurs, les récepteurs béta et gamma a 1’estradiol

et les vitellogénines et leurs récepteurs ont été identifd@eun ERa n’a été identifié et les
séquences définitives de deux Vtg hépatiques et la Vtg ovarienne sont a déterminer par des
analyses complémentaires. Il a été possible de différencier les sexes chez cette e¢péce pa
détection en spectrométrie de masse de la Vtg dans le mucus et le sang. Cette étude peut étre
considérée comme une étape nécessaire a la caractérisation fonctionnelle des molécules
identifi¢es. Elle permet aussi d’envisager des études de comportement reproducteur a partir

d’individus sexés pour une meilleure maitrise de la reproduction et de I’élevage de cette espece.

Les analyses en MS et en ELISA étant quantitatives, il est urgent d’établir une relation entre la
concentration en Vtg du mucus et le stade de maturité des femelles (Baumann et al., 2013 ;

Chatakondi & Kelly, 2013) pounettre en ceuvre des applications multiples en pisciculture en
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conditions non invasives, ce qui permettra de préserver lebiedes poissons d’élevage et

de produire ainsi un poisson de qualité relativement épargné du stress.

Sur un plan pratique, la connaissance des séquences primaires des hormones hypophysaires
permettra de réaliser avec des peptides de synthése pour indaitét@enése afin d’étre en

mesure de piloter la production d’alevins en continu sur I’ensemble de 1’année (Bry et al., 1978

: Mehdi & Ehsan, 2013 ; Mylonas et al., 2010), ce qui est un paramétre important pour assurer

une production réguliére de poissons commercialisables.

Par ailleurs, la connaissance des neurohormones hypophysditesilidéicuspermettra chez

cette espéce lors’ekpérimentationsn vivo qu’il reste a entreprendre, d’étre en mesure de

suivre les niveaux circulants avec des outils quantitatifs spécifiques tels que I’ELISA ou la
spectrométrie de masse. Dans un avenir proche, il faudra cherahetériser I’ensemble du
neuropeptidome de cette espece et d’une fagon générale 1I’ensemble du peptidome régulateur

pour faciliter I’interprétation des études physiologiques qui permettront de totalement maitriser
I’¢levage d’un poisson de grande qualité organoleptique, possédant une croissance €levée et
omnivore a tendance phytophage. Comme il a été dit précédemment, un travail important reste
a réaliser pour parfaitement maitriser la reproduction, mais aussi pour formuler un aliment
adapté au besoin nutritionnel de cette espéce tout en n’altérant pas la qualité de la chair.

L’ utilisation d’outils moléculaires pourrait faciliter la formulation d’aliments adaptés aux
différentes phases d’élevage (Leduc et al., 2018) et la sélection de reproducteurs performants
(Hallerman, 2006)pour le développement d’une pisciculture durable respectucuse de

I’environnement.
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4 Proximité phylogéenétiquede A. gigaset H.
niloticus basée sur les aspects moléculairde la

vitellogenese et sa regulation

4.1 Les sequences utilisées

Les séquences d¢. niloticus utilisées icisont décrites dans I’article en cours de publication
intitulé « Identification et caractérisation structurale des acteurs impliqués dans la vitellogenese
et sa régulation chez 1’Osteoglossiforme d’intérét aquacole, Heterotis niloticus(Cuvier,

1829) » de la présente thése.

ChezA. gigas, la sous unité alpha commune a la FSH et la Lid)(Earia et al., 2013) et leur

sous unités spécifique béESHp et LHP (Sevilhano et al., 2017) ont déja été caractérisées et

les séquences protéigues sont accessibles sur le site de NCBI, respectivement avec les codes
AIG51239, AIA09918 et AJO68014. Les analysesilico, telles que décrites dans le chapitre
Matériel et Méthodes)nt permis d’identifier et de caractériser a partir @géstranscriptomes de

foie, d’ovaire et d’hypophyse de A. gigas d’autres molécules impliquées dans la vitellogenése

de cette espece.

Les séquences protéiques déduites des séquences nucléotidiuggdsetH. niloticusont
été alignées avec CLC Sequence viewer eirbess phylogénétiques incluant d’autres espéces

de poissons ont été réalisés sous Mega 7.
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4.2 ldentification des acteurs moléculaires cheX. gigas et

comparaison aved. niloticus

4.2.1 Les vitellogénines et leur récepteur

Les analysesn silico des transcriptomes de foie et d’ovaire de A. gigasn’ont pas permis
d’identifier les séquences des Vtg et leur récepteur contrairente€miboticus ou trois Vig
hépatiques, une Vtg ovarienne partielle et deux VLDLR (ovarien et hypophysaire) ont été
identifiés et caractériséB.n’a donc pas été possible de comparer ces deux especes sur la base

des séquences protéiques déduites de ces molécules.

4.2.2 Récepteurs du7p-estradiol

L’analyse in silico a permis d’identifier chez A. gigasles transcrits de deux ERf, AgERB X1

de 1677 paires de bases dans le foie et AGERB X2 de 1047 paires de basetns I’ovaire codant
pour des séquences protéiques respectives de 559 et 349 acides Rigumesig). ChezH.
niloticusquatre formes '&Rp (HNERB_ X1, HnERP X2, HnERP X3 etHnERP X) et un ERy

ont été identifiés. Le sous-tyfRa n’a pas été identifié chez les deux espeéces, le sous-type
ERy et les récepteurs apparent@s récepteurs d'cestrogénes (Annexe 7) identifiés chezH.
niloticusn’ont pas été identifiés chéz gigas

AgERB X1 et AgERB_X2 sont composés de cing domaines comme les ERis diéoticuset
la plupart des récepteurs nucléairgss’agit du domaine N-terminal (A/B), le domaine de
liaison a 'ADN (DBD), la séquence flanquante D, le domaine de liaison au ligand (LBD) et

région C-terminale F.
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ERB_XI1

1M A S S PGS DZLPTLTLOQTFGOQETVSGST ST KTGTDT CTSTZPGZPTLZPGV Y
1 ATGGCTAGTTCCCCAGGAAGTGACCTGCCACTTTTGCAGTTCCAGGRAGTGGGCTCCAGCAAGACAGGGGACTGCAGCACCCCAGGACCCCTCCCTGGTGTTTAT
%A G P V P G L AMDTSURAUVCTIPSPYADSTSNTDTYATTILSF Y NP
106 GCTGGACCCGTACCAGGTCTGGCCATGGACAGCCGGGCAGTGTGTATCCCCTCACCCTATGCGGACAGCAGCAATGACTATGCTACTCTCAGCTTCTACARCCCT
77 VvV L G Y P G S SV s DS PSSV R®PPILSPATITYTW®WSZPHTGEHTPGOQ L
211 TCCGTGCTGGGCTACCCGGGCTCCTCTGTCTCTGACAGCCCCTCTGTACGGCCACCCCTARGCCCTGCTATTTACTGGTCACCACATGGCCATCCTGGCCAGTTG
106 P L T L H C Q Q P L V Y SEZPPRTT®PWVFETPTE KTV QDUHATLTVE S S
316 CCCCCACTCACCCTGCACTGTCAGCAGCCCCTGGTGTACAGTGAGCCCCCGAGGACCCCATGGGTGGAGCCCAAGGTCCAGGACCACGCCCTGGTTGAGAGCAGT
41K L V G RRPILETGT DTEA ATLTSSSAATCTLTATEKI ODMEHTFCAUVCHD
421 AAACTGGTGGGACGACGGCCGCTGGAAGGAGACGAGGCACTCAGTTCTTCTGCAGCCTGCTTAACAGCGAAGGGCGATATGCATTTCTGCGCCGTCTGCCACGAC
176 Y A S G Y H Y G V W S C E G C K A F F K R S I 0 G H N D Y I C B A T N
526 TACGCCTCGGGCTATCACTATGGCGTCTGGICCTGTGAGGGCTGCARGGCCTICTTTARGAGGAGCATCCAAGGCCACAATGACTACATCTGCCCAGCGACCAAC
2109 ¢ T I D K NRTURTEK S COUATCT RTILT ERRTEKTCTYTEVGMMMEKTCGVRRE R C
631 CAGTGCACCATCGACARARACCGCCGCARAAGCTGCCAGGCCTGCCGCCTGCGGAAGTGCTACGAAGTGGGCATGATGAAGTGCGGAGTGAGACGIGAGCGCTGT
246 S|y R 6 VvV R HRRV©POQTIRETVV VYVTILSGT?P?PGSZ RTSORTERTELTESNTLTFP P M
736 AGCTACCGTGGGGTGCGACACCGGCGTGTACCACAGATCCGGGARGTGGTGTTGGGACCAGGCTCCAGGACCCAGAGARGACTGGAGAGCAACCTGCCCCCTATG
260K N F Q P L S L T P E Q L V L R I M E A E P P E I Y L M K D M K K P F
841 AAGAACTTCCAGCCCCTGTCGCTGACCCCCGAACAGCTGGTCTTGCGCATAATGGAGGCAGAGCCCCCGGAGATCTACTTGATGAAGGACATGARGRAGCCGTTC
36T E S s M M M s L T N L ADZ RKEULV L MI S WATZKTEKTIZPGTFUVETLS L
946 ACTGAGAGCAGTATGATGATGTCTCTCACTAACCTGGCTGACAAGGAGCTGGTCCTCATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATCCCGGGGTTCGTCGAGCTCAGCCTG
331 D Q9 V H L L E C C W L E V L M L 6 L M Ww@® S VvV D H P G KL I F S P D
1051 TCAGATCAGGTGCACCTGCTGGAGTGCTGCTGGCTGGAGGTGCTGATGCTGGGCCTGATGTGGAGGTCCGTCGACCACCCCGGGAAGCTCATCTTCTCCCCCGAC
36 K L N R D E G N CV E G I M E I F DMTILLAATA AT RTETRTETLTEKTLQR
1156 CTTAAGCTCAATAGGGATGAAGGCAACTGCGTGGAGGGGATCATGGAGATCTTTGACATGTTGCTGGCGGCCACCGCCCGATTCCGCGAGCTGAAGCTGCAGAGG
421E B Y V ¢ L K A L I L L N S N M C V S S P E T P E E L E S R A K L L R
1261 GAAGAGTACGTCTGCCTCAAGGCGCTGATCCTGCTCAACTCCAACATGTGCGTGAGCTCCCCGGARACGCCCGAGGAGCTGGAGAGCCGTGCCAAGCTGCTGCGG
456 L L D A V T D A L V W A I S R K G L T F Q Q 0 S A R L A H L L L L L S
1366 CTGCTGGACGCCGTGACGGACGCGCTGGTGTGGGCTATCTCCAGGAAGGGCCTCACCTTCCAGCAACAGTCCGCTCGCCTCGCTCATCTGCTGCTGCTGCTGTCA
491 H I R H L S N K@Y EM@O@®s @K M KNV V P L Y DILLLEMTLDAN
1471 CACATCCGCCATCTCAGTAACAAGGGAATGGAGCACCTGTCCAACATGAAGATGAAGAACGTGGTGCCGCTGTACGACCTGCTCCTGGAGATGCTGGATGCARAC
526 T M H S T R V H R C P P P REASPOQET PSPHUHTMENEKSTILQ Q *
1576 ACCATGCACAGCACCCGTGTGCATCGCTGCCCCCCACCACGGGAAGCCAGTCCCCAGGAGCCTTCGCCCCATCACACAATGGARAACAAGTCCCTGCAGCAGTAG

ERB_X2

lMm A s s p G s DL PLL QF Q E V G S sS K TGDT Cs T PGP L P G V Y
ATGGCTAGTTCCCCAGGAAGTGACCTGCCACTTTTGCAGTTCCAGGAAGTGGGCTCCAGCAAGACAGGGGACTGCAGCACCCCAGGACCCCTCCCTGGTGTTTAT
36A G P VP G L AMUDSU R AV CTIPS?PYADSSNUDY ATT LS F Y N P
106 GCTGGACCCGTACCAGGTCTGGCCATGGACAGCCGGGCAGTGTGTATCCCCTCACCCTATGCGGACAGCAGCAATGACTATGCTACTCTCAGCTTCTACAACCCT
717 v L G Y P G S sS Vs DS P SV R?PZPIL S P ATI Y WS P HGHU?PG Q L
211 TCCGTGCTGGGCTACCCGGGCTCCTCTGTCTCTGACAGCCCCTCTGTACGGCCACCCCTAAGCCCTGCTATTTACTGGTCACCACATGGCCATCCTGGCCAGTTG

06 P P L T L H C Q Q P L VY S E P P RTP WV E P KV Q DHATLV E S S
316 CCCCCACTCACCCTGCACTGTCAGCAGCCCCTGGTGTACAGTGAGCCCCCGAGGACCCCATGGGTGGAGCCCAAGGTCCAGGACCACGCCCTGGTTGAGAGCAGT
141 K L VvV G R R P L E G D EAL S S S AACULTAI KIGDMHF CA V C H D
421 AAACTGGTGGGACGACGGCCGCTGGAAGGAGACGAGGCACTCAGTTCTTCTGCAGCCTGCTTAACAGCGAAGGGCGATATGCATTTCTGCGCCGTCTGCCACGAC
176 Y A S G Y H Y GV W S C E G C K A F F KR S I Q GHND Y I C P A T N
526 TACGCCTCGGGCTATCACTATGGCGTCTGGTCCTGTGAGGGCTGCAAGGCCTTCTTTAAGAGGAGCATCCAAGGCCACAATGACTACATCTGCCCAGCGACCAAC
211 g ¢ T I D K N R R K S C QA CURLRKCYEV GMMIEKCGV R RE R C
631 CAGTGCACCATCGACAAAAACCGCCGCAAARAGCTGCCAGGCCTGCCGCCTGCGGARAGTGCTACGAAGTGGGCATGATGAAGTGCGGAGTGAGACGTGAGCGCTGT
246 E:]Y R G VRUHRIRWV?POQTIIREVVL GP G S RTOQRIRILE S NL P P M
736 AGCTACCGTGGGGTGCGACACCGGCGTGTACCACAGATCCGGGAAGTGGTGTTGGGACCAGGCTCCAGGACCCAGAGAAGACTGGAGAGCAACCTGCCCCCTATG
28lX N F Q P L S L TP E QL VL RTIMEA AE?PU&PZETIYLMEKXDMIEKIK P F
841 AAGAACTTCCAGCCCCTGTCGCTGACCCCCGAACAGCTGGTCTTGCGCATAATGGAGGCAGAGCCCCCGGAGATCTACTTGATGAAGGACATGAAGAAGCCGTTC
316 T E S S M M M s L T N L A D K (E) L v . M I 8§ WA XK K TI P G N S T H V *
946 ACTGAGAGCAGTATGATGATGTCTCTCACTAACCTGGCTGACAAGGAGCTGGTCCTCATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATCCCGGGTAACTCCACACATGTGTAA

-

Figure 43 : Séquences nucléotidigues et séquences protéiques déduites des récepteurs
cestrogéniques béta (ERB_X1 et ERB_X2) de A. gigas(Ag). Le codon d’initiation et le codon

stop sont en gras. La région A/B en position N-terminale suivi@elaine de liaison a I’ADN

(DBD) situé dans les encadrés et contenant la boite P (double soulignement) et la boite D
(soulignement simple). Le domaine de liaison au ligand (LBD) (soulignement simple) est suivi

du domaine F en position C terminale. Les acides aminés impliqués dans la liaison avec
’estradiol sont entourés.
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Les deux forms de AgERP ont les domaines A/B, DBD et D identiques, le LBD et le domaine

F étant variabledjgure 444a). 11 s’agit de deux isoformes dues a un épissage alternatif du géne
codant pour ces récepte cestrogéniques dans les mémes conditions que les quatre isoformes
ERp de H. niloticus

La comparaison dednERB X1 et AgERB X1 (Figure 44b) montre une identité en acides
aminés de 92,49% avec un DBD conservé contenant la boite P (EGCKA) intervenant dans la
reconnaissance de I’ADN et la boite D (PATNQ) impliquée dans la dimérisation des récepteurs
(Aranda & Pascual, 2001). Leui.BD partagent 97,89% d’identité alors que les autres

domaines sont les plus variables.

(@)

AGERB_X1 MASSPGSDLPLLQFQEVGSSKTGDCSTPGPLPGVYAGPVPGLAMDSRAVC IPSPYADSSNDYATLSFYNPSVLGYPGSSVSDSPSVRPPL 90
AGERB_X2 MASSPGSDLPLLQFQEVGSSKTGDCSTPGPLPGVYAGPVPGLAMDSRAVC IPSPYADSSNDYATLSFYNPSVLGYPGSSVSDSPSVRPPL 90

AgERB_X1 SPA|YWSPHGHPGQLPPLTLHCQQPLVYSEPPRTPWVEPKVODHALVESSKLVGRRPLEGDEALSSSAACLTAHYGDMHFCAVCHDYASGY 180
AgERE_X2 SPA|YWSPHGHPGQLPPLTLHCQQPLVYSEPPRTPWVEPKVODHALVESSKLVGRRPLEGDEALSSSAACLTAYGDMHFCAVCHDYASGY 180

AgERE_X1 ‘HYGVWSC EGCKAFFKRS IQGHNDY ICPATNQCT IDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMMKCGVRRERCYYRGVRHRRVPQIREVVLGPGSRTQ 270

AQERE_X2 |[HYGVWSCEGCKAFFKRS | QGHNDY ICPATNQCT I DKNRRKSCQACRLRKC YEVGMMKCGVRRERC JYRGVRHRRVPQ IREVVLGPGSRTQ 270
AQERP_ X1 RRLESNLPPMKNFQPLSLTPEQLVLR IMEAEPPE | YLMKDMKKPFTESSMMMSL TNLADKEL VLMI SWAKK | PG 360
AGERE_X2 RRLESNLPPMKNFQPLSLTPEQLVLRIMEAEPPE I YLMKDMKKPFTESSMMMSLTNLADKELVLMISWAKK | PG 344
AGERE_X1 450
AGERB_X2 344
AGERE_X1 STHV 540
AQERB_X2 STHV 349

AgERB_X1

v [NSEUSTNNINSNISEE 3
(b)

AgERB_X1 MASSPGSDLPLLQFQEVGSSKTGDEGSHPGPLPGVYAGPVPGLAMBSRAVC IPSPYADSSNDYATLSFYNPSMLGYPGSSVSDSPSVRPPL 90
HNERB_X1 MASSPGSDLPLLQFQEVGSSKTGDRSSPGPLEGVYAGPVPGLAMESRAVC IPSPYADSSHDYRTLEGFYNPSMLGYPGSEVEDSPSVRPPL 89

AgERB_X1 SPAI YWSPHGHPGQLPPLTLHCQQPLMYSEPPRTPWVEPKMQDHALVESSKLMGRRPLEGDEALSSSAACLTAKGDMHFCAVCHDYASGY| 180
HnERE_X1 SPAIYWSPRSHPSQLPPLTLHCQQPLMYGEPERTPWVEPKAQDHNL VESSKLIAGRRPLEGDEALSSSAACLTAKGDMHFCAVCHDYASGY| 179

AGERB_X1 | HYGVWSCEGCKAFFKRS IQGHNDY ICPATNQCT I DKNRRKSCQACRLRKCYEVGMMKCGVRRERCS[YRGVRHRRVPQ I REVMLGBGSRTQ 270

HRERP_X1 | HYGVWSCEGCKAFFKRS | QGHNDY ICPATNOQCT IDKNRRKSCOQACRL RKCYEVGMMKCGVRRERCSIYRGVRHRRVPQ IREVMLGEGSRTQ 269

AgERB_X1 RHLESILPPIK FQILILTPEQLVLRIIEAEPPEIYLMKDMKKPFTESSMMMSLTNLADK LVLMISWAKKIPGFVELILSDOVHLLECC 360
L

HRERB_X1 RRLESELPPEKEFQ LTPEQLVLRIEAEPPE | YLMKDMKKPFTESSMMMS LTNLADKELVLMI SWAKK | PGFVELNL SDQVHLLECC 359

AGERB_X1 WLEVLMLGLMWHSVDHPGKL | FSPDLKLNRDEGNCVEGIME | FOMLLAATARFRELKLQREEYVCLKAL ILLNSNMCVSSPETPEELESR 450
HNERB_X1 WLEVLMLGLMWRSVDHPGKL | FSPDLKLNRDEGSCVEGIME | FOMLLAATABFRELKLQREEYVCLKAL ILLNSNMCVNSPETPEELESR 449

VI v
AgERB_X1 AKLLRLLDAVTDALVWAISRKGLTFQQQSARLAHLL) LLSHIHHLSNKEMEH SNMKMKNVVPLYDLLLEMLDANTMHSERVHREFP PP 540
HNERB_X1 AKLLRLLDAVTDALVWAISRKGLTFQQQSARLAHLLMLLSH IRHLSNKGMEHLSNMKMKNVVPLYDLLLEMLDANTMHSSR VHARFPPP 539

AGERP_X1 PQEBESBHHTMENKELQQ 559
HNERP_X1 PQESSSHHTAENKELQQ 558

Figure 44 : Alignement des séquences protéiques déduites desagteurs cestrogéniques
béta deA. gigas (AgERB X1 et AgERB X2) (a) et comparaison dAgERB X1 avec
HNERB X1 de H. niloticus (b). Le domaine d#aison a I’ADN (DBD) est situé dans les
encadrés. Les acides aminés impliqués dans la liaison aV@g-éstradiol sont indiqués par
des triangles noirs. Les domaines peu conservés sont en gris.
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Comme HnERB X1, HNERB X2, HnERP X3 et HnERY, les six acides aminés impliqués dans

la liaison aved’E2 (Sabo-Attwood et al., 2004dnt présents au niveau de AGERB X1 (Glu®3,
Arg3’2 GIy*®®, His%2 LelP® et Mef%) alors que AgERB X2 et HnERB X4 ne conservent
respectivement qu’un seul (Glu®*! et deux (GI&*9), Arg®") de ces acides aminés. Le LBD de
AgERB X2 est trés réduit et ne contient que deux hélicesalors que AgERB X1 contient la
totalité des 12 hélicas(Figure 45). L’absence de I’hélice 12, contenant la deuxiéme fonction
d’activation (AF-2), au niveau du LBD de AgERB X2 comme c’est le cas de HnERB X4, ne
favorise pas ldormation d’homodiméres fonctionnels mais plutbt des hétérodimeres avec
AgERB X1 (Leung et al., 2006).

(@) (b)

J
P\ 8

.____
S
.

[
‘51.
s

Figure 45: Structure en hélice (H) des LBD des récepteussstrogéniques beta de gigas
obtenue avec I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Le LBD de
AgERp X1 (a) posséde 12 hélices(H1 a H12) alors que le LBD de AGERP_X2 (b)n’a que

trois hélicesx (H1 a H3).
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4.2.3 La Prolactine et son récepteur

La prolactine exprimépar I’adénohypophyse d& gigas(AgPRL) a été identifiée grace a un
transcrit de 633 paires de bases codant pour 211 acides aRings (63).

Le précurseur protéique degPRL posséde un peptide signal de 24 acides aminés {Met
Ser?), quatre hélices o. majeures représentant environ 5% de I’ensemble de la protéine : hélice

1 (€ - His”"), hélice 2 (GI& - Prd'’), hélice 3 (Asi - 11e'®?) et hélice 4 (Ly¥* - Val®)

et deux courtes hélices o entre ’hélice 1 et I’hélice 2 : hélice 1' (GIy? - Mef*) et hélice 1"
(Asp?* - Arg®®) (Figure 464). La structure tertiaire dagPRL (Figure 46b) réalisée sous I-
TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERWNtre que les quatre hélices
majeures forment deux paires antiparalleles, hélice 1 / hélice 4 et hélice 2 / hélieggBRla
mature contient quatre cystéines dont amige I’hélice 1' et I’hélice 1" (Cys’?), deux dans
I’hélice 4 (Cys® et Cy<%Y) et une en fin de séquence (Eys HNPRL et AgPRL partagent

53,3% d’identité en acides aminé&igure 46c).

(@)

1M T W P S WG G TFRILTVAATLTLTCVYVSLRSHT|I GINDTLTLDR

1 ATGACTTGGCCGTCCTGGGGAGGAACATTCCGGCTGACAGTTGCAGCACTTTTGTGTGTCTCACTGCGCTCCCACACCATTGGTATCAACGACCTGCTCGACAGG
3(aA s 0 L S DR L H S LS ASTLTNTDTLTDSH|L P P MGRWMMMEPR P S
106 GCATCTCAGCTTTCCGACCGGCTCCACTCGCTGAGTGCATCACTCACCAATGACCTGGACTCACATTTGCCTCCCATGGGCCGCATGATGATGCCCCGACCATCA
717M@©@&H T s S L QTP S DKDOATLRTYGP[EPETLTLSTLTIRSTLILLSW
211 ATGTGCCACACCTCCTCCCTCCAGACCCCCAGTGACAAGGACCAAGCGCTCAGAGTGCCTGAACCTGAGCTGCTCTCCCTCATCCGCTCTCTTCTCCTTTCCTGG
106N E P L VL LS LEGATGP|T L PHPS SN s a1 vy s KTEKETLS QDNTQN
316 AATGAGCCCCTAGTCCTGCTCTCCCTAGAGGCGCCCACTTTGCCTCATCCGTCCAACAGTGCCATCTACAGCAAGACARAGGAGCTGCAAGACAACACACAARAC
141L N V G L D R L V H K I|]G S K S P T F L P F K G QS P G N D K I S R L
421 CTGAATGTGGGCCTGGATAGACTGGTGCACAAGATTGGATCCAAGTCGCCCACCTTTCTCCCCTTCAAAGGACAAAGCCCCGGCAACGACAAGATCTCACGCCTC
1761 ¥ F ¥y F L L S ©F R R D S H K I DS F L KUVULZR(@EKV|[]aKMUW PENM
526(é;cTACTTCTACTTCCTGCTGTCCTGCTTCCGAAGAGACTCGCACAAAATCGACAGCTTCCTCAAGGTGCTTCGCTGCAAGGTGGCCAAGATGTGGCCAGAGATG
211 *

631 TGCTGA

(b) (©)

HnPRL MMRESQGERF-ILWSAML L SECAQCHCWNFSDLMDRAMQLSDKLHELSNSLKIDLDSHEPAVGER - PRLSH 69

@ AgPRL MTWRSWGETFRLTVMAAL LEVMSERSHTIGIND LEDRASQLSDRLHSLSASLIENDLDSHEPPMGRMMMPRIBSM 71
p HnPRL CHTSSLRTPMDKSQMLSLPESELLSL IBSLLLSWENALPWYLSSEASSLPHAWANG | STKAKQLQERWHSLH 140
AgPRL CHTSSLEATPSDKBOALRMPERELLSL IRSLLLSWNERLMELSEHEARTLPHRPSNSA | ¥SKTKELCDNTANLN 142

w HnPRL [FGLSTLAHKMGSSSPDSAAVFPYDESSEGBDN-SRLIAGFHFLLSCFRRDSHK IDNFLKILRCRVAKQKEDVC 209

\' AgPRL MGLDRLMHKEGSKSETE=LPEKGQSEGNDKISRLITYFMFLLSCFRARDSHK | DGFLKMLRCK VIAKMWEEMC 211

S

4

Figure 46 : Séquence nucléotidique et séquence protéique déduite
prolactine deA. gigas(AgPRL), structure tertiaire montrant les hélices o de
AgPRL (b) et alignement (c) avec la PRLHeniloticus(HNPRL).

Dans lafigure (a), le codon d’initiation et le codon stop sont en gras, le peptide signal est €
souligné simple, les quatre hélices majeures (H1, H2, H3 et H4) disposées de facon s
sont dans des encadrés et les courtes hélices 1' (GRM) et 1" (DQALR) sont en soulign
Dans la figure (c), les domaines peu conserves sont en gris.
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Un transcrit de 423 paires de bases codant pour une protéine partielle de récepteur a la
prolactine de 142 acides aminés a été identifi¢ dans I’ovaire deA. gigas(Figure 4738). La PRLR

partielle & A. gigas(AgPRLR) dépourvue du domaine transmembranaire (TM) et du domaine
intracellulaire (IQ possede un peptide signal de 23 acides aminés et une séquence partielle du
domaine extracellulaire (EC) de 118 acides aminés. @ha#oticusle transcrit complet de

la PRLR de 1767 paires de bases codant pour une protéine de 589 acides aminés a été identifié
et possede un peptide signal de 25 acides aminés suivi du domaine extracellulaire (EC) de 207
acides aminés, du domaine transmembranaire (TM) de 23 acides aminés et du domaine
intracellulaire (IC) de 334 acides aminés. La séquence partielle AQPRLR a été alignée
I’extrémité N-terminale de HnPRLRF{gure 47b) et leur identité en acides aminés est de
90,24%.

(@)

1M W K H P 6GA L L I L S L LA FVV L CCSTCUL S P P G K P RL T S C
1 ATGTGGAAACACCCTGGAGCCCTACTGATACTCTCGCTGCTTGCCTTTGTGGTCCTGTGCTGTTCTTGTCTGTCTCCCCCAGGGAAGCCTCGGCTCACCAGCTGC
36R S P E K E T F T C W W E P G S D G G L P TN F S L F Y R KE N S D T
106 CGATCTCCTGAGAAAGAGACCTTCACCTGTTGGTGGGAGCCGGGCTCAGATGGTGGCCTGCCCACCAACTTCTCTCTCTTCTACCGCARAGAGAATTCTGATACT
7.v. * E C P DY HTAG KN S CVF F s KN DT s I WV DN Y NI TV V AT
211 GTCTTTGAGTGTCCAGACTATCACACTGCAGGAAAGAACTCCTGCTTTTTCAGCAAGAATGACACTTCAATTTGGGTTAATTATAACATCACTGTGGTGGCAACC
06 N AL G SN F S D©PV DV DV VY I GEULTULT LS ST CSUPAUHSA AATITFN
316 AATGCCCTTGGGAGCAACTTCTCAGACCCTGTGGATGTGGATGTTGTGTACATTGGTGAGCTTCTGCTCAGCTGCTCTCCTGCTCATTCTGCAGCAATATTTAAT
141 H

421 CAC

(b)

HnPRLR MMWKBSGAPL ILSLLMSVVLBSACLSPPGKPRLTSCRSPEKETFTCWWEPGEDGGLP TNMSLFYRKENSDSV 72
AgPRLR MEWKHBGALEL ILSLLARVVLECSCLSPPGKPRLTSCRSPEKETFTCWWEPGSDGGLPTNESLFYRKENSDV 71

HnPRLR ¥ECPDYHTAGKNSCFFSKNDTS IWVNYNITVVATNALGSNFSDPVDVDVVY ING=S==PHTPENLTVVLEGEE 141
AgPRLR FECPDYHTAGKNSCFFSKNDTS IWVNYN I TVVATNALGSNFSDPVDVDVVY IGECEESCSPAHSAATEN==H 141

Figure 47 : Séquence nucléotidique partielle et séquence protéique déduite (a) du récepteur a
la prolactine deA. gigas(AgPRLR) avecle codon d’initiation en gras, le peptide signal
souligné suivi de la séquence partielle du domaine extracellulaire et alignement (b) avec
I’extrémité N-terminale de la PRLR dd. niloticus (HNnPRLR). Les domaines peu conserves

sont en gris.
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4.2.4 Les gonadotropines et leurs récepteurs

La comparaison des gonadotropines Adegigas déja décrites par Faria et al., (2013) et
Sevilhano et al., (2017) avec cellesHleniloticusidentifiées au cours de cette thése montre
gue ces deux especes ont @R (Figure 4838 et uneLHp (Figure 48b) identiques et leurs
FSHp (Figure 480 partagent 85,6% d’identité en acides aminés. Les analyse silico du
transcriptome d’ovaire de A. gigasn’ont pas permis d’identifier les récepteurs de la FSH et de

la LH.

(@)

AgGPa MSYTGKLTIASVLALLAILHIVDSNFNVGCEECKLKENKYFSRLGAP | FQCMGCCFSRAYPTPLRSKKTMLVPKN I TSEATCCVAKEVKR 90
HNGPa MSYTGKLTIASVLALLAILHIVDSNFNVGCEECKLKENKYFSRLGAP I FQCMGCCFSRAYPTPLRSKKTMLVPKN I TSEATCCVAKEVKR 90

AgGPa LI TLNNVRLENHTDCHCNTCYYHKS 115
HNGPa LI TLNNVRLENHTDCHCNTCYYHKS 115

(b)

HALHE MSPVPACTLLTFLSLCHLLAPTWAVYLQPCEP INQT ISVEKEGCPKCLVFQTTTCSGHC I TKEPVYKSPLSMLYQHVCTYRGVRYETIRL 90
AgLHR MSPVPACTLLTFLSLCHLLAPTWAVYLQPCEPINQTISVEKEGCPKCLVFQTTTCSGHCITKEPVYKSPLSMLYQHVCTYRGVRYETIRL 90

HnLHR PDCPRGVDPHVTYPVALSCSCGLCTMDTSDCTIESLQPDFCINQRTLLFDY 141
AgLHE PDCPRGVDPHVTYPVALSCSCGLCTMDTSDCT IESLQPDFCINQRTLLFDY 141

(©)

HnFSHE MMACMLLLVVTMMWWML VGAGPYCDLTNMS | SLENEECGKC ITITTTSCTGWCFTQDPVYKSSLAPY IQHTCNFKEVITHESANMLPECPEGY 90
AgFSHE METCMLLLVVTMAWPRL VGAGPHCDLNNIT |BLENEECEKC ITITTTSCTGWCFTQDPVYKSSLAPY IQHTCNFKEVIAMESAELPRCPEGV 89

HnFSHE DPHFSYPVALSCECSRCNTDTTDCGALNERBVSGCUHGE 127
AgFSHE DPHFEYPVALSCECSRCNTDTTDCGALSEEVSGCRGH 126

Figure 48 : Alignement des séquences protéiques déduites des sous unités laiphade
glycoprotéique (GPa) (a), sous unités béta delad (b) et sous unité béta de la FSH (c)He
niloticus (HnGPo, HNFSH et HnLHP) etA. gigas(AgGPa, AgFSHp et AgLHp), les domaines
peu conserves sont en gris.

La Figure 49 présente la structure secondaire avec les différents domaines et les identités en

acides aminés des séquences completes identifiees a la fols. chieticusetA. gigas
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Identité en aa
entre Hn et Ag

Hn [Feotae 5o

PRL 25aa 29 aa 3 aa 6 aa 27 aa 28 aa 33 aa 53,3%
Ag
24 aa 31 aa 3 aa 5 aa 27 aa 29 aa 33 aa
GPa { Hn. g e s N N — T 100%
24 aa 25 aa 28 aa 23 aa
o[ sor}- - N —— R - (e
FSHB 19 aa 26 aa 20 aa 17 aa 18 aa 85,6%
T B T T R T T
18 aa 26 aa 20 aa 17 aa 18 aa
LHp { 0. Ag [ Fapse s NN —— I SR — |- 100%
24 aa 26 aa 20 aa 17 aa 18 aa
Hn (x2) oen_ |
A/B C D E F
163 aa 82aa 41aa 237 aa 35aa 92, 49% dont
~ 100% (DBD) et
Ag (X1) oen_— 97.89% (LBD)
ERP 7 A/B C D E F
164 aa 82aa 41aa 237 aa 35aa B
Ag (X2) DBD 'LBD |
A/B C D E F
164 aa 82aa 41aa 57aa Saa

Figure 49 : Comparaison des structures secondaires avec les différents domaines et les identités
en acides aminés (aa) de la prolactine (PRL), de la sous unité alplihodaone
glycoprotéique (GPa), de la sous unité bétale la FSHP, de la LHP et des récepteurs
cestrogéniques béta (ERP) de H. niloticus (Hn) et deA. gigas(Ag). Les ER ont un domaine
N-terminal A/B quicontient la premiére fonction d’activation AF-1, un domaine de liaison a

I’ADN (DBD) ou domaine C, un domaine D de liaison aux corépresseurs, un domaine de
liaison au ligand (LBD) ou domaine E et un domaine F en position C-terminale.

4.3 Phylogénie des acteurs impliqués dans la vitellogenese

et sa régulation cheH. niloticus et A. gigas

Les arbres phylogénétiques ont été construits pour les séquences déttitedateEuset A.
gigas avec d’autres especes de poissons. Les études réalisées par Faria et al., (2013) et
Sevilhano et al., (2017) présentent des arbres phylogénétiques des sousetiflitdsla LH
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BN

de A. gigasqui sont identiques a celles ¢k niloticus Cependant, aucune autre espece
d’Ostéoglossiformes’a été prise en compte. De nouveaux arbres phylogénétiques, intégrant
I’OstéoglossiformeS. formosugpour lequel les séquences dess unités o et B de la LH et

de la FSH sont disponibles sur le site de NCBI, ont donc été réalisés.

4.3.1 Sous unité communea de la LH et la FSH (GPa)

L’arbre phylogénétique des séquences de GPa construit selon la méthode de Neighbor-Joining
est présenté danshégure 50. H. niloticus etA. gigassont liés &. formosugar un neeud fort
(bootstrap = 96%). Ces Ostéoglossiformes apparaissent comme un groupe basal pour les autres

especes de téléostéens analysées.

Kryptolebias marmoratus (ACLO0862) :| Cyprinodontiformes

% 38 Oryzias latipes (ABU42129) T Beloniformes
Fundulus heteroclitus (AAB60605) ] Cyprinodontiformes

100 | Takifugu alboplumbeus (BAJ12079)
42 4‘ _ X Tetraodontiformes
Takifugu rubripes (DAADE1TS5)

- og |-— Dicentrarchus labrax (AAK48431) perciomes
Morone saxatilis (AABGE6489)

84 Solea senegalensis (ABU95602) | Pleuronectiformes
54 Hyporthodus septemfasciatus (QAY29085) 1
86 [ Epinephelus lanceolatus (AYQ58308) Perciformes
46 Epinephelus akaara (AAO43058)

Oncorhynchus tshawytscha (AAB34358)
M 100 ‘— Oncorhynchus mykiss (BAB17685) Salmoniformes
44l Oncorhynchus keta (AAA49407)

55 Silurus meridionalis (AAY42268)
a4 Ictalurus punctatus (NP 001187007)
Siluriformes
Clarias gariepinus (CAABE358)
57 Heteropneustes fossilis (AHB20168)

Danio rerio (AARB4285)

o Labeo rohita (AEZ02308)
20 Cyprinus carpio (CAA39852) Cypriniformes
Al;ljypcph thalmichthys nobilis (ABUB7327)
| 781 Ctenopharyngodon idella (ABUS7326)

r Anguilla marmorata (ACK87151)
10l Anguilla japonica (BAD14301)

Scleropages formosus (XP 0185886 19)
ﬂm gigas (AIG51239) Osteoglossiformes
100 | & Heterotis niloticus
Acipenser sinensis (ACD12129)
ﬁ':mmenser sinensis (ACD12130) Acipenseriformes
98 | Acipenser gueldenstaedtii (AAS92716)
0.050

Figure 50 : Arbre phylogénétique de la sous unité alpha commune a la LFSél (&Po) de

11 ordres et 30 especes de poissons, basé sur leséidemtacides aminés. L’arbre a été
construit avec Mega 7 selon la méthode de Neighbor-Joining basée sur le modele JTT avec
deux espéces non téléostéens de 1’ordre des Acipenseriformes. Les chiffres indiquent la
robustesse du bootstrap avec 1 000 réplicas. Les positioaddete H. niloticusetA. gigas

sont identifiées par des triangles.

Anguiliformes

| S
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4.3.2 Sous unité de la LH

L’arbre phylogénétique des séquences de LHB construit selon la méthode de Neighbor-Joining
est présenté danshégure 51 H. niloticus etA. gigassont liésa S. formosugar un neeud fort
(bootstrap = 86%).

51 l Scophthalmus maximus (QAU21463) ]
12 Cynoglossus semilaevis (AFF59207)
Pleuronectiformes
m Solea solea (AHZ13200)
it 100 solea senegalensis (ABW81404) |
100 Takifugu rubripes (DAA06177) 7
Tetraodontiformes
L Takifugu alboplumbeus (BAJ12080) ]
Gadus morhua (ADM15039) 7] Gadiformes

Nothobranchius rachovii (SBR86720)
Nothobranchius furzeri (SBP42813) ]
Monopterus albus (ACF70665) 7] Synbranchiformes

Cyprinodontiformes

36
I Oreochromis niloticus (AAP49576) 7
Perciformes
Epinephelus fasciatus (AEN71838) ]
Sebastes schlegelii (AAU14142) 7] Scorpaeniformes
Anoplopoma fimbria (AGS55584) 7
61 Perciformes
] Sander vitreus (AFU54392) ]
Scleropages formosus (KPP64307) 7
86 A Heterotis niloticus Osteoglossiformes
100! A Arapaima gigas (AJO68014) |
Oncorhynchus mykiss (BAB17687) ]
31 —[ Salmoniformes
1 100 L Brachymystax lenok (AAR99811) |
Danio rerio (AAR84284) 7
Labeorohita (RXN27324)
Ctenopharyngodonidella (ABQ51327) Cypriniformes
Carassius auratus (AYE88918)

Cyprinus carpio (CAA42542)

Ictalurus punctatus (AAG32156)

Tachysurus fulvidraco (AJA7 1484)

Heteropneustes fossilis (AHB20170) Siluriformes

Hemibagrus nemurus (AHK05982)

66 L Silurus meridionalis (AAY42269) |
Anguilla japonica (BAD14302) J Anguilliformes

= Acipenser sinensis (ACB29495)
100 - Acipenser baerii (CAB93502)

Adpenseriformes

—
0,050

Figure 51 : Arbre phylogénétique de la sous unité bétaldd ke 13 ordres et 33 especes de
poissons, basé sur les identités en acides aminés. L arbre a été construit avec Mega 7 selon la
meéthode de Neighbor-Joining basée sur le modele JTT avec deux especes non téléostéens de
I’ordre des Acipenseriformes. Les chiffres indiquent la robustesse du bootstrap avec 1 000

réplicas Les positions des FSHp de H. niloticusetA. gigassont identifiées par des triangles.
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4.3.3 Sous unité de la FSH

L’arbre phylogénétique des séquences de FSHf construit selon la méthode de Neighbor-

Joining est présenté dansHmyure 52 H. niloticus etA. gigasforment un groupe fortement

soutenu (bootstrap = 97%) liésS formosugpar un nceud fort (bootstrap = 99%). Ces

Ostéoglossiformes apparaissent comme un groupe basal pour les autres espéces de téléostéens

analysées.

88

100

Kryptolebias marmaratus (ACLOOSE3)

37

a0

47

Danio rerio (AARS4282)

Ctenopharyngodon idella (ABQ42694)
ﬁ'} Carassius auratus (AYESE916)
82 L Cyprinus carpio (sp|013050)

75

Hemibagrus nemurus (AHKD5983)
Tachysurus fulvidraco (AJA71483)
Ictalurus punctatus (AAG3I2155)
Heteropneustes fossilis (AHB20162)

99 L Clarias gariepin (AA049013)

95

Conger conger (CABI3518)
a0 Anguilla rostrata (CUVD3794)
39 1 Anguilla anguilla (AAN73407)

Scleropages formosus (KPPE2167)
a0 EA Heterotis niloticus
o7 A Arapaima gigas (AIA09218)

| Acipenser sinensis (ACE29494)

01

o Acipenser gueldenstaedtii (AA352715)
|Acipenser baerii (CABZ3504)

Solea senegalensis (ABVWET403)

100 [Takifugu alboplumbeus (BAJ12081)
Takifugu rubripes (DAAIB17E)
Epinephelus akaara (ANME2569)
ﬁ[Epinephelus lancenlatus (4YQ58307)
Brachymystax lenok (AAR99310)

49| 100 LLOncorhynchus tshawytscha (AASTS320)
93 L Oncorhynchus mykiss (BAB1763E)

Gasterosteus aculeatus (CADS905E)
Fundulus heteroclitus (NP 001296916)

Cynoglossus semilaevis (AFFE9208)
Merluceios meruccius (AQU42662)

Jrerciformes
:|Cypr\n0dont|formes

JPleuronectiformes
JGadiformes

JPleuronectiformes

:|Tetra0dontwformes

i|PerC|Formes

Salmoniformes

CypriniFarmes

Siluriformes

Anguilliformes
Osteoglossiformes

Acipenseriformes

Figure 52 : Arbre phylogénétique de la sous unité béta de la FSH de 11 ordres et 31 espéces d
poissonspasé sur les identités en acides aminés. L’arbre a été construit avec Mega 7 selon la
méthode de Neighbor-Joining basée sur le modele JTT avec trois especes non téléostéens de
I’ordre des Acipenseriformes. Les chiffres indiquent la robustesse du bootstrap avec 1 000
réplicas. Les positions d&SHp deH. niloticusetA. gigassont identifiées par des triangles.
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4.3.4 Récepteur de la FSH

L’arbre phylogénétique des séquences de FSHR construit selon la méthode de Neighbor-
Joining est présenté dansHeyure 53. H. niloticus et une autre espéce d’Ostéoglossiformes
(Paramormyrops kingsléyorment un groupe fortement soutenu (bootstrap%)9Tet arbre

ne prend pas en compte le FSHRAdgigasqui n’a pas encore été décrit.

Dicentrarchus labrax (AAVASE2E) ]
Sparus aurata (AATO1413)

Salmaniformes
Anoplopoma fimbria (AGS55586)
& Epinephelus lanceolatus (AY(58309) ]
Fundulus heteroclitus (BAF45336) ]
. Cyprinodontiformes
Kryptolebias marmoratus (AER42420) |
10 Cynoglossus semilaevis (MNP 001281119) ]
Pleuronectiformes
95 Solea senegalensis (ADHS1678) i
Gadus maorhua (ABDE2535 T
100 4{ . ¢ . ) Gadiformes
100 Merluccius merluccius (AUE44580) |
68 [Salmo salar (NP 001118702) ]
— Salmaniformes

100 L Oncorhynchus mykiss (MP 001117759

A Heterotis niloticus
—i . Osteoglossiformes
97 Paramormyrops kingsleyae(P 023666436)

— 72 Gobiocypris rarus (AGI7E313)
E Labea rohita (RXNO9558)
. . Cypriniformes
100 Cyprinus carpio (xP 018240722

Danio rerio (AAP33512) i
99 ———— Astyanax altiparanae (AKC01041) TJcharachiformes

T Tachysurus fulidraco (ASU45648) ]
100 E Ictalurus punctatus(MNP 001187020) Silurifarmes
56 Clarias gariepinus (CABS1507)

Anguilla anguilla (BAMI3585) ] "
—| Anguiliformes
100 L Anguilla japonica (BAF79214)

Acipenser ruthenus (ANT47399) JAcipenseriformes

0.05

Figure 53 : Arbre phylogénétique du récepteur de la FSH (F8EIRO ordres et 25 espéces

de poissons basé sur les identités encaaiaiinés. L’arbre a été construit avec Mega 7 selon

la méthode de Neighbor-Joining basée sur le modéle JTT avec trois espéces non téléostéens de
I’ordre des Acipenseriformes. Les chiffres indiquent la robustesse du bootstrap avec 1 000
réplicas. La position de FSHR #k niloticusest identifiée par un triangle.
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4.3.5 Récepteur de la LH

L’arbre phylogénétique des séquences de LHR construit selon la méthode de Neighbor-Joining
est présenté dansHegure 54. H. niloticusetS. formosu$orment un groupe fortement soutenu
(bootstrap = 100%) au sein des Ostéoglossiformes. Cet arbre ne prend pas en compte le LHR

deA. gigasqui n’a pas encore été décrit.

Fundulus heteroclitus (BAF45337) ]
. Cyprinodontiformes
83 Kryptolebias marmaratus (AER42421) |
49 Oreochramis niloticus (XP 025753045) TJPerciformes
— Epinephelus coioides (AEGBE27) N
100 | e E Sparus aurata (AATOT1412) Perciformes
1 Dicentrarchus labrax (ABX72215) |
a9
™ L Solea senegalensis (ADHS1679) TJPleuronectiformes
Oncorhynchus mykiss (MNP 001117738) ]
100 4[ Salmoniformes
100 L Salmo salar (MNP 001117027) i
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Figure 54 : Arbre phylogénétique du récepteur deHgLHR) de 11 ordres et 25 espéces de
poissons basé sur les identités en acides aminés. L arbre a été construit avec Mega 7 selon la

méthode de Neighbor-Joining basée sur le modéle JTT avec une espéce non téléostéen de
I’ordre des Acipenseriformes. Les chiffres indiquent la robustesse du bootstrap avec 1 000
réplicas. La position de LHR d# niloticusest identifi€ée par un triangle.
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4.3.6 Prolactine

L’arbre phylogénétique des séquences de PRL construit selon la méthode de Neighbor-Joining

est présenté dansagure 55. A. gigaset deux espéceBAnguilliformes forment un groupe
fortement soutenu (bootstrap = 70%l). niloticus et S. formosudorment un autre groupe
fortement soutenu (bootstrap = 100%) qui apparait comme un groupe basal pour les autres

espéeces de téléostéens analyseés.
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& Heterotis niloticus
—Ij Ostenglossifarmes
100 Scleropages farmosus (P 018592416) |
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Figure 55 : Arbre phylogénétique de prolactine (PRL) de 12 ordres de poissons et 25 espéces
basé sur les identités en acides aminés. L’arbre a été construit selon la méthode de Neighbor-
Joining basée sur le modéle JTabec trois espéces non téléostéens de 1’ordre des
Acipenseriformes avec Mega 7. Les chiffres indiquent la robustesse du bootstrap avec 1 000
réplicas. Les positions des PRL IldeniloticusetA. gigassont identifiée par des triangles.
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4.3.7 Récepteur de la PRL

L’arbre phylogénétique des séquences de PRLR construit selon la méthode de Neighbor-
Joining est présenté dand-igure 56. H. niloticusetS. formosu$orment un groupe fortement
soutenu (bootstrap = 100%). Les Ostéoglossiforsnasliés par un nceud fort (bootstrap =
97%) aune espece d’ Anguilliformes (Anguilla japonicg. Cet arbre ne prend pas en compte le

PRLR deA. gigasqui n’a pas encore été décrit.
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Cynoglossus semilasvis (WP 008324293) TJPleuronectifarmes
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Figure 56 : Arbre phylogénétique de récepteurs de la prolactine (PRLR) de 13 ordres et 25
especes de poissons basé sur les identités en acides aminés. L’arbre a été construit selon la

méthode de Neighbor-Joining basée sur le modéle JTT avec une espece non téléostéen de
I’ordre des Lepisosteiformes avec Mega 7. Les chiffres indiquent la robustesse du bootstrap
avec 1 000 réplicas. La position du PRLRHIailoticusest signalée par un triangle.
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4.3.8 Récepteur du 173-estradiol

L’arbre phylogénétique des séquencesHRs construit selon la méthode de Neighbor-Joining
est présenté dansHegure 57. Les ERp de H. niloticusetA. gigasforment un groupe fortement
soutenu (bootstrap = 78 etsont liés a deux autres espéces d’OstéoglossiformesS( formosus
etO. bicirrhosum parun nceud fort (bootstrap = 76%). HiRB a une longueur de branche plus
importante que ABR. Le groupe auquel appartienn&stERp de H. niloticusetA. gigasest

lié au groupe auquel appartient Hngpr un neeud moyen (bootstrap = 47%).
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Figure 57 : Arbre phylogénétique décepteurs cestrogéniques beta (ERP) et gamma
(ERy) de 13 ordres et 31 espéces de poissons basé sur les identités en acides &
L’arbre a été construit selon la méthode de Neighbor-Joining basée sur le modéle J1
avec deux espes non téléostéens de I’ordre des Acipenseriformes avec Mega 7. |
chiffres indiquent la robustesse du bootstrap avec 1 000 réplicas. Les positions de
H. niloticusetA. gigassont identifiées par des triangles.
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4.3.9 Vitellogénine

L’arbre phylogénétique des séquences des récepteurs de la Vtg construit selon la méthode de
Neighbor-Joining est présenté dang-igure 58 VtgB1 et VtgC deH. niloticusforment un
sous-groupe fortement soutenu (bootstrap £d)l sein des trois Vtg hépatiques identifiées
chez cette espédd. niloticusest lié par un nceud fort (bootstrap = 10%) a deux autres espéces
d’Ostéoglossiformess( formosugtO. bicirrhosun). Cet arbre ne prend pas en compte les Vtg

deA. gigasqui n’ont pas encore été déest
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Figure 58 : Arbre phylogénétique de la vitellogénine (Vtg) de 10 ordres et 24 espé
poissons basé sur les identités en acides aminés. L’arbre a €té€ construit selon la méthode
de Neighbor-Joining basée sur le modele JTT avec deux espéces non téldesieeins
des Acipenseriformemsvec Mega 7. Les chiffres indiquent la robustesse du bootstrap
1 000 réplicas. &spositions des Vtg di. niloticussont signalées par des triangles.
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4.310 Récepteur de la Vig

L’arbre phylogénétique des séquences des récepteurs de la Vtg construit selon la méthode de
Neighbor-Joining est présenté dansHmure 59. H. niloticus et deux autres especes
d’OstéoglossiformesS( formosuget O. bicirrhosun) forment un groupe fortement soutenu
(bootstrap = 99%). Cet arbre ne prend pas en compte le VLDIBRg@lgasqui n’a pas encore
été décrit.
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Figure 59 : Arbre phylogénétique de récepteurs de la vitellogénine (VtgR) ou lipovitelline de
tres basse densité (VLDLR) de 11 ordres et 19 especes de poissons basé sur les identités en
acides aminés. L’arbre a été construit selon la méthode de Neighbor-Joining basée sur le

modéle JTTavec une espéce non téléostéen de 1’ordre des Acipenseriformes avec Mega 7. Les

chiffres indiquent la robustesse du bootstrap avec 1 000 réplicas. Les positions des LR8+ et
LR8- deH. niloticus sont identifiées par des triangles.
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4.4 Discussion

Cette étude est la premiere a analyser la proximité phylogénétidtienileticuset A. gigas

sur la base de données moléculaires impliqués dans la vitellogenése et sa régulation. Des études
antérieures (Betancur-R et al., 2017 ; Guo-Qing & Wilson, 1996 ; Hilton, 2001, 2003 ; Lavoue,
2016 ; Lavoué & Sullivan, 2004 ; Nelson, 1968, 19&9%ont appuyées sur d’autres types de

caracteres et des marqueurs moléculaires tels que les génes mitochondriaux.

Les transcriptores créés a partir deHypophyse, du foie et déokaire n’ont pas permis
d’identifier a la fois chez les deux especes étudiées tous les acteurs moléculaires de la
vitellogenése et de sa régulation, limitant ainsi les comparaig@mécepteurs cestrogéniques
béta(ERp), a la prolactine (PRL) et aux sous unités alpha et béta de la FSH et de la LH. Il est
donc nécessaire de réaliser des études complémentaires pour identifier le reste des marqueurs
moléculaires. Pou. niloticus il s’agit de ERa et la séquence compléte de la Vtg ovarienne

Quant aA. gigas les informations a rechercher portent sur les récepteurs des hormones
hypophysaires (PLRR, FSHR et LHR), ERa, ERy, les Vtg et leur récepteur. De nouveaux
transcriptomes de foie et d'ovaire devront étre réalisés’chiggasafin de disposer de données

plus complétes. Ces tissus sont connus pour générer des échantillons d'’ARN de qualité
médiocre. Une attention particuliere devra étre appliguée aux prochaines extractions. Par
ailleurs, la densité d'échantillons par ligne de séquencage devra étre réduite afin d'obtenir une

profondeur de séquencage aussi importante que possible.

Il a été démontré que la sous unité alpha commune a la FSH et a@@uHef la sous unité
spécifique beta de la LKLHp) de H. niloticus et A. gigassont identiques etirs FSHf

partagent 85,6% d’identité en acides aminés. Ces résultats viennent confirmer la proximité
phylogénétique de ces deux espéces d’Ostéoglossiformes qui se distinguentSleformosus

Les gonadotropines étant utilisées en aquaculture comme inducteurs pour anhliorer
reproduction de certaines espéces de poissons (Mehdi & Ehsan, 2013 ; Mylonas et al., 2010),
cela suggére que la LH de l'une ou l'autre espéece est probablement capable d'induire une

réponse fonctionnelle chez les 2 especes étudiées.

On observe également qus [ERP de H. niloticuset A. gigaspartagent une forte identité en
acides aminés (> 92%) et ont une DBD entiéerement corsér08% d’identité en acide

aminés).
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Contrairement aux marqueurs moléculaires précédents, la PRL d#oticus et A. gigas
partagent une identité en acides aminés moyenne (53,3%). Cette hormone hypophysaire qui
participe a plusieurs processus physiologiques incluant la croissance, la reproduction et
I’osmorégulation (Bu et al., 2015 ; Freeman et al., 2000 ; Manzon, 2002 ; Whittington &
Wilson, 2013) peut étre considérée commien des biomarqueurs moléculaires pour

différencier les deux especes sceurs.

Sur la base des gonadotnagiet des ERpB, H. niloticusetA. gigasaffichent une forte proximité
phylogénétique. Avec la PRIA. gigasest plus proche phylogéniquement des Anguilliformes
gue deH. niloticusqui forme un groupe soutenu awee autre espéce d’Ostéoglossiformes,

S. formosus
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5. Conclusion

De nouvelles données moléculaires sur la vitellogenese et sa régulation ont été obtenues pour
A. gigas(les sous unités a et p de la FSH et la LH étant déja décrites) mais demeurent non
exhaustives.ll s’agit de la PRL, d’un transcrit partiel de PRLR et deux ERP. Chez
I’Ostéoglossiformes africaiHl, niloticus ces données sont décrites pour la premiere fois. Elles
portent sur les hormones hypophysaires (PRL, FSH et LH) et leurs récepteurs ovariens (PRLR,
FSHR et LHR), les récepteua I’estradiol a et vy, les vitellogénines de type B et C et leurs
récepteurs. Il a été possible de définir la Vtg comme biomarqueur de sexdgeildécusa

partir d’analye en spectrométrie de masse d’extraits protéiques de sang et de mucus.

Ces résultats ont également permisréaffirmer la proximité phylogénétique de ces deux
especesceurs d’Ostéoglossiformesnais également d’identifier des traits divergents marqueés

par leur PRL notamment.

Ces travaux peuvent étre considérés comme une étape indispensable pour permettre une
caractérisation fonctionnelle des molécules identifiées et pour une meilleure compréhension
des caractéristiques partagées ou différenciéesténtitoticusetA. gigasen vue de maitriser

leur reproduction et leur élevage.
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Cingquieme partie

Sexage des individus matures dd.
niloticus et suivi télémétrique du

comportement reproducteur deA. gigas






1. Introduction

H. niloticus et A. gigassont deux especes d’Ostéoglossiformes qui ont une importance
économique et socioculturelle dans leurs zones de distribution respectives (Adite et al., 2006 ;
Ezekiel & Abowei, 2013 ; Odo et al., 2009 ; Santos et al., 2014 ; Schaefer et al., 2012).
Cependant, depuis quelques années, leurs pécheries sont surexploitées ; ce qui entraine un
appauvrissement des populations sauvages (Bauchot et al.,, 1993 ; Castello et al., 2015
Oladosu et al., 2007). Pour faire face au déclirceeespeces dans le milieu naturel, leur
élevage en étang de pisciculture a été initié au courdeti@sres décennies et I’on a méme

tenté des réintroduction dans leur habitat traditionnel (Kimou et al., 2016 ; Nufiez et al., 2011

: Valladdo et al., 2016 ; Yao et al., 2017).

Les difficultés rencontrées sont le faible taux de reproduction en captivité dues aux
particularités anatomiques tieppareil reproducteur etau comportement complexe des deux
espéces sceurs (Carreiro et al., 2011 ; Chu-Koo et al., 2009). La reproduction est réalisée de
facon spontanée dans des étangs en terre a la suite de la formation de couples. §jiezEses e
dépourvues de dimorphisme sexuel excepté en période de reproduction ou une coloration plus
importante est observée chez les malesAdgyigas notamment en milieu naturel.aL
compréhension du comportement reproducteur en captivité nécessite au préalable un sexage
des reproducteurs. Chefkz niloticus il n’existe aucune méthode de sexage fiable (Oladosu et

al., 2007) alors que pow. gigas un kit de sexage est disponible et un anticorps anti Vtg a été
développé pour sexer par ELISA les individus en vitellogenese (Chu-Koo et al., 2009 ; Dugué
et al., 2008 ; Nufiez & Duponchelle, 2009 ; Nufiez et al., 2011). Malgré cet outil de sexage, le
faible nombre de couples de reproducteurs obtenus en captivité ne permet pas une production

importante et prévisibld’alevins d’Arapaima

Le but de ce travail était de mettre au point une méthode de sexage peu invasiMe pour
niloticus avant d’envisager une étude du comportement reproducteur. Pour A. gigas qui
dispose déja de méthodes de sexage fialblezmgit de mieux comprendrkes interactions

males-femelles au sein de couples en captivité pour améliorer le succes de la reproduction.
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2. Deémarche expérimentale

La détermination du sexe chez les poissons d’¢élevage est une étape importante pour constituer

les stocks de reproducteurs nécessaitegproduction d’alevins (Chu-Koo et al., 2009Pour
mettre au point, une méthode de sexage des individus matureshidieticus des techniques
peu invasives ont été testé&ggre 60). Ces techniques privilégient le prélevement de sang

ou de mucus pour réaliser

- untest du kit de sexage 8egigas;

- untest de ’anticorps anti Vtg de A. gigasetO. bicirrhosum;

- un test d’anticorps anti Vtg dél. niloticusproduit dans le cadre de cette these

- une analyse en spectrométrie de masse pour détecter la présence de Vtg ou ses produits

de clivage.

L’une des méthodes a été finalement utilisée pour sexer et constituer deux lots de reproducteurs

deH. niloticusen vue d’une étude du comportement reproducteur.

Le travail réalisé cheA. gigas(Figure 60) a consisté a suivre par télémétrie acoustique le
comportement reproducteur d’un lot de 10 femelles et 10 méales qui ont pu étre sexés suivant

la technique définie par Chu-Koo et al. (2009). Le systéme de télémétrie utilisé est celui de
Lotek MAP et le positionnement UMAP, Lotek Wireless Inc. qui utilise le code CDMA (code
acces multiple par répartition), codage numérique qui permet la détection simultanée et le

décodage de plusieurs émetteurs co-localisés.

Comme la turbidité de l'eau ne permet en général aucune observation directe ou les
enregistrements vidéo pour leur localisation, le positionnement précis grace au systéeme
ultrasonique permet de suivre au jour le jour les déplacements de chaque individu. Ce type de
suivi a échelle précise permet de générer des informations, a des plages spatiales et temporelles
détaillées, sur le comportement simultanéode les poissons dans 1’étang et leurs interactions

(Baktoft et al., 2015 ; Cooke et al., 2013 ; Pincock et al., 2010).
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Les reproducteurs (males et femelles) ontégtépés d’émetteurs ultrasoniques permettant
d’enregistrer leurs mouvements (Farmer efal., 2013 ; Pursche etl., 2013 ; Villegas-Rios et

al.,, 2013) grace a un réseau de 8 hydrophones (WHS 3250D, LOTEKinstal)és dans
I’étang expérimental. Au moins trois hydrophones sont nécessaires pour traiter le signal par
une routine de triangulation hyperbolique (Begout & Lagardere, 19983, grace aux

coordonnées géographiques enregistrées, le suivi du comportement est réalisé.

P Espécalépourvue de

Arapaima giga dimorphisme sexue Heterotis niloticu

A

Oui Existence d’une Non
méthode de sexage

Test kit sexag a:t?%tgrxlcgig; aﬁtﬁggrgsc:r:ti Détection Vig
A. gigas et O. bicirrhosun | Vtg H. niloticus par MS/MS

| |
v

Sexage

4

Systéme dg  [Constitution d’un lot d€
telémétrie reproducteurs Mise au poinid’une
Lotek MAP Sexeratiol:1 méthode de sexag
: !
Pose d’émetteurs
ultrasoniques codés (CDM Sexage

sur les poissons

A4

Constitution de deux
Hydrophpnes (,WH lots de reproducteur
3250D) disposés d Sexe ratio 1 : 1
I’étang expérimental :

4
Suivi du
comportement
reproducteur

Figure 60: Démarche suivie pour mettre au point une méthode de sexdgendeticus et
réaliser une étude des interactions male-femell. dggaspar télémétrie ultrasonique.
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3. Utilisation d'un réseau de telemétrie
acoustigue pour suivre le comportement

reproducteur de A. gigas en captivité

L'étude du comportement reproducteur Alegigasen

captivité afait 1’objet d’un article publié¢ dans la revue

Aquaculture Research

Aquaculture Research en 2018 intitulé « Use of an
acoustic telemetry array for fine scale fish behaviour
assessment of captive Paichérapaima gigas

breeders ».

Cet article décrit :
- la méthodologie de télémétrie Lotékdure 61)
utilisée ;

- les données sur un couple formé, en guise

du comportement des poissons dans des environneoadatsirbidité de 1’eau ne favorise pas

des observations directes ou des enregistrements vidéo.

La méthodologie Lotek est basée Béquipement de reproducteurs males et femelles (10 de
chaque sexe)’dmetteurs ultrasoniques codés et sur leur suivi dans un étang contenant des

hydrophones fixés sur des supports.

Les 20 poissons ont survécu et ont été suivis avec succes pendant une période de 6 mois, 24
heures par jour. Les données ont été téléchargées une fois par semaine a partir des huit
hydrophones. En moyenne, un nombre maximum possible de 17 280 enregistrements par
individu et par jour correspondant & une détection toutes les 5 s est obtenu, soit l'intervalle des

impulsions des émetteurs.

246



Un seul émetteur positionné approximativement au centre de I'étang, qui est théorigaement |
meilleure position de détection garéseau d’hydrophones, a été utilisé pour tester la précision

des positions calculées par le package U-Map.

La détection de I'efficacité du réseau d'hydrophones a été analysée a l'aide du logiciel Qgis 2.12
(Equipe de développement QGIS, 2016. Systeme d'information géographique QGIS. Projet
Open Source Geospatial Foundation. Http://www.qgis.org/) en tracant les positions nan filtrée
calculés par U-Map puis filtessuivant la forme de I'étang. Toutes les positiogisrant hors

de I’étang ont été éliminés. Un autre filtre a ensuite été appliqué pour éliminer les points
successifs séparés par une distance supérieure a celle obtenue avec une vitelsaethede

> 5 km / h, soit la vitesse moyenne maximale observée lors des tests précédents.

Les données filtrées avec le logiciel (Z®nt été traitées a l'aide de macros R afin de générer
par interpolation les positions manquantes et de définir une séquence de données synchronisées
dans le temps pour les déplacements male et femelle. Le pas de temps retenu entre deux

positions successives a été fixé a 30 s afin de réduire le nombre de données pour chaque calcul.

Les données synchronisées dans le temps aifdamac le logiciel R sont formatées pour étre
analysées ave©penJump. L'interaction des poissons males et femalé&té déterminée en
utilisant la méthodologie du domaine vital (Vokoun, 2003 ; Worton, 1989). Les calculs du
domaine vital ont été effectués a l'aide du progiciel Horae (Steiniger & Hunter, 2012) pour
OpenJump (Steiniger & Bocher, 2009). Le processus de réduction des données (toutes les 30
S) n'a pas sensiblement altéré la précisidastimation de la densité du noyau (KDE) est
déterminée avec une probabilité de 95%. Cela signifie que 95% des positions se situent dans la

zone de couverture d'origine calculée.
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Hydrophone (WHS 3250D)

Reproducteurs\. gigas sexe ratio 1 : 1

Fixation des hydrophones a Disposition de 8 hydrophone
support et installation dans 1’eau dans I’étang expérimental

Poissons équipékémetteurs
Codés (16 x 80 mm, 76 KHz
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Test de précision de i
hydrophones Enregistrement des

positions des poissor
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Figure 61: Méthodologie de télémétrie Lotek utilisée pour étudier le comportement
reproducteur dé. gigas
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1 | INTRODUCTION

Abstract

As Arapaima gigas is one of the most valuable species for the growing production of
Amazonian aquaculture, knowledge of its reproductive behaviour and its application
to increase reproduction success in captivity is of great importance as no hormonal
spawning induction technique exists for this species. An acoustic positioning system
(LOTEK Inc.) was used to observe the interactions of adult fish to better understand
the formation of mating pairs. Fish were placed in a 4,500 m? aquaculture pond
over a 6-month period in the IIAP field station of Pucallpa, Perl. This paper
describes the methodological protocols used to set up and test the hydrophone
array and presents the methodology used for the analysis of the huge amount of
collected data. This methodology is illustrated by the analysis of a 6-day period for
a mating pair that showed a spawning event. The results indicated that male and
female occupied mostly one preferential area in one pond edge where the nesting
area is located. Different activity patterns were observed during the spawning
event, with male and female being closer during the spawning day. The results also
showed that male travelled less distance than female during the studied period.
Finally these results demonstrated the suitability of such equipment to monitor fish
interactions at fine spatial (sub meter) and temporal (5 s) scales in confined environ-

ments like aquaculture ponds.

KEYWORDS
accoustic telemetry, Arapaima, fine scale positioning, paiche, reproductive behaviour

listed in CITES Appendix Il as an endangered species (CITES, 2018)
and IUCN Red List of Threatened Species as a data deficient species

Arapaima gigas is an air-breathing, giant fish of the Amazon basin
and the largest scaled freshwater fish in the neotropics with over
3.5 m and 250 kg. In spite of the tremendous economic and cultural
importance of this species in the Amazon ragion, behavioural studies
of this species are scarce. As A. gigas has been over-exploited for
decades (Castello, Arantes, McGrath, Stewart, & Sousa, 2015), the
natural populations are now seriously depleted and the species is

(IUCN, 2017). This situation has led to introduce in many areas A. gi-
gas into lagoons and ponds for aquaculture purposes to face the
decline of wild populations and it was hoped that it would adapt to
pond culture environment. One of the first difficulties encountered
was the low reproduction rate in captivity as there was no artificial
propagation technique for this species because of its complex beha-
viour and anatomical characteristics of the reproductive system

Aquaculture Research. 2018;1-9.

wileyonlinelibrary.com/journal/are
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(Chu-Koo et al., 2009). Fry production relies only on spontaneous
reproduction in earthen ponds after one or more pairs have formed.
Under these conditions, the current production of fry remains low
because of the few number of pairs formed in captivity. The purpose
of our work is to better understand male-female interactions in cap-
tive pairs to improve reproductive success. Direct observation or
video recordings are not possible in this earthen pond environment,
the transparency of which rarely exceeds 20 cm, so we looked for
other indirect means, like ultrasonic telemetry, that nevertheless
allowed a precise spatiotemporal follow-up of several individuals at
the same time.

Remote tracking of mobile aquatic animals in water bodies
with limited visibility is the best technique to study individual
movements or behaviour, social interactions and territory exten-
sion of each individual or group using generally the home range
proxy (Vokoun, 2003; Worton, 1989). It is critical to know the
locations of individuals over a significant period of time with the
greatest possible accuracy when studying interactions between
individuals, habitat preferences or reproductive behaviour. Such
studies are generally based on radio telemetry (Baras, 1998;
Koehn et al., 2009; Nunez-Rodriguez et al., 2015; @kland, Thor-
stad, Hay, Naesje, & Chanda, 2005). With manual positioning, ani-
mal detection is performed with the aid of a receiver and a
“Yagi”-type antenna in the case of radio transmitters or with a
hydrophone operated from a boat. Once located, coordinates of a
transmitter are registered using a GPS receiver. With automatic
positioning systems, the detection of transmitters is performed
automatically with a few antennas or hydrophones strategically
positioned and connected to data loggers, which record time and
transmitter code detected the by antenna or hydrophone. The
manual methods are used mainly when continuous monitoring and
high accuracy or resolution of the position of more than one indi-
vidual at a time is not required.

In studies that require precise positioning (at meter range or less)
an array of several transmitters is necessary to obtain a coarse
detection network associated with calculation systems by triangula-
tion. In aquatic environments, this can only be done with a system
of ultrasonic coded transmitters and a network of hydrophones.

Technical and miniaturization improvements have permitted the
development of ultrasonic telemetry equipment in aquatic environ-
ments (Crossin et al., 2017; Hussey et al., 2015) or GPS system in
aerial or terrestrial studies, which allow a much higher positioning
frequency (Abecasis, Bentes, Lino, Santos, & Erzini, 2013; Bellquist,
Lowe, & Caselle, 2008; Binder, Holbrook, Hayden, & Krueger, 2016;
Binder et al., 2017; Espinoza, Farrugia, Webber, Smith, & Lowe,
2011; Espinoza, Heupel, Tobin, & Simpfendorfer, 2016; Farmer, Ault,
Smith, & Franklin, 2013; Lowe, Topping, Cartamil, & Papastamatiou,
2003; Martins et al., 2014; Mason & Lowe, 2010; Pursche, Suthers,
& Taylor, 2013; Semmens, 2008; Simpfendorfer, Heupel, & Hueter,
2002; Topping, Lowe, & Caselle, 2006; Villegas-Rios et al., 2013).

In aquatic environments this technology is based on sound speed
propagation in water (approx. 1,500 m/s at 25°C) where 1 m corre-
sponds to 0.6 millisecond transmission delay.
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At least three hydrophones are necessary to process the signal
by an hyperbolic triangulation routine (Bégout & Lagardere, 1995).
The best accuracy is obtained when the transmitter is equidistant
from three hydrophones. Due to these characteristics, the design of
the hydrophone network will depend mainly on the size and shape
of the water body in which the fish movements are studied. Recep-
tion strength will also depend on some parameters such as soil type
and vegetation, water stratification and acoustic noise that can gen-
erate reverberations of ultrasonic waves (Pincock & Johnston, 2012).
Distance between hydrophones will depend on the hydrophone
characteristics and the power of the transmitters used. An approxi-
mate range of 100-200 m to several kilometres depending on the
chosen systems and topography of the water body is generally
admitted.

This type of fine scale monitoring is expected to generate infor-
mation, at detailed spatial and temporal ranges, on simultaneous
behaviour of all fish in the pond and their interactions (Baktoft et al.,
2015; Cooke et al.,, 2013; Pincock, Welch, McKinley, & Jackson,
2010). This paper describes the methodology used and the position-
ing accuracy within the hydrophones array as well as some data on
a specific pair as an example of the suitability of this technique for
monitoring fish behaviour in such environments. We expect that the
information collected with this system will allow a better under-
standing of A. gigas reproductive ethology, which can contribute to

improve management of captive breeding stocks.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study area

All individuals were placed together the same day in a sub-square
4,500 m? and 1 m average depth aquaculture earthen pond at the
IIAP research station of Pucallpa, Peru (Figure 1). These ponds repre-
sent the typical breeding environments used by local fish farmers to

manage A. gigas reproduction in captivity.

2.2 | Fish

Twenty adult A. gigas specimens, 10 females and 10 males of 5-
6 year-old, born in captivity were selected for this study and gender
was determined using the specific Arapaima sexing technique (Chu-
Koo et al., 2009). At the same time each fish was permanently iden-
tified by an 11 mm Pit Tag injected with an appropriate syringe in
the medio-anterodorsal musculature for posterior identification. All
fish used were sexually mature and size and weight ranged from
144 to 188 cm TL and 26 to 65 kg respectively.

2.3 | Fish transmitter implantation

Transmitters (16 x 80 mm, 76 KHz) weighing 35 g (MM-M- 16-50-
PM, LOTEK Inc.) were attached externally according to the tech-
nique described previously for radio transmitters of similar size and
weight (Nunez-Rodriguez et al., 2015). Briefly, a stainless steel
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FIGURE 1 Aerial view (Google © DigitalGlobe 2016) of the zone
where the experimental pond (8°24'02"5-74°38'26"W) is situated
and positions of the eight hydrophones (numbered circles) forming
the array inside the pond

plastic coated cable was inserted using an adapted needle near the
dorsal fin after local anaesthesia with 0.5% lidocaine (0.5 ml on each
side), and transmitter were fixed to the cable with plastic clamps.
The needles and cables were previously sterilized with 70% ethanol
and an anti-bacterial solution (10% Povidone) was applied on the
injection sites. The whole tagging procedure lasted less than 2 min.
The manipulation did not alter fish behaviour notably since fish
recovered a normal quiet swimming immediately after their release

in the experimental pond.

2.4 | Hydrophones array geometry

Eight hydrophones (WHS 3250D, LOTEK Inc.) have been immersed
at the periphery of the 4500 m? square-shaped pond (Figure 1),
fixed on metal poles (3 cm in diameter, 2 m long) placed approxi-
mately every 25 m and 1 m away from the shoreline. The average
depth of the pond varied from 0.8 m at the shoreline to 1.20 m in
the central area with a relatively smooth muddy bottom. Hydro-
phone antennas were placed approximately 50 cm above the bot-
tom of the pond and 30-50 cm from the water surface depending
on water depth at each location. The exact coordinates of each
hydrophone and pond-shoreline were determined using a sub
meter GPS (Trimble GeoExplorer 6000 XH 3.5G) giving a position
accuracy of approximately 30 cm according to manufacturer’s indi-

cations.

3 | RESULTS

All 20 adult fish implanted with acoustic transmitters survived and

were tracked successfully for a 6 month-period, 24 hr a day. Data
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were downloaded from the eight receivers located at the periphery of
the pond (Figure 1) on a weekly basis. In average, from a maximum
possible number of 17,280 bearings per individual and per day corre-
sponding to one detection every 5 s which was the pulse interval of
transmitters, 11,500 + 2,800 bearings were recorded, representing a
detection efficiency of 66.55%. Over the 6 months monitoring, an
average of 2,070,000 + 504,000 bearings were recorded for each
individual. The data processing methodology is described hereafter to
illustrate the behavioural assessment of the single mating pair that
showed a spawning event during this period (data correspond to a 6-
day period from which only 2.5 days were analysed in detail).

3.1 | Array accuracy

A single transmitter positioned approximately in the centre of the
pond, which is theoretically the best detection position by the array
(Figure 2), was used to test the precision of the positions calculated
by the U-Map package. The transmitter was maintained 50 cm above
the bottom of the pond and approximately 40 cm from the water sur-
face. Bearings calculations were possible only when at least three
hydrophones received the tag signal. The positions were recorded
every minute for 1,378 successive positions (Figure 3). The results
showed that bearings were not exactly randomly distributed around
the mean position of the transmitter as standard deviations on both
axes, calculated on average position, were slightly different (x
axis + 0.65 cm SD; y axis + 0.56 cm SD). A preferential distribution
in the W-SW to E-NE direction was observed (r? = .13, n = 1378).

3.2 | Detection efficiency

Detection of hydrophone array efficiency was analysed using Qgis
2.12 package (QGIS Development Team, 2016. QGIS Geographic

9,071,500 -
9071,450 -

J 9,071,400 -|

UTM_Y (m)

9,071,350 -

9,071,300 -

UTM _X (m)

FIGURE 2 Dilution of precision (DOP) of the hydrophone array
as calculated by Lotek’s U-Map software (right axis). Hydrophone
positions are given in UTM (Universal Transverse Mercator) system
(in meters). Numbers correspond to the location of the eight
hydrophones of the array. Pond limit is indicated by a solid line
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FIGURE 3 Precision of acoustic telemetry array. Data represent
the coordinates recorded every minute (n = 1,378) of a single
transmitter (not all points are visible due to overlapping) positioned
approximately at the middle of the pond, 50 cm above the bottom.
Solid black circle corresponds to the average position (4 standard
deviation error bars) and black line represents the linear regression
over all bearings (y = 0.33X + 8.89. 10E6, R? = .14). Axes values are
expressed in meters using UTM system.

Information System. Open Source Geospatial Foundation Project.
http://www.qgis.org/) by plotting unfiltered bearings calculated by
U-Map and then filtered by pond shape. All bearings falling out of
the pond area were discarded (Figure 4). Another filter was then
applied to eliminate successive points that were separated by a dis-
tance higher than that obtained with a displacement speed =5 km/hr
which was the maximum average speed observed in previous tests.
During this 2.5-day monitoring period, from a total of 38,558 bear-
ings recorded, 6.4% (pond shape filter) and 1.1% (speed filter) of the
calculated positions were discarded for this male. Similar procedure

applied to six other fish bearings allowed us to calculate that

recorded bearings represented more than 90% of real positions
(90.3 + 2.8%). Please note that due to overlapping specially in the
pond area all points are not visible.

3.3 | Space occupation and activity

Interaction of male and female fish was first determined using the
home range methodology. The filtered data by pond shape and
speed filter (Figure 5a,b) were processed using a R macro to set a
time-synchronized data sequence for male and female bearings and
then formatted for OpenJump import filter. The fixed time here
between two successive positions was set at 30 s in order to lower
the number of data for each calculation run. Home range calcula-
tions (Figure 5c,d) have been performed using Horae (Steiniger &
Hunter, 2012) package for OpenJump (Steiniger & Bocher, 2009).
The data reduction process (one bearing per 30 s) did not signifi-
cantly alter the accuracy (results not shown). In Figure 5c,d grey
shaded areas represent the Kernel density estimation (KDE) at 95%
of probability. This means that 95% of the bearings fall into the cal-
culated home range area. In this particular case the two fish (male
and female) were mostly present only in one edge of the pond, the
female showing a higher displacement activity than the male. The
same technique was applied for 50% and 10% probabilities of pres-
ence (Figure 6). Both fish spent most of their time on two specific
areas in one edge of the pond where two nests were detected. But
in only one occasion during the 2.5 day period, male and female
travelled simultaneously all around half of the pond area very closely
(Video S1) and then returned to the nesting zone (Figure 7). We do
not know if spawning took place before or after this particular beha-
vior observed only once during this survey. The straight travelling
line for the female corresponded to interpolated trajectories for the
time where no detections were received by hydrophones. The trav-
elled distance during the 6-day period was higher for female
(22,813 m) than for male (12,804 m) indicating that male spent more

time around the nesting area than the female (Figure 7).

FIGURE 4 Detection efficiency of the
8-hydrophone array. Coordinates are
expressed in meters using the UTM
system. Data correspond to the bearings of
a male Arapaima gigas. Black dots

. represent unfiltered bearings (n = 30,558);
grey squares represent filtered bearings

(n = 28,603) by pond shape (blue
background). Out of pond points

(n = 1,955) represented 6.4% of total
bearings. Not all points are visible due to
overlapping
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FIGURE 5 Space occupation of a
mating pair of Arapaima gigas in the pond
(2.5 days of survey). Points represent
calculated positions every 30 s. (a) Male
bearings (blue dots); (b) Female bearings
(purple dots). (c, d) grey shaded area
corresponds to 95% KDE (Kernel Density
estimation) of male (c) and female (d)

The distance between both fish was calculated during a 6-day
period including the 2.5 days of detailed survey where the spawning
day occurred. Male-female distance varied from less than a meter to
45 m (results not shown), but the mean daily distance reached a
minimum of 4.71 + 0.15 m SE the day of spawning (Figure 8). Dur-
ing the three previous days the distance progressively decreased sig-
nificantly (p < .01) from 13.14 + 0.34 m SEM to 471 + 0.15 m SEM
and then significantly (p < .01) increased during the following days
to reach 14.82 + 0.33 m SEM and 13.14 + 0.42 m SEM on day 1
and 2 respectively (Figure 8).

4 | DISCUSSION

41 | Accuracy

Array accuracy has been determined using a fixed transmitter at
known coordinates in the geometric centre of the detectors array.
As described in another study (James, Fischer, Laube, & Spindler,
2014) we were expecting an homogeneous distribution on all
directions as the test transmitter was placed approximately at the
centre of the array. Nevertheless as previously mentioned (Bergé
et al., 2012; Binder et al., 2016) this finding showing an oriented
distribution could be attributed to sound wave reflection on the
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pond shoreline, which slope is not perfectly similar on all its
length. But if we consider the observed accuracy (<1 m) we still
have highly reliable position accuracy as fish average size was
1.67 + 0.15 m. This accuracy around the meter range is similar to
that obtained with Chinook salmon in similar 4,000 m? enclosure
using a 9-hydrophone array (Semmens, 2008) and an 8-hydro-
phone array in a 10,000 m? natural lake (Baktoft et al., 2015).
Although this technique gives the best accuracy over all other
telemetry techniques in turbid environment, the underwater video
observation would be of great interest to get complementary and
detailed data on fish behaviour as reported for other aquatic ani-
mals (Ebner, Clear, Godschalx, & Beitzel, 2009; Fatsini, Rey, Ibarra-
Zatarain, Mackenzie, & Duncan, 2017; Mills, Verdouw, & Frusher,
2005; Struthers, Danylchuk, Wilson, & Cooke, 2015). Nevertheless
in turbid environments the video option is not possible.

4.2 | Detection efficiency

Theoretical detection distance (few-hundred meters) was virtually
higher than the largest possible distance (diagonal) of the pond
used in this study, which corresponded to 102 m. Nevertheless
the effective average detection rate reached only 66.55%. The
reason, as mentioned in other studies (Binder et al., 2016; Hartill,



NUNEZ-RODRIGUEZ et L.

L

FIGURE 6 Home range areas of male and female Arapaima gigas
using KDE at 95% (light grey: female; dark grey: male), KDE50%
(doted line shaded purple: female; shaded blue: male) and KDE10%
(solid purple: female; solid blue: male). Each position is calculated
every 30 s for a 2.5 days period

Morrison, Smith, Boubée, & Parsons, 2003), is probably due to
fish orientation or position close to the shore inducing signal
absorption, background noise or signal collisions when numerous

transmitters are present that did not allow a valid calculation posi-
tion by the LOTEK's U-Map software. A small percentage of
detections corresponded to out of pond bearings (6.4%) and some
in-pond wrong bearings too (1.1%) identified by the speed filter.
Finally the corrected detection rate reached around 50%, which
means a valid detection every 10 s in average which is of the
same order of magnitude reported for 0.01 km? natural lake with
similar equipment using an array of eight hydrophones (Baktoft
et al., 2015). Nevertheless this detection rate allowed to monitor
fish movements and interactions quite precisely as showed by the
male-female interaction during a spawning event.

4.3 | Space occupation and activity

Fish were most of the time close to the shore probably because of
nest building and cleaning activity in the pre-spawning period as the
male and female observed showed a spawning event during the
studied period and generally nests are built in the vicinity of the
shore area where the water depth is smaller (Bard & Imbiriba, 1986;
Imbiriba, 1991). The short distance between male and female might
be a good indicator of mating behaviour and proximity of a spawning
event. In this pair, the lower distance between male and female and
the duration of the period when both fish were closer coincided
with an effective spawning. We will apply this parameter to all fish
present in the pond to detect potential mating pairs during the
6 month-period of survey and look to the permanency of these
pairs. In previous observations on reproductive behaviour of A. gigas,
it was thought that only one nest was built by male and female
(Bard & Imbiriba, 1986; Imbiriba, 1991) but for this particular pair

9,071,420
9,071,410
9,071,400
9,071,390
=
s 9,071,380
5
FIGURE 7 Visualization of the
9,071,370 positions and trajectories of two paiches,
=~ Female Male (blue) and Female (purple) during
9.5 hr (from 0:00 to 9:30 a.m.)
074560 ~=Male corresponding to the period of spawning.
o Each position is determined every 10 s.
The arrow indicates a very peculiar
9,071,350 trajectory where both male and female are
travelling together towards the middle of
the pond and then coming back to the
9,071,340 nesting areas (here two areas labelled A
539,520 539,530 539,540 539,550 539,560 539,570 539,580 539,590 539,600 and B)
UTM (X)
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FIGURE 8 Male-Female Arapaima gigas proximity for a mating
pair during a 6-day period (-3, -2, —1, 0, 1, 2) in the course of a
spawning event (which occurred the fourth day of this follow-up,
noted O in X graph axis and indicated by the red line). Data
represent averaged distances in meters between male and female,
calculated every minute, for an entire day (0:00-24:00 hr). Error bars
represent standard error of the means and different superscript
letters indicate significant differences between means at p < .001,
using Tambane’s T2 post hoc test for unequal variance samples

we observed during the survey period that two different nests were
built although only one was used for egg deposition.

5 | CONCLUSION

The results obtained with the acoustic telemetry array deployed in
this study establish the suitability of such ultrasonic telemetry equip-
ment to monitor, at fine spatial and temporal scales, multiple fish
interactions in confined turbid environments like aquaculture ponds.
The first results presented here in A. gigas, provides new information
on fish movements, space occupation, male-female interactions and
reproductive behaviour in an earthen pond. This preliminary work
will be extended to the analysis of all data collected on the survey
of 20 A. gigas individuals (10 males and 10 females) during a 6-
month period.
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4. Sexage de reproducteurs dEl. niloticus pour
suivre leur comportement reproducteur en

étang de pisciculture

4.1 Résultats avete test du kit de sexage d@. gigas

Le kit de sexage mis au point polir gigas(Chu-Koo et al., 2009 ; Nufiez, 2008) a été testé

sur 24 individus matures di¢ niloticusen période de reproductidn’apparition des spots de

contrble négatif Figure 62) a permis de valider tous les tests réalisés. Le spot de controle
positif indiquant la détection de la Vtg a été observé chez un seul individu avec une coloration
moins marquée que le spot de contrdle négkifufe 62). Aprés avoir sacrifié tous les
poissons testés, on a constaté que ce lot comprend 10 femelles dont le poisson contrdlé positif

ala Vtg, soit un taux de succes du kit de sexagl.aggasde 10% suH. niloticus
Spot de contrble négatit

Spot d’orientation orange
Spot de contrdle positif pour la Vi

Spot d’orientation vert

Figure 62 Test du kit de sexage de gigasréalisé sur quatre individus en vitellogeneséide
niloticus dont trois femelles. Le spot de contrdle positif de détection a la Vtg est observé chez
une seule femelle. Les deux autres femelles ont été anormalement contrélées négatives comme
le male.
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4.2 Résulats avec I’anticorps anti Vtg de A. gigas et deO.

bicirrhosum

Des échantillons de plasma He niloticus et A. gigasprélevés sur des individus méles et
femelles matures en période de reproduction ont été testés par la méthode ELISA avec les
anticorps anti Vtgl dé. gigas(Figure 633 et anti Vtg deO. bicirrhosum(Figure 648 dans

des conditions optimales pour éviter les liaisons non spécifiques.

Avec I’anticorps anti Vtgl de A. gigas(Figure 63b), les individus méles affichent une DO
inférieure a 0,206 pour une liaison non spécifique moyenne de 0,123. Les femdHes de
niloticus etA. gigasaffichent des DO comprises respectivement entre 0,268 et 0,449 (dilution
de plasma du 106@u 1000 et entre 0,383 et 1,433 (dilution de plasma du 180@00060).

Avec I’anticorps anti Vtg de O. bicirrhosum quel que soit le sexe dte niloticusetA. gigas
la valeur de DO moyenne qui est de 0,086 est similaire a celle de la liaison non spécifique
(Figure 64b).
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Figure 63: Révélation de la série de dilution de plasmas males et femellkesgigaset H.
niloticus incubés avet’anticorps anti Vtgl de A. gigasdans des puits de plague ELISA (a).
Les valeurs de la DO 490 nm de chaque puits sont représentées graphiqguement (b).
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Figure 64 : Révélation de la série de dilutions de plasmas males et femellegigaset H.
niloticusincubésavec I’anticorps anti Vtg de O. bicirrhosumdans des puits de plague ELISA
(a). Les valeurs de la DO 490 nm de chaque puits sont représentées graphiquement (b).

4.3 Résultats avec I’anticorps anti Vtg deH. niloticus

4.3.1 Purification de la Vtget production d’anticorps anti Vtg de
H. niloticus

Le traitement de 12 poissons immaturedidailoticusau 17p-estradiol a induit la sécrétion

de Vtg dans le sang qui a été révélée par SDS-PAGE avec une bande majeure absente des
plasmas non indui@igure 65).

L’anticorps anti Vtg de H. niloticusproduit par 1’un des deux lapins a été retenu car il présentait

les meilleures réactions avec la Vtg plasmatique et une plus faible liaison non spécifique avec
le plasma des individus males.

260



Individu 1 Individu 2
—-\\-AI ‘r-r-r:«v-l(:: N
{ » T

' ’ L7Vtg

Al : Avant Induction
1 : Induit

Figure 65 : SDS-PAGE de plasmaHieniloticusd’individus avant induction et induits au17p-
estradiol. Les bandes indiquant la présence de Vtg sont observées dans les plasmas de poisson
induits.

4.3.2Test de I’anticorps anti Vtg de H. niloticus

L’anticorps anti Vtg de H. niloticusdilué au 10000a été testé sur des plasmas males et femelles
d’individus matures deH. niloticuset A. gigasen période de reproduction. Les résultats de

I’ELISA sur une série de dilutions des plasmas sont présentés daiguie 66a

Les mesures de 1’absorbance de chaque puits (Figure 668 montrent que les femelles de
gigaset les individus males des deux espéces affichent une DO inférieure a 0,21 pour une
liaison non spécifigue moyenne de 0,075. Pour les femellds. deloticus les DO sont
comprises entre 0,336 et 0,565 (dilution de plasma du*EH0000060) au-dessus des valeurs

obtenues avec I’anticorps anti Vtgl de A. gigas
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Figure 66 : Révélation de la série de dilution de plasmas males et femelegidaset H.
niloticusincubésavec I’anticorps anti Vtg deH. niloticusdans des puits de plaque ELISA (a).
Les valeurs de la DO 490 nm de chaque puits sont représentées graphiquement (b).

4.4 Résultatsde I’analyse en spectrométrie de masse

Pour tester la possibilité de déterminer le sexe d’individus matures en vitellogenese de

niloticus par une analyse en spectrométrie de masse, la Vtg ou ses produits de clivage ont été
recherchés dans des extraits protéiques de g@afigmucus d’individus males et femelles.

Cette analyse a permis de détecter dans le mucus de quatre femelles la présence de Vtg avec
des scores de Mascot compris entre 96 et 2BBue 67). Dans le mucus de trois poissons
males, aucune Vtg ni aucun produitdierage n’a été détecté (scores de Mascot nul). Chez un

poisson male, le score de Mascot de la Vtg est de 29,309.

Le score de Mascot pour une protéine est le score total des peptides individuels, par exemple
masses peptidigues et masses ioniques des fragments peptidiques, pour tous les peptides
correspondant & une protéine donnée. Pour une identification de protéine positive, le score de
Mascot doit étre supérieur au niveau de confiance de 95%. Pour une recherche dans la base de
données de protéines nrbd de NCBI contenant 18 millions de séquences protéiques connues, le
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niveau de confiance de 95% se situe autour d'un score de 90 (Hamidi et al.; 2017

http://lwww.matrixscience.com/

C’est ce seuil qui a été utilisé comme critere de détermination du deeseindividus ayant un

score de détection de Vtg supérieur a 90 sont considérés comme des femelles et ceux ayant des
scores inférieurs & 90 sont considérés comme des males. Quatre poissons ont été sacrifiés pour
confirmer la détermination du sexe par la détection de la Vtg en MS/MS et 100% des poissons

ont été correctement sexés (2 males et 2 femelles).

2500 -
2000 -
1500 +

BIA 21005

1000 A
500 A

0

\6\ q/ Q:‘) \@b‘ b‘
> ~N
Q@@ Q@@ {{@ Q@\@ @‘b @‘b @‘b %\‘b

Figure 67 : Niveau de détection de la Vtg ou ses produits de clivages par spectrométrie de
masse dans lenucus d’individus males et femelles de. niloticus en vitellogenese. Les
individus males ont des scores<50 et les individus femelles ont des scores>96.

Par la suite,’hnalyse en MS/MS d’extraits protéiques de sang a été utilisée pour sexer deux
lots de poissons matures (59 individdegtinés a la réalisation d’une étude du comportement

reproducteur.

Dans le lot de reproducteurs stockés dans une ferme piscicole de Daloa (centre-ouest de la Cote
d’Ivoire), 18 individus sur 31 ont montré une forte réaction positive a la détection de Vtg ou
ses produits de clivages, indiquant que ce sont des femelles et les 13 autres reproducteurs sont

considérés comme des malegy(re 68a).

Pour le lot de reproducteurs stockés dans une ferme piscicole de Yamoussoukro (centre de la
Cote d’Ivoire), ce sont 20 individus sur 28 considérés comme des femelles qui ont été détectés
positifs a la présence de Vtg ou ses produits de clivage ; les 8 autres reproducteurs sont

considérés comme des malegy(re 68b).
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Figure 68 : Détermination du sexe par analyse en spectrométrie de masse de deux lots de
reproducteurs stockés dans des fermes piscicoles a Daloa (a) et Yamoussoukro (b), deux
localités de la Cote d’Ivoire. Les poissons ayant un score de détection de Vtg>90 considérés
comme des femelles sont indiqués par des bandes grise, les autres individus considérés comme
des males ont un score de détection de Vtg<90.
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4.5 Discussion

Au cours de cette étude, cing méthodes de sexage peu invasives et basées sur la détection de la
Vtg ont été testées pour la premiére fois sur des individus maturesideticus La Vtg a été

utilisée comme marqueur de sexage chez de nombreuses espéces telles que l'esturgeon de
Sibérie (Ceapa et al., 2002), I'albacore (Takemura & Oka, E3&8) truites de mer (Pottinger

et al., 2005).

ChezH. niloticus aucun caractére sexuel extenrest disponible pour distinguer le sexe alors

que D’identification du sexe des individus matures de la plupart des espéces se fait par
I’observation de caractéres externes. Dans certains cas, le recowasdes biopsies ou des
endoscopies sur des animaux anesthésiés a permis l'identification du sexe, méme en dehors de
la saison de reproduction ou méme chez des poissons immatures (Bryan et al., 2007 ; Carreiro
et al., 2011 ; Kynard & Kieffer, 2002 ; Swenson et al., 2007). Chez le bonytongue africain, du
fait de sa respiration aérienne obligatoire, un risque tres élevé de mortalité est possible en cas
d’anesthésie. Les lamelles ovariennes nues et exposées dans la cavité générale du poisson ne
favorisent pas la canulation (Adite et al., 2006 ; Bard & Imbiriba, 1986 ; Chu-Koo et al., 2009

; Godinho et al., 2005 ; Moreau, 1982 ; Oladosu et al., 2007). De plus, une technique de sexage
basée sur des données morphométriques a donnée des résultats peu fiables (Oladosu et al.,
2007).

Les tests du kit de sexage Aegigassur des femelles dd. niloticuss’est avéré positif a
seulement 10%. Avédcanticorps anti Vtg de A. gigasdilué au 10009 les résultats de I’ELISA

ont permis de confirmer son efficacité pour le sexagl.dggasavec une DO>0,25 pour les
femelles et une DO<0,25 pour les males tels que rapportés par Chu-Koo et al. (2009). Le test
a été également concluant pour les individus maleés. edoticus (DO<0,25) quel que soit le
niveau de dilution de plasma alors que pour les femelles, seules les dilutions @bQ060

et 10000 ont permis de les identifier correctement (DO>0,25). Toutefois, les valeurs de DO
de femelles déd. niloticus (0,268<D0<0,449) sont inférieures a cellesAdgjigasobtenues

dans cette étude (0,383<D0<1,43) et par Chu-Koo et al. (2009) pour une dilution de plasma
au 80000 et de I’anticorps au 10000° (1,4<D0<2,95). Ces résultats montrent une certaine
affinité de la Vtg deH. niloticuspour I’anticorps anti Vtg de A. gigas due probablement a la
proximité phylogénétique de ces deux especes démontrée dans cette thése et signalée par
d’autres auteurs (Betancur-R et al., 2017 ; Guo-Qing & Wilson, 1996 ; Hilton, 2001, 2003 ;
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Lavoué, 2016 ; Lavoué & Sullivan, 2004 ; Nelson, 1968, 196®):uc du sexage d’individus

matures dé. niloticus le te$ sur plaque ELISA aveltanticorps anti Vtg dé. gigascontenu

dans le plasma de lapins immunisés semble plus sensible et recommandable que le kit de sexage
deA. gigasdans lequel cet anticorps est incorporé aux membranes Mini Array. Une technique
d’immuno diffusion basé sur la détection de la Vtg pour sexer I'albacore (Takemura & Oka,
1998)s’avére également moins sensible que le test direct avec le protocole ELISA (Chu-Koo

et al., 2009).

Contrairement aux méthodes de sexage développéesdApgigasqui ont donné dans une
certaine mesure des résultats positifs lSumniloticus le test de 1’anticorps anti Vtg de O.
bicirrhosum une autre espéce d’Ostéoglossiformes, a fourni des valeurs de DO similaires a la
liaison non spécifique0<0,141) pourH. niloticus et A. gigas Cette méthode qui n’a pas
permis de différencier les deux sexes cHeniloticusne peut donc étre recommandée pour
sexer des individus mature3n peut donc également faire I’hypothése que compte tenu de la

plus grande distance phylogénétique eAtrgigasetO. bicirrhosum leurs vitellogénines sont
sans doute plus dissemblables entrainant une non reconnaissance de la Vtg d’O. bicirrhosum

par I’anticorps anti Vtg de A. gigas

L’anticorps anti Vtg de H. niloticus mis au point dans le cadre de cette these a montré une
liaison non spécifique (DO<0,21) avec le plasma des individus méleks dioticus et A.

gigas Alors qu’on s’attendait a avoir une réaction positive de cet anticorps avec le plasma de

femelles dé\. gigas comme ce fut le cas dte niloticusavec I’anticorps anti Vtgl deA. gigas

le résultat obteny’est avéré similaire a celui des individus méles (D0O<0,205), donc non
spécifique. Pour les femelles Heniloticus avec des dilutions au 1008000, et 10006, les

valeurs de DO sont supérieures a 0,25 (0,336<D0<0,565) traduisant que le test est positif si on
tient compte du seuil défini par Chu-Koo et al. (200®). peut conclure que I’anticorps
développé au cours de ces travaux de thése est spéaifiqudoticuset peut étre utilisé pour

sexer les individus matures de cette espece, par contnedroisement avec la Vtg d’A. gigas

est plus surprenant.

Les analyses en spectrométrie de masse d’extraits protéiques de plasma et de mucsa permis
d’obtenir chez des femelles matures deH. niloticusdes scores Mascot de détection de la Vtg
supérieurs a 90. Chez les males, les scores sont inférieurs a 90. Ce seuilaledsiarduquel
on a une identification positive de la Vtg (Hamidi et al., 201t%://www.matrixscience.com/

a été utilisé pour sexer deux lots de 59 reproductéusrsacrifice de quatre d’entre eux a
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confirmé a 100% les sexes préalablement définis (deux femelles et deux males). Les analyses
protéomiques sont de plus en plus utilisées pour identifier des protéines/pdptidast

(Lopez et al., 2002 ; Sun et al., 2003) qui sont impliquées dans divers processus. Par exemple,
un test de sexage similaire a celuHleniloticusa été réalisé sur des individusEl@nephelus
lanceolatusa partir de prélevement sanguin’est révélé également efficace (Om et al., 2013).

A travers des études protéomiques, le statut de reproduction et le degré de maturation sexuelle
de plusieurs espéeces ovipares oégghlués en fonction des taux plasmatiques de Vtg (Cohen

& Banoub, 2011)Non seulement I’analyse en spectrométrie de masse constitue une approche
efficace pour sexer les individus maturesHdeniloticus mais aussi les variation de score de
Mascot pourraart traduire le degré de maturation des femelle sexées dans la mesure ou la Vtg
est corrélée au développement de I'ovocyte chez les poissons au cours du cycle de reproduction
(Ndiaye et al., 2006Nufiez-Rodriguez et al., 1989 ; Nunez Rodriguez et al., 1997).
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5. Conclusion

Les résultats obtenus avec le réseau de télémétrie acoustique utilisé dans cette étude établissent
la pertinence d'un tel équipement de télémeétrie a ultrasons pour suivre, a des échelles spatiales
et temporelles fines, de multiples interactions de poissons dans des environnements confinés
et turbides tels que des étangs d'aquaculture. Les premiers résultats présentés ici pour un couple
de A. gigas fournissent de nouvelles informations sur les mouvements des poissons,
l'occupation de I'espace, les interactions méale-femelle et le comportement reproducteur dans
un étang en terre. Ce travail préliminaire sera étendu a I'analyse de toutes les données recueillies
sur les 20 poissons (10 males et 10 ferspfigsents dans 1’étang expérimental au cours d'une

période de 6 mois.

Il a été démontré que désormais des méthodes peu invasives (a partir de prélevement sanguin)
basées sur la détection de Vtg plasmatique sont disponibles pour sexer des individus matures
deH. niloticus Le test du Kit de sexage #egigasa donné des résultats mitigés et 1’anticorps

anti Vtg deO. bicirrhosumn’est pas adapté non plus.L’anticorps anti Vtg de A. gigas
I’anticorps anti Vtg de H. niloticuset 1’approche protéomique ont permis de déterminer avec

succes le sexe dt niloticus Deux lots de reproducteurs de sexe connu ont pu étre constitués

ce qui permet d’envisager une étude du comportement reproducteurHieniloticus par
télémétrie ultrasonique dans les mémes conditions qualedlayigas Le matériel nécessaire

a la réalisation de cette expérimentation est en cours d’acquisition en attendant que les poissons

sexeés atteignent une taille suffisante (>3kg) pour espérer avoir une meilleure résistance a la

pose des émetteurs.
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Sixieme partie

Conclusion générale et perspectives






Conclusion générale et perspectives

Plusieurs approches existent pour étudier les parametres de reproduction des poissons.
Certaines analyses nécessitent le sacrificer la dissection des poissons, 1’utilisation
d’anesthésie souvent préjudiciable a la survie du poisson, ou au contraire 1’utilisation de
mé&hodes peu invasives qui préservent la vie des individus. Nous avons privilégié dans le cas
de nos travaux, les méthodes peu invasives, basées sur (i) des prélevements sanguins et de
mucuspour la détermination des sexes, (i) la collecte d’échantillons de nageoires pour des

analyses de génétique des populations et (iii) I'étude du comportement de reproducteurs équipés
d’émetteurs ultrasoniques. Néanmoins, certaines actions de recherche ont nécessité le sacrifice
d'individus, notamment celles qui concernent I'étude des aspects transcriptomiques et
protéomiques. Les études réalisées au cours de cette thasBodctif général est de
contribuer a la domestication d& niloticus et A. gigassont résumés dans Kgure 69.
L’identification et la comparaison des acteurs moléculaires impliqués dans la vitellogenese et
sa régulation a été réalisée chez lep2cesceurs. Le comportement reproducteurAlegigas

en captivité a été étudié et chidzniloticusla caractérisation génétique des populations et la

mise au point de méthodes de sexage ont été réalisées.

H. niloticus .
v £
A \ 4 A 4 4
Etudier la génétiqy [Tester des méthodes Identifier les acteurs moléculair Etudier le comporteme
des populations sexage peu invasive de lavitellogenése et sa régulat reproducteur
v
- A
A Sequences L shensi
Connaissance d Sexage des nucléotidiques e P“,’X'f“."e Comprehension g
otentiel génétigy individus mature séquences phylogénétique d la formation desy
P 9 q Seq P deux especes couples
protéiques déduit

A4

Contribuer a la domestication des deux espéces sceurs

Figure 69 : Etudes réalisées au cours de cette these qui contribuent a la domesticat
H. niloticus etA. gigas
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1. H. niloticus en Cote d’Ivoire, un poisson
d’origine « camerounaise » a faible variabilité

géenétique ?

Le maintien de ressources génétiques est un gage pour un développement durable des pécheries
et de I’aquaculture des espéces de poissons. La domestication des espéces passe nécessairement

par la connaissance du potentiel génétique des populations saevageks d’¢levage

présents dans une zone ichtlygique donnée. En Cote d’Ivoire par exemple, H. niloticusa

été introduit entre 1957 et 1960 et depuis ces introductions, aucune ‘atédedalisée sur la

génétique des populations de poissons sauvetgés pisciculture. Cette thése s’est alors

intéressée a la caractérisation des ressources génétiques d’Heterotisqui constitue la deuxiéme

espéce de pisciculture en Cote d’Ivoire et dont les pécheries sont surexploitées.

Des marqueurs mitochondriaux ont été utilisés pour analyser des échantillons prélevés dans

des cours d’eaux et des fermes piscicoles de Cote d’Ivoire, de la Guinée et du Cameroun.

Les résultats ont permis d’identifier 6 haplotypes du gene Cyt b et 2 haplotypes du segment
NADH1 (rRNA 16S+tRNA-Leu+NADH1+tRNA-Ile)Malgré I’absence de partage de méme
haplotype entre le Cameroun et la Cote d’Ivoire, on a pu établir que certains haplotypes
observés en Cote d’Ivoire dérivent des haplotypes du Cameroun, traduisant ainsi que
I’Heterotisde Cote tlvoire pourrait avoir une origine « camerounaise. Il n’est pas aussi

exclu qu’un échantillonnage plus important permette de retrouver au Cameroun, les haplotypes
observés uniquement &dte d’Ivoire. Dans le cas contraire, les Heterotisde Cote d’Ivoire
auraient de multiple origine géographique qu’il faudra rechercher a partir d’échantillonnage

dans d’autres bassins versants de 1’aire de distribution de I’espéce. Dans I’immédiat, on pourra
s’intéresser a 1’échantillonnage des Heterotisnatifs présents dans les bassins versants de pays
limitrophes de la Cote d’Ivoire tel que le Burkina Faso qui d’ailleurs a fourni par le passé des

alevins aux chercheurs ivoiriens pour ensemencer les d@ar et les piscicultures.

Concernant le niveau de diversité géne, les analyses des échantillons de Cote d’Ivoire ont
montré généralement une absence de différenciation haplotypique entre les stocks de
pisciculture et les populations sauvages d’un méme bassin. Il pourrait donc avoir des transferts

de poissons entres deux milieux dans le but d’assurer une production halieutique et aquacole
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de cette espece dont la reproduction n’est pas encore maitrisée. Entre bassin versant, la

différentiation haplotypique est plutét importante.

Les indices de diversité d’Heterotis déterminés pour les échantillons collectés demeurent

faibles pour les génes examinés. Une question mérite donc d’étre posée :

Estce que I’échantillonnage réalisé est suffisamment représentatif pour conclure quél.
niloticus constitue une ressource gégétment faible non seulement en Céte d’Ivoire, mais

¢galement dans les stocks d’¢élevage de la Guinée et dans le bassin du Nyong au Cameroun ?

Il apparait donc nécessaire d’utiliser un échantillonnage plus important, étendu a d’autres zones
pour établir si oui ou non la faible diversité génétique est une caractéristiguaittgicusen
Cote d’Ivoire et dans d’autres pays de sa zone de distribution. L’utilisation d’autres marqueurs
mitochondriaux telle que la région de contr6le combinés aux microsatellites peut étre envisager
pour obtenir des informations complémentaires et tenter de mieux connaitre les ressources

génétiques d’Heterotis

2. Caracterisation et identification des acteurs
moleculaires de la vitellogenese, une étape pour
comprendre la physiologie de la reproduction

desArapaimidae

La vitellogenése est un processus important dans la physiologie de la reproduction des especes
ovipares. Elle permet I’incorporation de la Vtg sous formes de protéines vitellines dans les
ovocytes pourle développement de I’embryon. Elle fait intervenir I’axe hypothalamo-

hypophyso-ovarien ainsi que des organes comme le foie.

Chez les deux espéces étudiées dans cette these, les données moléculaires liées a la
vitellogenése et a sa regulation étaient tres peu abondantesAclyggas et totalement

inexistantes chel. niloticus Une combinaison d’approches « omiques » a donc été mise en
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ceuvre pour caractériser et identifier les neuropeptides régulateurs issus de 1’axe hypothalamo-
hypophysoevarien ainsi que leurs récepteurs au niveau de 1’ovaire, les récepteurs du 17-

estradiol, les différentes Vtg et leur récepteur ovarien.

C’est par une approche basée sur la construction de transcriptomes tissulaires spécifiques, ici
I’hypophyse, I’ovaire et le foie, associée a une analyse in silico approfondie grace a divers
outils du web et surtout au logiciel Peptraq, que les transcrits ont été extraits. Le logiciel Peptraq
a permis la traduction et la filtration des données sur des criteres structuraux. Les résultats

obtenus sont compilés dansTlableau 33

Tableau 33 : Acteurs moléculaires de la vitellogenése et sa régulation identifiésl.chez
niloticus et A. gigas Les molécules suivies d’un astérisque ont été décrites dans des études
antérieures poulA. gigas Les croix, les tirets et les points d’interrogation indiquent
respectivementidentification de la séquence compléte, la non identification et I’identification

de la séquence incomplete.

H. niloticus A. gigas
GPa* X X
FSHp* X
FSHR
LHp*
LHR
PRL
PRLR
ERa - -
ERB
ERy
Vtg hépatique

X X X X X X

Vtg ovarienne
VLDLR

X o v X X

Si la plupart des transcrits identifiés ont permis d’obtenir des produits d’expression complets,
certains, minoritaires, présentent des séguences partielles ou incompletement assemblées. Dans

ce dernier cas citons la Vigpatique d’Heterotisdont le domaine phosvitine est constitué
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d’une série de sérines que 1’assembleur TRINITY peine a assembler compte tenu de la
répétition du codon AGC. Par ailleurs, il semble que ’ARNm des Vtg ait tendance a se
fragmenter au niveau du domaine polysérine de la phosvitine ; ce qui rend difficile

I’assemblage a ce niveau.

Il a été également réalisé une analyse fonctionnelle sur la Vtg présente dans le mucus dont il
¢tait suspecté qu’elle puisse jouer un réle dans la détection olfactive des femelles matures par

les males. Les tests réalisés sur le mucus en spectrométrie de masse n’ont pas permis de mettre

en évidence la capacité de la Vtg ou de ses produits de clivage a diffuser dansue mili
aquatique. Ce qui signifie que le signal chimique qui est suspecté de jouer un réle dans la

formation des couples est sans doute d’une autre nature.

Chez les Cichlides ou ces mécanismes ont été bien décrits (Maruska & Fernald, 2012), les
males libérent avec I'urine des phéromones sexuelles de structure complexes qui permettent de

synchroniser la ponte de 2 ou 3 femelles.

Les résultats obtenus au cours de cette theseent des perspectives d’investigation
importantes chez les Ostéoglossiformaepermettent désormais d’envisager une exploration
fonctionnelle constituée d’approches in vitro et in vivo, ces derniéres étant fondamentales dans
un contexte qui s’inscrit dans le développement d’une pisciculture durable et respectueuse de

I’environnement. Il s’agira par exemple :

- de suivre les niveaux circulants des neurohormones hypophysaires avec des outils

quantitatifs spécifiquetls que I’ELISA ou la spectrométrie de masse ;

- de caractérisefensemble du neuropeptidome et d’une fagon générale 1’ensemble du

peptidome régulateur pour faciliter I’interprétation des études physiologiques ;

- d’utiliser des outils moléculaires pour féiter la formulation d’aliments adaptés aux

différentes phases d’¢levage.
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3. Trois méthodes pour sexeH. niloticus, un

poisson dépourvu de dimorphisme sexuel

Depuis les premiers essais du développement de la piscicultufe wiéoticus en 1955,
constituer des couples de reproductgurs la production d’alevins est rendu difficile & cause

de I’absence de dimorphisme sexuel et de techniques de sexage fiables.

A partir de ces travaux de thése, le sexe d’individus matures deH. niloticuspeut étre déterminé

selon trois techniques mises au point. On a le choix entre 1’analyse en spectrométrie de masse

et I’utilisation de tests ELISA de I’anticorps anti Vtg de A. gigaset de I’anticorps anti Vtg de

H. niloticus Le kit de sexage d&. gigaset I’anticorps anti Vtg de O. bicirrhosumn’ont pas

donné de résultats satisfaisants et ne peuvent étre recommandés pour sexer des individus

matures deH. niloticus

Détection de la Vtg par spectrométrie de massées analyses protéomiques apparaissent de

plus en plus comme de puissants outils pour identifier des protéines d’intérét impliquées dans

les processus physiologiques comme la vitellogenése. Dans un environnant non exposé aux
substances mimétiques des cestrogénes naturels, appelés xénoestrogénes, le précurseur des
protéines vitellines (la Vtg) sont présents uniquement chez les femelles matures des poissons
qui y vivent. Cette caractéristique a été utilisée pour rechercher la Vtg ou ses produits de clivage
dans le plasma et le mucus de reproducteurdHdeailoticus Les bases de données
transcriptomiques et protéomiques ont donc permis de valideiHhebticusle sexage des
géniteurs par la détection en spectrométrie de masse de Vtg dans le sang et le mucus de femelles
matures ou en gamétogenese. Ces analyses a la fois qualitatives et quantitatives révelent en
outre des niveaux trés variables de concentrations en Vtg dans le mucus. On peut donc se poser
la question de I’existence d’une corrélation entre la concentration détectée dans le mucus et le
stade de maturité. Si cette corrélation est avérée, le stade de maturité pourrait ainsi étre
déterminé par une méthode non invasive grace a un simple prélevement de mucus. De
nouvelles investigations sont prévues pour vérifier cette hypothése chez les 2 especes étudiées.
La Vtg est un biomarqueur intéressant pour le sexage d’espeéces ne présentant pas de

dimorphismes sexuels évidents.
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Anticorps anti Vtg de A. gigas/ anticorps anti Vtg deH. niloticus. Le sexage de. niloticus

peut aussi étre réalisé en effectuant un dosage plasmatique par ELISA comme celui développé
par (Chu-Koo et al., 2009) poW. gigas L’anticorps anti Vtg deé\. gigasa été produit
spécialement pour sexer des individus matures de cette espéce qui ne présentent pas de
dimorphisme sexuel en dehors de la saison de reproduction. En raison de la proximité
phylogénétique dadeux espéces d’Arapaimidae cet anticorps a été testé sl niloticuset les

résultats obtenus ont permis de différencier les deux sexes pour une dilution atid€d000
I’anticorps et des dilutions au 1000¢, 5000 et 10000 du plasma dél. niloticus

Quanta I’anticorps anti Vtg de H. niloticus il a été produit au cours de cette thése et a permis

de différencier également les deux sexesidailoticuset non ceux dé. gigasmalgré leur
proximité phylogénétique. Les résultats satisfaisants ont été observés dans les mémes
conditions de dilutiomue celles de I’anticorps anti Vtg dé. gigas L’anticorps anti Vtg de H.

niloticus peut étre considéré comme trés spécifigue en attendant que des expérimentations

montrent son éventueltéaction positive avec d’autres Vtg.

Le protocole pour produire ces deux anticorps est facile a mettre en plagdieition de

lapins immunisés avec des solutions émulsifiées de Vtg purifiée est autorisée dans les pays de
leurs zones de distribution. Les équipements de laboratoire utilisés sont tres courants ce qui
permet de développer un anticorps spécifique en quelques mois seul€appattdnance des

deux especes sceurs a des bassins hydrographiques transcontinentaux (Afrique et Amérique du
Sud) milite en faveur de I’anti corps anti Vtg de H. niloticusa cause de la disponibilité de
plasma sur place pour le produire. En plus, la Vtéddailoticus semble plus sensible a cet

anticorps qu ne I’estl’anticorps anti Vtg de A. gigas

Les deux approches spectrométrie de masse et ELISAsont complémentaires avec un
avantage pour I’ELISA qui est pour I’instant la seule a étre adaptée sur le terrain, ce qui n’est
¢videmment pas possible avec 1’autre technique. La spectrométrie de masse possede par contre

une sensibilité plus élevée que ’ELISA et permet de facilement discriminer les différentes Vtg

guand elles existent, méme si elles possédent certains domaines en commun. Par contre, la mise

en ceuvre est beaucoup plus lourde avec une préparation d’échantillon plus complexe.
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4. Comprendre le comportement reproducteur
desArapaimidae en étang de pisciculturgec’est

désormais possible

Le développement de 1’élevage des espéces de poissons passe par une maitrise de leur
reproduction. Che?A. gigas depuis quelques annéebkence de dimorphisme sexuel ne
constitue plus un obstacle pour différencier les sexes grace a des méthodes de sexages fiables
mises au point. La possibilité de distinguer les individus méales des femelles en dehors de la
saison de reproduction permet de constituer des lots de reproducteurs de sexe ratio 1 : 1 pour
étudier le comportement reproducteur. La particularité de cette espece est que sa reproduction
n’est possible pour I’instant que dans des étangs en terre ou la turbidité de I’eau ne permet pas

des observations directes ou des enregistrements vidéo. A la slit@atlyse de données
préliminaires enregistrées chez un couple formé, une méthodologie de télémétrie acoustique
mise en ceuvre a montré son efficacité pour suivre le comportement reproducteur de A. gigas

Cette méthodologie est maitrisée et peut étre transddiéailoticusqui se reproduit dans les
conditions similaires a cellesedA. gigas Le suivi du comportement reproducteur lde
niloticus se fera avec des poissons choisis parmi les 59 individus matures qui ont pu étre sexés
par une analyse en spectrométrie de masseéduigipements nécessaires a la réalisation de

cette expérimentation soen cours d’acquisition.
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Annexes






Loci Séquence de I’amorce (5’ -3’) GenBanl Répétlthﬂ T (°C) Taille (pb)

_ F-GCCACCGTTTGAGTGAATT T
HNigd o A CACGRTAGGATGE  JF27968 (T3 55.0 166-174

F-CGCCTGTAAGCAATGAATGA® M

i CA . i
HNiB7 T O JF279687 (CA)16 55.0 307-315
Hnitg TOGCCTGTGCAATTTGACATGA™  jro09680 (GT)17 55.8 119-123

R-GTGCCTACAGCCATTTACCC

— F-AGCTTGCATCTGGAAGCATT

Hni61 JF279689 (CA 55.0 327-352
R-GTATCCACCTGGACCCACAG (CANL2

- F-CCTGGCTTTAGAGGCAGTTG™
Hnig2 e e JF279690 (CA)11 55.0 276-294

. F-CAACCACTGCCATAGGAGGT*

HNitd O e eS0T JF279691 (GT)27 55.8 125-152

. F-AAGGGGACCCTTGCAGTAGT®

CA . i
Hnisz FAACOCOACECTTOCASTACT™  JF279692 (CA)16 55.0 267-279
Hnia7 T-AACACATTACGCCCTTGGAG™! 509594 (CA)16 55.8 270-279
R-CAGCCCTGTGTACACTTCCA
Hnig7 T-CCACTTCAGAAAAAGCCATTG™ j1o09594 (CA)27 52.1 234-239

R-CAGGACCATAACACAACACCTG

Hni5 F-CAGGAAGATTTGCACCACCT 3 60 -
R- TGCCATTCTGGAAAAAGGAG

HNi28 F- TCCCTGCAGTCTGA AACACA ™™ - ) 60 )

R- AGACCCACAAGATCCAGGTG

D’apres Carrera et al. (2011) ; Hurtado et al. (2013)

Annexe 1 : Amorces microsatellites développées pouniloticus
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Panel

1 2 3 4 5 6 7
Marqueurs Hni94/ Hni52/ Hnil4/ HNil9/ . . .
microsatellites Hni67 Hni62 Hni47 Hniel MS7 HniS o HNi28

95°C 95°C 95°C 95°C 95°C  95°C  95°C

ere A H i
1" dénaturalisation 2min.  2min. 2min. 2min. 2min. 2min. 2min.

95°C  95°C  95°C 95°C 95°C  95°C  95°C

. ix —
2¢ dénaturalisation 30s 30s 30s 30s 30s 30s 30s

55°C  55°C 55,8°C 55,4°C 52,1°C 54,2°C 56,5°C

Hybridation 30s 30s 30s 35s 35s 30s 50s

72°C  72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C

Polymérisation 50s 50s 50s 50s 50s 50s 50s

72°C  72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C

Renaturalisation 5min 5min  5min  5min  5min  5min  5min

Extension finale 10°C  10°C 10°C 10°C 10°C 10°C 10°C

Nombres de cycles 38 38 38 35 35 35 35

1,5 pl de Buffer 10x + 0,3 pl de dNTRY&M + 0,3 pul de MgGl+
Produit final PCR 0,75 pl de Primer F de chaque marqueur + 0,75 pl de Primer R
Panel1a4 (15 ul) chaque marqueur 0,1 pl de Taq + 1,5 ul d’ADN + 8,3 pl de HO
pure

e 1,5 pl de Buffer 10x + 0,3 pl de dNTRY&M + 0,3 pl de MgCGl+
E;?]de‘f';fg“;"ggRI) 0,75 pl de Primer F + 0,75 pl de Primer R + 0,1 pl de Taq + 1,5
H d’ADN + 9,8 ul de H-O pure

Annexe 2 : Panels microsatellites définis pduniloticus
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Geéne

Séquence de I’amorce (5 -3)

Références

NADH1 L3002 amp F
NADH1 H4419 amp R

TACGACCTCGATGTTGGATCAGG
AAGCTTTYGGGCCCATACC

NADH1 L3079 seq F
NADH1 H4364 seq R

ACGTGATCTGAGTTCAGACCG
GGAAGCACTARGAGTTTTGA

ATPase L8106 amp F
ATPase H9264 amp R

TGGGTGTTAAAATAGATG
GAGGAGAGCRGCRGATGCCCC

ATPase L8537 seq F
ATPase H8516 seq R

TGAAACTGACCATGACACTAAG
CTTAGTGTCATGGTCAGTTTCA

(Tomas Hrbek
et al., 2005)

Cyt b L15930 F
Cytb H14724 R

CTTCGATCTTCGITTTACAAG
TGATATGAAAAACCATCGTTG

(Lavoué &
Sullivan, 2004)

amp : amplification, seq : séquencage,

Annexe 3 : Amorces mitochondriales développées pogigas
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HpA AGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATGTATTGACTCTTCCTAG 95
HpB AGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATGTATTGACTCTTCCTAG 95
HpC AGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATGTATTGACTCTTCCTAG 95
HpD AGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATGTATTGACTCTTCCTAG 95

HpA TACGAAAGGACCGGAAGAGGTAAAGTCCATGCTTAAAGCATACTTTACCCTTATTTGATGAATACAACTAAATCAACAAAAGGGCATACTAACCA 180
HpB TACGAAAGGACCGGAAGAGGTAAAGTCCATGCTTAAAGCATACTTTACCCTTATTTGATGAATACAACTAAATCAACAAAAGGGCATACTAACCA 190
HpC TACGAAAGGACCGGAAGAGGTAAAGTCCATGCTTAAAGCATACTTTACCCTTATTTGATGAATACAACTAAATCAACAAAAGGGCATACTAACCA 180
HpD TACGAAAGGACCGGAAGAGGTAAAGTCCATGCTTAAAGCATACTTTACCCTTATTTGATGAATACAACTAAATCAACAAAAGGGCATACTAACCA 190

HpA GCCAAAGACTATGGCAACTAAGGTGGCAGAGCCTOGCAATGCAAGAGACCTAAGCCCTCTTACCCHGAGGTTCAAATCCTCTCCTTAGTAAACAT 285
HpB GCCAAAGACTATGGCAACTAAGGTGGCAGAGCCTGGCAATGCAAGAGACCTAAGCCCTCTTACCCGAGGTTCAAATCCTCTCCTTAGTAAACAT 285
HpC GCCAAAGACTATGGCAACTAAGGTGGCAGAGCCTGGCAATGCAAGAGACCTAAGCCCTCTTACCCGAGGTTCAAATCCTCTCCTTAGTAAACAT 285
HpD GCCAAAGACTATGGCAACTAAGGTGGCAGAGCCTGGCAATGCAAGAGACCTAAGCCCTCTTACCCHGAGGTTCAAATCCTCTCCTTAGTAAACAT 285
HpA GCACAAATGAATTATCCTCACAATCAATCCCTTACTTTACATTATTCCAGTCCTACTGGCGGTTGCCTTCCTAACTCTCCTAGAACGCAAAATTT 380
HpB GCACAAATGAATTATCCTCACAATCAATCCCTTACTTTACATTATTCCAGTCCTACTGGCGGTTGCCTTCCTAACTCTCCTAGAACGCAAAATTT 380
HpC GCACAAATGAATTATCCTCACAATCAATCCCTTACTTTACATTATTCCAGTCCTACTGGCGGTTGCCTTCCTAACTCTCCTAGAACGCAAAATTT 380
HpD GCACAAATGAATTATCCTCACAATCAATCCCTTACTTTACATTATTCCAGTCCTACTGGCGGTTGCCTTCCTAACTCTCCTAGAACGCAAAATTT 380

HpA TAGGATATATACAACTCCGAAAAGGCCCAAACATTGTAGGACCCTATGGCTTACTACAACCCTTCGCAGACGGAGTTAAACTTCTTATTAAAGAA 475
HpB TAGGATATATACAACTCCGAAAAGGCCCAAACATTGTAGGACCCTATGGCTTACTACAACCCTTCGCAGACGGAGTTAAACTTCTTATTAAAGAA 475
HpC TAGGATATATACAACTCCGAAAAGGCCCAAACATTGTAGGACCCTATGGCTTACTACAACCCTTCGCAGACGGAGTTAAACTTCTTATTAAAGAA 475
HpD TAGGATATATACAACTCCGAAAAGGCCCAAACATTGTAGGACCCTATGGCTTACTACAACCCTTCGCAGACGGAGTTAAACTTCTTATTAAAGAA 475

HpA CCAATCCGACCCCACACAGCCTCCCCATTTTTATTCCTAGCAGCCCCTGCACTAGCTTTTATCTTAGCTCTATCCCTTTGAGCACCAATGCCACT 570
HpB CCAATCCGACCCCACACAGCCTCCCCATTTTTATTCCTAGCAGCCCCTGCACTAGCTTTTATCTTAGCTCTATCCCT TTGAGCACCAATGCCACT 570
HPC CCAATCCGACCCCACACAGCCTCCCCATTTTTATTCCTAGCAGCCCCTGCACTAGCTTTTATCTTAGCTCTATCCCT TTGAGCACCAATGCCACT 570
HpD CCAATCCGACCCCACACAGCCTCCCCATTTTTATTCCTAGCAGCCCCTGCACTAGCTTTTATCTTAGCTCTATCCCT TTGAGCACCAATGCCACT 570
HpA TCCATACCCAATCGCAAACATAAACCTAGGAATTTTATTCATCCTAGCTATTTCTAGCCTCTCAGTATACACAATCT TAGGCTCGGGATGAGCAT 665
HpB TCCATACCCAATCGCAAACATAAACCTAGGAATTTTATTCATCCTAGCTATTTCTAGCCTCTCAGTATACACAATCTTAGGCTCGGGATGAGCAT 665
HpC TCCATACCCAATCGCAAACATAAACCTAGGAATTTTATTCATCCTAGCTATTTCTAGCCTCTCAGTATACACAATCTTAGGCTCGGGATGAGCAT 665
HpD TCCATACCCAATCGCAAACATAAACCTAGGAATTTTATTCATCCTAGCTATTTCTAGCCTCTCAGTATACACAATCTTAGGCTCGGGATGAGCAT 665

HpA CCAACTCCAACTACGCCCTAATTGGGGCATTACGAGCCGTAGCTCAGACCATTTCATATGAAGTTAGCCTAGCACTAATCCTTCTATCAACAATC 760
HpB CCAACTCCAACTACGCCCTAATTGGGGCATTACGAGCCGTAGCTCAGACCATTTCATATGAAGTTAGCCTAGCACTAATCCTTCTATCAACAATC 760
HpC CCAACTCCAACTACGCCCTAATTGGGGCATTACGAGCCGTAGCTCAGACCATTTCATATGAAGTTAGCCTAGCACTAATCCTTCTATCAACAATC 760
HpD CCAACTCCAACTACGCCCTAATTGGGGCATTACGAGCCGTAGCTCAGACCATTTCATATGAAGTTAGCCTAGCACTAATCCTTCTATCAACAATC 760

HpA ATATTCACAGGAGGCTTCGCCCTCCAAACTTTTAACARCACTCAAGAAAGCATCTGACTCCTCATTCCAGCCTGACCACTCGCCGCCATATGATA 855
HpB ATATTCACAGGAGGCTTCGCCCTCCAAACTTTTAACAMCACTCAAGAAAGCATCTGACTCCTCATTCCAGCCTGACCACTCGCCGCCATATGATA 855
HpC ATATTCACAGGAGGCTTCGCCCTCCAAACTTTTAACAMCACTCAAGAAAGCATCTGACTCCTCATTCCAGCCTGACCACTCGCCGCCATATGATA 855
HpD ATATTCACAGGAGGCTTCGCCCTCCAAACTTTTAACARCACTCAAGAAAGCATCTGACTCCTCATTCCAGCCTGACCACTCGCCGCCATATGATA 855

HpA TATTTCAACACTAGCAGAAACCAACCGAGCCCCTTTTGACCTTACAGAAGGAGAATCCGAACTTGTCTCAGGCTTCAACGTCGAATATGCAGGGE 950
HpB TATTTCAACACTAGCAGAAACCAACCGAGCCCCTTTTGACCTTACAGAAGGAGAATCCGAACTTGTCTCAGGCTTCAACGTCGAATATGCAGGGG 950
HpC TATTTCAACACTAGCAGAAACCAACCGAGCCCCTTTTGACCTTACAGAAGGAGAATCCGAACTTGTCTCAGGCTTCAACGTCGAATATGCAGGGG 950
HpD TATTTCAACACTAGCAGAAACCAACCGAGCCCCTTTTGACCTTACAGAAGGAGAATCCGAACTTGTCTCAGGCTTCAACGTCGAATATGCAGGGG 950

HpA GACCCTTCGTGCTATTTTTCCTTGCCGAATACGCTAACATCCTCCTAATAAATACCCTATCCGCCGTATTATTTCTAGGCGCACTACACAGCCCE 1045
HpB GACCCTTCGTGCTATTTTTCCTTGCCGAATACGCTAACATCCTCCTAATAAATACCCTATCCGCCGTATTATTTCTAGGCGCACTACACAGCCCE 1045
HpC GACCCTTCGTGCTATTTTTCCTTGCCGAATACGCTAACATCCTCCTAATAAATACCCTATCCGCCGTATTATTTCTAGGCGCACTACACAGGCCE 1045
HpD GACCCTTCGTGCTATTTTTCCTTGCCGAATACGCTAACATCCTCCTAATAAATACCCTATCCGCCGTATTATTTCTAGGCGCACTACACAGCCCE 1045
HpA ATACTCCCAGAAACCACCACCTTCAGCCTCATAATAAAAGCCTCCCTGCTCTCAGTAGCATTCCTTTGAGTGCGAGCCTCCTATCCCCGATTCCE 1140
HpB ATACTCCCAGAAACCACCACCTTCAGCCTCATAATAAAAGCCTCCCTGCTCTCAGTAGCATTCCTTTGAGTGCGAGCCTCCTATCCCCGATTCCG 1140
HpC ATACTCCCAGAAACCACCACCTTCAGCCTCATAATAAAAGCCTCCCTGCTCTCAGTAGCATTCCTTTGAGTGCGAGCCTCCTATCCCCGATTCCG 1140
HpD ATACTCCCAGAAACCACCACCTTCAGCCTCATAATAAAAGCCTCCCTGCTCTCAGTAGCATTCCTTTGAGTGCGAGCCTCCTATCCCCGATTCCG 1140
HpA GTACGACCAACTAATGCACCTAGTATGAAAAAACTTCCTCCCCATCACAATAGCCTTATTACTCTGACACACCGCCCTACCACTAGCAATAGCAG 1235
HpE GTACGACCAACTAATGCACCTAGTATGAAAAAACTTCCTCCCCATCACAATAGCCTTATTACTCTGACACACCGCCCTACCACTAGCAATAGCAG 1235
HpC GTACGACCAACTAATGCACCTAGTATGAAAAAACTTCCTCCCCATCACAATAGCCTTATTACTCTGACACACCGCCCTACCACTAGCAATAGCAG 1235
HpD GTACGACCAACTAATGCACCTAGTATGAAAAAACTTCCTCCCCATCACAATAGCCTTATTACTCTGACACACCGCCCTACCACTAGCAATAGCAG 1235

HpA GCCTCCCCCCACAAACCTAAAGGAAGTGTGCCTGAAAGACCAAGGACTACTTTGATAGAGTATACCATGGGGGTTAAAATCCCCCCACACCCCAT 1330
HpB GCCTCCCCCCACAAACCTAAAGGAAGTGTGCCTGAAAGACCAAGGACTACTTTGATAGAGTATACCATGGGGGTTAAAATCCCCCCACACCCCAT 1330
HpC GCCTCCCCCCACAAACCTAAAGGAAGTGTGCCTGAAAGACCAAGGACTACTTTGATAGAGTATACCATGGGGGTTAAAATCCCCCCACACCCCAT 1330
HpD GCCTCCCCCCACAAACCTAAAGGAAGTGTGCCTGAAAGACCAAGGACTACTTTGATAGAGTATACCATGGGGGTTAAAATCCCCCCACACCCCAT 1330
HpA CAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGCTATTCCTAGCTATACATT AACC 1425
HpB CAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGICTATTCCTAGCTATACATTAMACC 1425
HpC CAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGICTATTCCTAGCTATACATTARACT 1425
HpD CAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGIICTATTCCTAGCTATACATTARACC 1425
HpA TCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGITGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACGGCGCCTC 1520
HpB TCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGTGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACGGCGCCTC 1520
HpC TCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGTGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACGGCGCCTC 1520
HpD TCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGITGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACGGCGCCTC 1520
HpA ATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTACTAT 1615
HpB ATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCRTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTACTAT 1615
HpC ATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCRTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTACTAT 1615
HpD ATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTAGTACTAT 1615
HpA TACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCETGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCTTCTATCC 1710
HpB TACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCETGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCTTCTATCC 1710
HpC TACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCETGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCTTCTATCC 1710
HpD TACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCHTGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCTTCTATCC 1710

HpA GCTATCCCJTATATCGGAAATGACCTJGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCJACCCTAACACGATTTTTTGCATTCCACTT 1805
HpB GCTATCCClTATATCGGAAATGACCTGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCJACCCTAACACGATTTTTTGCATTCCACTT 1805
HpC GCTATCCCETATATCGGAAATGACCTGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCACCCTAACACGATTTTTTGCATTCCACTT 1805
HpD GCTATCCCHTATATCGGAAATGACCTIGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCIACCCTAACACGATTTTTTGCATTCCACTT 1805
HpA CCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATGAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAACTCCAACG 1900
HpB CCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATGAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAACTCCAACG 1800
HpC CCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATGAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAACTCCAACG 1900
HpD CCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATGAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAACTCCAACG 1800
HpA CAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCTTTTCTCE 1895
HpB CAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCTTTTCTCC 1995
HpC CAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCTTTTCTCC 1895
HpD CAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCTTTTCTCC 1895
HpA CCJAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTATTCGCATA 2090
HpB CClAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCAGCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTATTCGCATA 2080
HpC CCRAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTATTCGCATA 2090
HoD CCRAACCTGCTAGGAGAGCCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTATTCGCATA 2090
HpA CGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACT TGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTCCACACCT 2185
HpB CGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACTTGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTCCACACCT 2185
HpC CGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACT TGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTCCACACCT 2185
HpD CGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACTTGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTCCACACCT 2185
HpA CAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGGAGGGATA 2280
HpB CAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGGAGGGATA 2280
HpC CAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGGAGGGATA 2280
HpD CAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGGAGGGATA 2280
HpA CCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCCTITTGA 2374
HpB CCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCCTIMT TGA 2374
HpC CCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCCTIMTTGA 2375
HpD CCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCCTIMTTGA 2375
HpA AAACAAAAT 2383

HpB AAACAAAAT 2383

HpC AAACAAAAT 2384

HoD AAACAAAAT 2384

Annexe 4 : Alignement des séquences nucléotidiques des quatre haplotypes HpA, Hp
et HpD des genes mitochondriaux concaténés (Cytochrome b et segment NADH1)
niloticusavec les sites polymorphigues en bleu
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Hpl ACCCCATCAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGECTATTCCTAGCTATACA 95
Hp6 ACCCCATCAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGECTATTCCTAGCTATACA 95
Hp3 ACCCCATCAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGECTATTCCTAGCTATACA 95
Hp4 ACCCCATCAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGECTATTCCTAGCTATACA 95
Hpb ACCCCATCAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGCTATTCCTAGCTATACA 95
Hp2 ACCCCATCAAGTATCTCCACATGATGAAACTTTGGCTCCCTCCTATGTCTCTGTTTAGCCGTCCAAATCCTAACCGGICTATTCCTAGCTATACA 95

Hpl TTAWMACCTCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGTGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACG 190
Hpé TTANMACCTCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGTGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACG 190
Hp3 TTANMACCTCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGTGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACG 190
Hp4 TTAMACCTCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGTGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACG 190
Hpb TTABACCTCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGTGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACG 190
Hp2 TTARACCTCAGACATCTCAACGGCTTTCTCTTCTGTCGCCCACATCTCACGAGACGTCAACTATGGETGACTAATCCGCAGCCTCCATGCAAACG 190

Hpl GCGCCTCATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCMTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTA 285
Hpt GCGCCTCATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCMTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTA 285
Hp3 GCGCCTCATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCMTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTA 285
Hpd GCGCCTCATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCMTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTA 285
HpS GCGCCTCATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCEMTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTA 285
Hp2 GCGCCTCATTCTTCTTCATCTGCATCTACCTCCATGTAGCCCGAGGCCTTTACTATGGCTCMTACACCTATAAAGAAACATGAAACATTGGAGTA 285

Hpl GTACTATTACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCRBTGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCT 380
Hp GTACTATTACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCEBTGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCT 380
Hp3 GTACTATTACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCRBTGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCT 380
Hp4 GTACTATTACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCEBTGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCT 380
Hps GTACTATTACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCEBTGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCT 380
Hp2 GTACTATTACTCCTAGTAATAATAACAGCCTTTGTAGGATATGTCCTTCCHMTGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCTACAGTTATCACCAATCT 380

Hpl TCTATCCGCTATCCCRTATATCGGAAATGACCTRGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCIRACCCTAACACGATTTTTTGCAT 475
Hpg TCTATCCGCTATCCCETATATCGGAAATGACCTRGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCIRACCCTAACACGATTTTTTGCAT 475
Hp3 TCTATCCGCTATCCCHETATATCGGAAATGACCTRGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCIIACCCTAACACGATTTTTTGCAT 475
Hpd TCTATCCGCTATCCCHETATATCGGAAATGACCTRGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCIIACCCTAACACGATTTTTTGCAT 475
Hps TCTATCCGCTATCCCHETATATCGGAAATGACCTRGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCIRACCCTAACACGATTTTTTGCAT 475
Hp2 TCTATCCGCTATCCCHTATATCGGAAATGACCTHIGTACAATGAATCTGAGGTGGCTTCTCAGTAAGCAATGCBACCCTAACACGATTTTTTGCAT 475

Hpt TCCACTTCCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATGAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAAC 570
Hpf TCCACTTCCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATCAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAAC 570
Hp3 TCCACTTCCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATCAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAAC 570
Hp4 TCCACTTCCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATCAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAAC 570
Hps TCCACTTCCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATCGAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAAC 570
Hp2 TCCACTTCCTACTTCCATTCGCCATTGCTGCTGCAATCCTCCTCCACGTATTATTCCTCCATCGAAACAGGATCCAATAATCCCGCAGGCCTAAAC 570

Hpl TCCAACGCAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCT 665
Hpé TCCAACGCAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCT 665
Hp3d TCCAACGCAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCT 665
Hpd TCCAACGCAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCT 665
Hp5 TCCAACGCAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCT 665
HpZ TCCAACGCAGACAAAATCCACTTCCACCCATACTTTACAAATAAAGACTTACTTGGTTTCCTAATTATACTACTAGCACTAATTTCCCTAGCCCT 665

Hpt TTTCTCCCCEMAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTAT 7680
Hpé TTTCTCCCCEMAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTAT 760
Hpd TTTCTCCCCRAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTAT 760
Hp4 TTTCTCCCCEAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTAT 780
HpS TTTCTCCCCEMAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTAT 760
Hpz TTTCTCCCCBAACCTGCTAGGAGACCCAGAAAACTTCATTCCAGCCAACTCACTAGTCACCCCTCCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCTAT T80

Hp1l TCGCATACGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACTTGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTC 855
Hpé TCGCATACGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACTTGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTC 855
Hp3 TCGCATACGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACTTGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTC 855
Hp4 TCGCATACGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACTTGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTC 855
HpS TCGCATACGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACTTGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTC 855
Hp2 TCGCATACGCTATTCTACGATCTATTCCAAATAAACTTGGAGGCGTCCTAGCCCTCTTATTCTCAATCCTCATTCTAATAATTGTCCCAATACTC 855

Hpt CACACCTCAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGG 950
Hpé CACACCTCAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGG 950
Hp3 CACACCTCAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGG 950
Hp4 CACACCTCAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGG 950
HpS CACACCTCAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGG 950
Hp2 CACACCTCAAAAATACAAGCCCTAACATTCCGCCCACTATCACAAATCCTATTCTGAGCCCTGGCAGCAGACATATTTATTCTCACCTGAATCGG 950
Hpl AGGGATACCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCC 1045
Hp6 AGGGATACCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCC 1045
Hp3 AGGGATACCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCC 1045
Hp4 AGGGATACCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCC 1045
Hps AGGGATACCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCC 1045
Hp2 AGGGATACCAGTAGAATACCCATTTATTACCATTGGACAAATTGCATCAATCTTATACTTCATACTATTTCTCCTACTCGCCCCACTAACAAGCC 1045

Hpl THEETEEAAARCAAAAT 1060
Hpé THEETEEAAARCAAAAT 1061
Hp3 THETEEAAABCAAAAT 1061
Hpd THETEEAAARCAAAAT 1060
Hp5s TEETEEAAARCAAAAT 1061
Hpz TEHETEEAAARMCAAAAT 1061

Annexe 5 : Alignement des séquences nucléotidiques des six haplotypes Hpl, Hp2, Hp3, Hp4,
Hp5 et Hp6d’un fragment du gene mitochondrial Cyt b He niloticus avec les sites
polymorphiques en bleu.
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Hpl AGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATGTATTGACTCTTCCTAG 95
Hpll AGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATGTATTGACTCTTCCTAG 95

Hpl TACGAAAGGACCGGAAGAGGTAAAGTCCATGCTTAAAGCATACTTTACCCTTATTTGATGAATACAACTAAATCAACAAAAGGGCATACTAACCA 190
Hpll TACGAAAGGACCGGAAGAGGTAAAGTCCATGCTTAAAGCATACTTTACCCTTATTTGATGAATACAACTAAATCAACAAAAGGGCATACTAACCA 190

Hpl GCCAAAGACTATGGCAACTAAGGTGGCAGAGCCTGGCAATGCAAGAGACCTAAGCCCTCTTACCCHGAGGTTCAAATCCTCTCCTTAGTAAACAT 285
Hpll GCCAAAGACTATGGCAACTAAGGTGGCAGAGCCTGGCAATGCAAGAGACCTAAGCCCTCTTACCCHGAGGTTCAAATCCTCTCCTTAGTAAACAT 285

Hpl GCACAAATGAATTATCCTCACAATCAATCCCTTACTTTACATTATTCCAGTCCTACTGGCGGTTGCCTTCCTAACTCTCCTAGAACGCAAAATTT 380
Hpll GCACAAATGAATTATCCTCACAATCAATCCCTTACTTTACATTATTCCAGTCCTACTGGCGGTTGCCTTCCTAACTCTCCTAGAACGCAAAATTT 380

Hpl TAGGATATATACAACTCCGAAAAGGCCCAAACATTGTAGGACCCTATGGCTTACTACAACCCTTCGCAGACGGAGTTAAACTTCTTATTAAAGAA 475
Hpll TAGGATATATACAACTCCGAAAAGGCCCAAACATTGTAGGACCCTATGGCTTACTACAACCCTTCGCAGACGGAGTTAAACTTCTTATTAAAGAA 475

Hpl CCAATCCGACCCCACACAGCCTCCCCATTTTTATTCCTAGCAGCCCCTGCACTAGCTTTTATCTTAGCTCTATCCCTTTGAGCACCAATGCCACT 570
Hpll CCAATCCGACCCCACACAGCCTCCCCATTTTTATTCCTAGCAGCCCCTGCACTAGCTTTTATCTTAGCTCTATCCCTTTGAGCACCAATGCCACT 570

Hpl TCCATACCCAATCGCAAACATAAACCTAGGAATTTTATTCATCCTAGCTATTTCTAGCCTCTCAGTATACACAATCTTAGGCTCGGGATGAGCAT 665
Hpll TCCATACCCAATCGCAAACATAAACCTAGGAATTTTATTCATCCTAGCTATTTCTAGCCTCTCAGTATACACAATCTTAGGCTCGGGATGAGCAT 665

Hpl CCAACTCCAACTACGCCCTAATTGGGGCATTACGAGCCGTAGCTCAGACCATTTCATATGAAGTTAGCCTAGCACTAATCCTTCTATCAACAATC 760
Hpll CCAACTCCAACTACGCCCTAATTGGGGCATTACGAGCCGTAGCTCAGACCATTTCATATGAAGTTAGCCTAGCACTAATCCTTCTATCAACAATC 760

Hpl ATATTCACAGGAGGCTTCGCCCTCCAAACTTTTAACARCACTCAAGAAAGCATCTGACTCCTCATTCCAGCCTGACCACTCGCCGCCATATGATA 855
Hpll ATATTCACAGGAGGCTTCGCCCTCCAAACTTTTAACARCACTCAAGAAAGCATCTGACTCCTCATTCCAGCCTGACCACTCGCCGCCATATGATA 855

Hpl TATTTCAACACTAGCAGAAACCAACCGAGCCCCTTTTGACCTTACAGAAGGAGAATCCGAACTTGTCTCAGGCTTCAACGTCGAATATGCAGGGG 950
Hpll TATTTCAACACTAGCAGAAACCAACCGAGCCCCTTTTGACCTTACAGAAGGAGAATCCGAACTTGTCTCAGGCTTCAACGTCGAATATGCAGGGG 950

Hpl GACCCTTCGTGCTATTTTTCCTTGCCGAATACGCTAACATCCTCCTAATAAATACCCTATCCGCCGTATTATTTCTAGGCGCACTACACAGCCCC 1045
Hpll GACCCTTCGTGCTATTTTTCCTTGCCGAATACGCTAACATCCTCCTAATAAATACCCTATCCGCCGTATTATTTCTAGGCGCACTACACAGCCCC 1045

Hpl ATACTCCCAGAAACCACCACCTTCAGCCTCATAATAAAAGCCTCCCTGCTCTCAGTAGCATTCCTTTGAGTGCGAGCCTCCTATCCCCGATTCCG 1140
Hpll ATACTCCCAGAAACCACCACCTTCAGCCTCATAATAAAAGCCTCCCTGCTCTCAGTAGCATTCCTTTGAGTGCGAGCCTCCTATCCCCGATTCCG 1140

Hpl GTACGACCAACTAATGCACCTAGTATGAAAAAACTTCCTCCCCATCACAATAGCCTTATTACTCTGACACACCGCCCTACCACTAGCAATAGCAG 1235
Hpll GTACGACCAACTAATGCACCTAGTATGAAAAAACTTCCTCCCCATCACAATAGCCTTATTACTCTGACACACCGCCCTACCACTAGCAATAGCAG 1235

Hpl GCCTCCCCCCACAAACCTAAAGGAAGTGTGCCTGAAAGACCAAGGACTACTTTGATAGAGTATACCATGGGGGTTAAAATCCCCCCAC 1323
Hpll GCCTCCCCCCACAAACCTAAAGGAAGTGTGCCTGAAAGACCAAGGACTACTTTGATAGAGTATACCATGGGGGTTAAAATCCCCCCAC 1323

Annexe 6 : Alignement des séquences nucléotidiques des deux haplotypes (Hpl et Hpll) du
segment NADH1 dél. niloticusavec les sites polymorphiques en bleu.
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(ERR0)

1M s S R DRRF NI Y I KA EUP S S PEGSGIRUDGI RT S P G G A S S D
ATGTCTTCCCGGGATCGACGCTTCAATATTTACATTAAGGCTGAGCCCAGCAGTCCAGAGGGAGGAAGAGATGGGAGAACCAGCCCTGGAGGGGCATCCTCCGAT
3¢S S H S AV GV N G G R S TEWR Y S P P L CTU®PTTILHTCUZPTFZKEE G D
106 TCGTCCCACAGTGCTGTGGGGGTAAATGGAGGCAGGAGCACAGAGCGGTACTCCCCTCCCCTCTGCACACCAACCCTGCATTGCCCTTTTARAGAGGAGGGCGAT
776 E E G S A G S G G GRCI K YA ATLSI|I L P K RLCTILVCGUDVA S G Y
211 GGAGAGGAGGGATCTGCAGGCAGCGGAGGCGGCAGGTGCAAGTACGCCCTTAGCACACTCCCCAAGCGCCTGTGTCTCGTGTGTGGGGATGTGGCATCAGGCTAC
106 H Y G V A S C E A CKAVF F KR T I QG NI E Y s C P A S NF CE I T
316 CACTACGGCGTGGCCTCCTGTGAGGCCTGCAAGGCCTTCTTCAAGAGGACCATTCAAGGGAACATTGAATACAGCTGCCCAGCATCCAACGAGTGCGAAATCACC
141 K R R R K A C QA CURUPFTI KT CULI KV GMULI KU EGV RLDI RV R G G R Q
421 AAGCGGCGCAGGAAGGCCTGCCAAGCTTGTCGCTTCACCAAGTGCCTCAAAGTGGGAATGCTGAAAGAGGGTGTTCGTCTGGATCGAGTGAGAGGAGGAAGACAG
176 K Y K R R P E V E S |T T Yy Q s p T N Q P S G K E V D K G P 8§ N V I V 8§
526 AAGTACAAAAGACGGCCAGAGGTGGAGAGCACCACATACCAAAGTCCTACGAATCAGCCTTCAGGAAAGGAAGTTGATAAAGGTCCCTCCAATGTCATTGTCTCC
211H L L. VvV A E P E KL F A MUPDUPULQQsSDTTTULURTTULTTTILCDTULADR
631 CATCTGCTGGTGGCTGAGCCAGAGAAGCTGTTTGCCATGCCAGACCCCCTGCAGTCAGACACCACCCTGCGCACCCTCACCACCCTTTGTGACTTGGCTGATCGC
246 E L VvV VvV I I G W A K H I P G F L S L s L A D QM S V L Q S V WL E V L
736 GAGCTTGTTGTCATCATTGGCTGGGCTAAACACATTCCCGGCTTCCTGTCCTTGTCTCTGGCGGACCAGATGTCAGTGTTGCAGTCCGTGTGGCTGGAGGTGCTC
28l v L 6 VvV A F R S L s CE D E V V F A E DU F VL DEZETL S RTIA G L G E
841 GTACTCGGTGTTGCCTTCCGGTCTCTGAGCTGCGAGGACGAGGTGGTGTTTGCCGAGGACTTTGTTCTGGATGAGGAGCTGTCCCGTATTGCTGGGCTGGGCGAG
36 L S A A I S Q L A R R Y RAUL QLD QEZEVF VML KA ATIA ATLTN S D s
946 TTAAGTGCAGCCATTAGCCAACTGGCCCGCCGATACCGTGCCCTTCAACTAGACCAGGAGGAGTTTGTCATGTTGAAGGCTATTGCACTCACAAACTCTGATTCT
351 v Yy I E DM EAV Q KL R DL L HQA ATULTULELE S Q R R P E D P R R A
1051 GTGTACATTGAGGACATGGAGGCTGTGCAGAAGCTACGAGACCTCCTACACCAGGCCCTGCTAGAGCTGGAAAGCCAGCGTAGGCCAGAAGACCCCCGGAGGGCA
386 6. R L L L T L P L L R Q T A S R A L S T F Y N I K T R G G V P M H K L
1156 GGCCGGCTCCTGCTCACCCTGCCCCTGCTCAGGCAGACTGCCAGCCGTGCCCTTTCCACCTTCTACAACATCAAGACCCGTGGTGGTGTGCCCATGCACAAACTC
421 F L E M L E A M M D S P *
1261 TTTCTCGAGATGCTGGAGGCCATGATGGACTCGCCGTAA

-

(ERRy_X1)

1M A ADDW RUHULU®PS S CG S Y I K TEUP S S P S s VI DTV S HH S P
ATGGCTGCAGATGACCGGCACCTGCCCTCCAGCTGTGGGTCCTACATCAAGACGGAGCCATCGAGCCCCTCATCGGTCATCGACACAGTCAGCCACCATAGCCCC
36 G N S DA S GG YV S AMNDNSHSNGTULUDS?PPMTFTUPS G L G G G
106 AGTGGCAACTCGGACGCCAGCGGTGGCTACGTCAGCGCCATGAACAGCCACTCCAATGGCCTGGACTCGCCACCCATGTTCACGCCCAGTGGGCTTGGAGGCGGE
77~ ¢C R K R Y DDCs s T I MU EWDS©PTI K CEYMTZLNIS I P KR L C L V
211 GCCTGCCGCAAGCGCTATGATGACTGCTCCAGCACCATTATGGAGGACTCGCCCATTAAGTGCGAATATATGTTGAACTCCATCCCCAAGAGGCTGTGCCTAGTC
06 c G D I A S G Y HY GV A S CEACIZ KA AT FT FI K RTTIOQGNTIE Y s C b
316 TGTGGAGACATTGCCTCAGGATACCACTACGGAGTGGCCTCCTGTGAGGCCTGCAAAGCCTTTTTTAAAAGGACAATACAAGGCAACATCGAGTACAGCTGTCCC
141 A T N FE C E I T K R R R K S C QA CRFMZ KT CULI KV GMIULKE GV R L
421 GCTACAAACGAGTGTGAGATCACCAAGCGAAGGCGCAAGTCCTGCCAGGCCTGCCGCTTCATGAAGTGTCTCARAAGTGGGGATGCTGAAGGAAGGTGTGCGTCTG
176 D R V R G G R Q K Y K R R M D A E N |N A Y L G L T L P P P A K K P L T
526 GACCGTGTGCGTGGCGGCCGGCAGAAGTACAAGAGGAGGATGGATGCCGAAAACAACGCCTATCTTGGCCTCACACTACCGCCCCCTGCCARAAAGCCATTGACA
211 XK I Vv sSs H L L VvV A E P E K I Y A M P D P T MPE S DI KATLTTL C D
631 AAGATTGTGTCCCACTTGCTGGTGGCAGAGCCAGAGAAGATCTACGCCATGCCAGACCCCACCATGCCTGAGAGTGACATCAAGGCCCTAACCACTTTGTGCGAC
246 L A D R EL V VI I G WAI KU HTIU®PSGT F S s L S L GDOQM S L L Q S A W
736 TTGGCTGACCGAGAGCTGGTTGTCATCATCGGCTGGGCCAAGCATATCCCAGGCTTCTCCAGTCTGTCTTTAGGAGACCAGATGAGTCTACTGCAGAGCGCTTGG
281 M E I L I L R V V Y R S L P F E D K L V Y A E D Y I M D E D Q S K L A
841 ATGGAGATCTTGATCTTGCGGGTGGTGTACCGATCATTGCCCTTCGAGGACAAGCTGGTGTATGCTGAGGACTACATCATGGACGAGGACCAGTCGARACTCGCC
36 G L L D L NN A I L Q L V K K Y K S M K L E K E S L S P S K Q L R S Q
946 GGTCTGCTGGACCTCAACAATGCCATCCTGCAGCTGGTGAAGAAATACAAGAGCATGAAGTTGGAGAAGGAGAGTTTGTCACCCTCAAAGCAATTGCGCTCGCAA
351 T Q9 T P C T *
1051 ATTCAGACTCCATGCACATAG

[,

(ERRy_X2)

1M D S V EL s L P EF F S F H S EQE L L CURMS S K ERIRTIE S S C
ATGGATTCTGTAGAACTTTCCCTGCCTGAGTTCTTCTCCTTTCACTCTGAACAAGAGCTGCTCTGCAGGATGTCAAGCAAGGAGCGGCGCATTGAGTCCAGTTGC
36 P s Yy I K TE P S s PA S LAD SV NHUHS P GG S S DA AS G S Y s s
106 CCCTCATACATCAAGACAGAACCGTCCAGTCCTGCCTCCCTCGCTGACAGCGTGAACCACCACAGCCCCGGTGGGTCTTCAGACGCCAGTGGCAGCTACAGCTCA
77A T N G H P N G L D s P T LY G QA G S L G PNV A GATI KR Y E DC
211 GCCACAAACGGGCACCCCAACGGCCTAGACTCCCCCACGCTGTATGGTCAGGCAGGCAGCCTAGGCCCCAATGTGGCCGGGGCCACCAAGCGCTACGAGGACTGC
106 s s T M A E D S Q I K C E Y M L N F M P K R L C L V C G D V A S G Y H
316 TCTAGCACCATGGCTGAAGACTCACAGATCAAGTGCGAGTACATGCTCAACTCCATGCCCAAGCGTCTGTGCCTGGTGTGTGGCGATGTGGCATCTGGCTACCAC
141 Y G VvV A s C E A C KA F F KR T I QGNTIE Y S C P A T NFE CUE I T K
421 TACGGAGTGGCGTCTTGTGAAGCCTGCAAGGCCTTCTTCAAGCGGACCATCCAAGGAAACATCGAGTACAGCTGCCCGGCCACCAACGAGTGTGAGATCACTAAG
176 R R R K S ¢C Q9 A CR F M K CL TV GMLUREGV R L DI RV R G G R Q K
526 AGGAGACGGAAGTCCTGCCAGGCGTGCCGCTTCATGAAGTGTCTTACTGTGGGAATGCTGCGGGAAGGTGTCCGGCTCGACAGAGTGCGTGGCGGCCGGCAGAAG
211 Y K R R I D A E N |S P YL NP QL AL P P KK P Y NKV VS HUL L V A
631 TACAAGCGCCGGATAGACGCGGAGAACAGCCCCTACCTGAACCCACAGCTGGCCCTGCCACCTARAAARACCATACAACAAAGTGGTGTCCCACCTCCTGGTGGCA
246 E P E K I Y A M P D P T V P D S D I KA L T T L C D L A DR E L V V N
736 GAACCTGAGAAGATCTATGCCATGCCTGATCCCACTGTTCCCGACAGCGACATCAAGGCGCTGACCACACTCTGCGACCTGGCTGACCGCGAGCTGGTGGTCAAC
2811 G W A K H I P G R S L P s T L E KA V D P S P W P H L V N Y G G A P
841 ATCGGCTGGGCCAAACACATCCCAGGTAGGAGCCTTCCCAGTACCCTTGAGAAAGCAGTGGACCCCTCACCTTGGCCACATCTGGTARACTATGGAGGAGCTCCA
366 N R H W S N s G I Vv KL VVAULULTZCYW RTIULV L FULFNUILTZCTI S L HV
946 AACAGACACTGGTCTAACAGTGGCATAGTAAAGCTGGTTGTGGCCTTGTTGTGCTACAGGATTCTCGTCTTATTTCTTTTTAATCTCTGCATTTCTTTACATGTC
3531 R I F C RV C L Y I V NL G A V § *
1051 AGAATTTTTTGCAGAGTCTGCCTCTATATAGTTAACTTGGGAGCAGTAAGTTAG

-

Annexe 7a: Séquences nucléotidiques et séquences protéiques déduites des récepteurs
apparentésaux récepteurs cestrogéniques alpha (ERRa) et gamma (ERRy) de H. niloticus
(HNERRy, HNERRy_X1 et HNER_X2). Le codon d’initiation et le codon stop sont indiqués

en gras. La région A/B en position thkminale est suivie du domaine de liaison a I’ADN

(DBD) situé dans les encadrés et contenant la boite P soulignée doublement et la boite D en
souligné simple. Le domaine de liaison au ligand (LBD) est souligné simplement suivi du
domaine F en position C-terminale.
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DBD (ERRa)

A/B C D E F
88 aa 97 aa 22a 220 aa 5aa

DBD (ERRy_X1)
A/B C D E F

96 aa 97aa 18aa 128aa 17 aa

[ HEl—  CRRX)

A/B C D E F
122 aa 97aa 18aa 52aa 78 aa

Annexe7hb: Structure secondaire des récepteurs apparamté@scepteurs cestrogéniques
(ERRo, ERRy X1 et ERy X2) deH. niloticusavec les cinqg domaines caractéristiques et le
nombre d’acides aminés (aa) correspondant.
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Comparaison des traits de reproduction de deux espéces phylogénétiquement sceurs du groupe des
Ostéoglossiformes Heterotis niloticus en Afrique et Arapaima gigas en Amérique du Sud

Heterotis niloticusoriginaire du bassin hydrographique de I’ Afrique tropicale etArapaima gigagiu bassin amazonien
sont deux espéces phylogénétiquement sceurs qui possedent des performances de croissance exceptionnelles, ce qui leur
confére un intérét économique majeur. Cependant, la reproduction en captogtedirix espéces se heurte encore a
des difficultés en raison de I’absence de dimorphisme sexuel. La formation des couples de reproducteurs est donc
problématique et leur comportement reproducteur est peu connu, et donc pew.nRdtfrisilleurs, les données
moléculaires disponibles dans le domaine de la reproduction sont inexistazésetdrotis niloticusainsi que les
données de génétique des populations. Cette étude a donc pour objectif d’évaluer les ressources génétiques des
populations d’Heterotis de mettre au point des techniques de sexage, de suivre le comportement reprdduécteu
gigasen étang et de caractériser chez ces deux espéces les acteurs moléculaires de la vitellogenésationsé rég
partir d’échantillons collectés au Cameroun, en Guinée et principalement en Cote d’Ivoire, 1’analyse des génes
mitochondriaux a permis d’identifier six haplotypes du géne Cyt b et deux haplotypes d’un segment contenant le géne
NADHI. Ces résultats montrent 1’absence de différenciation haplotypique entre les stocks de pisciculture et les
populations sauvages d’un méme bassin et une différentiation haplotypique entre bassins versants. lls corroborent
Porigine camerounaise des Heterotissauvages et de pisciculture présents en Cote d’Ivoire sans toutefois apporter la
preuve du partage de mémes haplotypes entre ces deux pays. Concernant les actelasemal@éstigrace a une
approche transcriptomique basée sur un séquencage en RNAseryosuivi d’analyses in silico qu’ont pu étre
identifiés, chez I’une et I’autre des deux espéces d’Arapaimidae les hormones hypophysaires (PRL, FSH et LH) et leurs
récepteurs ovariens, les récepteurs oestrogéniques (ERs) béta et gamma, les vitelldgghieede(r récepteur
ovarien. La proximité phylogénétique des deux espéces a pu étre confirméeaserdadmolécules identifiées. Pour
le sexage des individus maturesHtleniloticus les tests ELISA se sont révélés positifs avec ’anti corps anti Vtg de A.
gigasdéja disponible et I’anticorps anti Vtg de H. niloticusmis au point dans cette étude. Une approche protéomique
en spectrométrie de masse ciblant la Vtg a également permis de différencier les deux sebtesildiezis Enfin,
I’utilisation de la télémétrie ultrasonique a montré que cette technique est adaptée au suivi du comportement dA. gigas

et de ce fait de I’espéce sceur H. niloticusdans un envirorement ou la turbidité de 1’eau ne favorise pas des observations
directes des couples ou des enregistrements vidéo.

Mots-clés: Heterotis niloticusArapaima gigasCyt b, NADH1, Ressources génétiques, Reproduction, Vitellogénine,
Neurohormones, RécepteurEestradiol, Télémétrie acoustique, Comportement reproducteur

Comparison of the reproductive traits of two phylogenetic sister species of the group Osteoglms®rpha :
Heterotis niloticus in Africa and Arapaima gigas in South America

Heterotis niloticus- from the tropical Africa watershed and Arapaima gigas- from the Amazon Basir are two
phylogenetic sister species that display exceptional growth performances; consetuentiyay soon become of a
major economic interest. However, the reproduction of these two species in cafitifages difficulties because they
have no sexual dimorphism. Reproductive pairing is therefore prabitgrheir reproductive behavior is poorly known
and therefore poorly controlled. Moreover, molecular data in the fiellemduction are missing fdieterotis
niloticus,and so are data about population genetics. This study aims to evaluateeticergsources of populations of
Heterotis develop sexing techniques, monitor the reproductive behavidr gfgasin ponds, and characterize the
molecular actors of vitellogenesis and its regulation in these two species. Using saffgxésd in Cameroon, Guinea
and mainly Céte d'lvoire, mitochondrial gene analysis identified six haplotypghs @yt b gene and two haplotypes
of a segment containing the NADH1 gene. The results showed no haplotypiemtitition between fish stocks and
wild populations belonging to a same basin, but haplotype differentiagitveen watersheds. They corroborate that
the wild and farmegfieterotisof Cote d’Ivoire first came from Cameroon, but do not bring evidence of a same haplotype
shared between these two countries. Concerning the molecular actors, usingigtivaris approach based de novo
RNAseq sequencing followedykin silico analyses, the pituitary hormones (PRL, FSH and LH) and their ovarian
receptors, beta and gamma estrogen receptors (ERs), vitellogenins (Vthgiamdarian receptor were identified in
both species oArapaimidae The phylogenetic proximity of the two species could be confirmed on thedbdlsese
molecules. For the sexing of matitteniloticusindividuals, ELISA tests were positive with availaBlegigasanti Vtg
antibodies and witiH. niloticus anti Vtg antibodies developed for this study. A proteomic approach in mass
spectrometry targeting Vtg also differentiated the two sexés. iniloticus Finally, the use of ultrasonic telemetry
showed that this technique is suitable for monitoring the behavibr giffasand thus of the sister speclésniloticus

in an environment where the water turbidity does not favor direct observationgptésor video recordings.
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