LA TECHNIQUE DE MARQUAGE VITAL
DES TISSUS SQUELETTIQUES DES POISSONS

Frangois MEUNIER *

En décrivant la technique du «marquage vital » des tissus squelettiques
chez les Poissons, nous voudrions présenter un < outil de travail = encore peu
utilisé par les Ichthyologistes et en expliquer I'intérét pour diverses études. Cette
technique, qui a fait progresser rapidement les connaissances sur la physiologie
osseuse des Mammiféres, doit devenir un instrument de choix dans les études
relatives a la biologie des tissus squelettiques des Poissons.

Apreés les observations de BELCHIER en 1737 (1) sur le porc et le coq, ¢'est
DUHAMEL, en 1739 et 1741 (5-6), qui, avec son travail sur les os longs du porc
et de divers oiseaux, a utilisé le premier la technique du marquage du tissu
osseux in vivo. DUHAMEL incorpore de la garance a la nourriture de ses animaux
(pigeon, dindon, poule et porc); le principe actif et coloré de cette plante,
I'alizarine, se retrouve dans le tissu osseux, ce qui lui a permis, par un examen
macroscopique, de démontrer que la croissance en épaisseur des os longs se fait
par apposition.

En fait la mise au point véritable de la technique du marquage vital n'a
fait de véritables progrés, sur les Mammiféres, que depuis une vingtaine d'années,
avec la découverte des propriétés de la tétracycline vis-a-vis des tissus squelet-
tiques (4, 8, 14, 18, 19). Cet antibiotique, administré a un vertébré, se fixe sur le
tissu osseux en cours de minéralisation, qui acquiert une vive fluorescence
lorsqu’il est observé en lumiére ultra-violette. Cette fixation est definitive et
seule la résorption du tissu osseux peut faire disparaitre le marquage a la tétra-
cycline. Dans la mesure ou cet antibiotique ne présente pas de toxicité générale
et n'inhibe pas I'ostéogenése (ce qui semble étre le cas dans la limite des doses
utilisées), la méthode permet de distinguer les tissus osseux formés avant, pendant
et aprés |'administration de la substance et ainsi de dater le déroulement de
I'ossification.
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D'autres substances fluorescentes se comportent comme la tétracycline ;
nous pouvons citer la fluorescéine (20, 25), l'alizarine (4, 27) et l'orangé de
xylénol (22) parmi les plus utilisées*. Il faut noter que certains cations comme le Ca
45 (21) ou le plomb (21, 28) ont été utilisés comme marqueurs du tissu oOsseux
en cours de formation.

On a pu utiliser la technique du marquage a la tétracycline sur des repré-
sentants des autres classes de vertébrés : Reptiles (3, 11), Amphibiens (24) et
surtout Ostéichthyiens (2, 10, 12, 13, 15, 23, 30). Les travaux utilisant la tétra-
cycline chez les poissons ont été précédés par la mise au point d'une méthode
d'étude avec des sels de plomb (7, 9). Ce métal se fixe aussi bien sur les
vertebres, les opercules et les Iépidotriches que sur les écailles. Toutefois il peut
s'avérer toxique pour la survie des poissons (26), et on lui préfére d'autres
marqueurs.

L'administration des divers marqueurs peut se faire, chez les Poissons,
de différentes fagons (15, 17, 29, 30) :
— injection intrapéritonéale ou intramusculaire,
— immersion des animaux dans une solution,
— incorporation dans la nourriture.

Nous avons opté pour l'injection intrapéritonéale qui permet de bien contréler
la dose administrée. Toutefois, il peut étre intéressant, pour marquer un grand
nombre d'alevins, de pratiquer le nourrissage selon le procédé de WEBER et RIDG-
WAY (29, 30). Ainsi la technique d'administration du marqueur est essentiellement
fonction du travail envisagé et en rapport avec la taille et le nombre des poissons
utilisés.

Sur des Téléostéens marqués a la tétracycline, les marques fluorescentes
se retrouvent rapidement sur tous les tissus squelettiques (os ou cartilage calcifié)
et nous les avons observées notamment sur la mandibule, les vertébres, les |épido-
triches, les écailles, les otolithes. Sur ces deux derniers organes, qui ne sont
soumis a aucune résorption, le marquage est définitif.

Un perfectionnement de la méthode consiste a procéder a plusieurs mar-
quages successifs en utilisant la méme substance ou des substances fluorescentes
différentes (tétracycline, fluorescéine, alizarine, orangé de xylénol). On pourra
ainsi déterminer la quantité d'os déposée en un temps donné et suivre d'éven-
tuelles variations de la vitesse du dép6t (13, 15, 16, 23). La méthode permet aussi
de mieux analyser les remaniements des tissus osseux. Un exemple précis illustre
ce type d'observation.

Les Fig. 1 et 2 représentent des coupes transversales dans la mandibule
d'un brochet (39 g, 18,1 cm) ; la Fig. 3 est une portion d'écaille du méme animal.
Ce brochet a regu trois injections successives de marqueurs différents**. Le

* La tétracycline, la fluorescéine, l'alizarine et l'orangé de xylénol absorbent les
rayons ultra-violets et émettent un rayonnement fluorescent dont la longueur d'onde se
situe respectivement dans le jaune, dans le jaune-vert et, pour les deux derniéres
substances, dans le rouge. Cette propriété est utilisée pour localiser les marqueurs sur
les tissus (17).

** Le chlorhydrate de tétracycline & 1 9% dans une solution de NaCl & 6 %o est
injecté a raison de 50 mgfkg; la fluorescéine & 2 %, dans du bicarbonate de soude
& 2 9 est injectée a raison de 30 & 40 mg/kg; l'orangé de xylénol & 3 9, dans une
solution aqueuse est administré a la dose de 90 mg/kg ; enfin l'alizarine, & 1,6 9% dans
du NaCl a 6 %o, est injectée a raison de 80 mglkg.
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premier marquage a la tétracycline a précédé de 45 jours une injection de fluores-
céine, suivie a son tour d'une injection d'orangé de xylénol aprés un nouveau
délai de 49 jours. L'animal a été sacrifié 4 jours aprés cette derniére. Au niveau
du dentaire, cette méthode permet de donner avec exactitude le moment de la
formation de la dent. La Fig. 1 montre une dent en fin de développement, dont
l'ostéodentine ainsi que I'os d'attache donnent une vive fluorescence rouge (due
au xylénol) tandis que sur le dentaire (partie droite du cliché) apparaissent deux
zones de marquage, a la tétracycline (jaune d'or) et a la fluorescéine (jaune vert).
La couronne de la dent et le tissu de fixation sont en cours de minéralisation lors
de la 3¢ injection. La dent de la Fig. 2 n'a subi aucun marquage. Son socle d'os
d'attache repose sur la couche marquée a la fluorescéine (jaune vert) et légérement
érodee. On peut donc conclure que la dent et son socle se sont édifiés aprés
I'injection de fluorescéine et avant la derniére injection (xylénol). Les deux coupes
ont été faites dans la méme mandibule, on peut en déduire que les deux dents
n‘ont pas tout a fait le méme &ge. En outre, on peut affirmer a partir de la Fig. 2
que le developpement complet de la dent s’est fait en moins de 49 jours. Cet
exemple montre bien les données que I'on peut obtenir a partir de cette technique.

L'évaluation de 'age par la scalimétrie est souvent délicate. On comprend
que le marquage répété par des injections de tétracycline (seule ou combinée a
d'autres marqueurs, Fig. 3) administrée a des périodes connues, facilite la lecture
des écailles et permet de suivre clairement leur évolution. L'utilisation des écailles
a l'avantage (sur d'autres tissus minéralisés) que leur faible épaisseur autorise
une observation directe et évite ainsi les opérations longues et délicates exigées
par la réalisation des lames minces.

Dans la mesure ol les marqueurs sont utilisés pour des études de scali-
metrie, il faut noter que la fluorescéine, l'alizarine et I'orangé de xylénol sont
visibles en lumiére normale transmise ou réfléchie ; ils apparaissent alors respec-
tivement en jaune-orangé, rouge et rouge-orangé*.

Nous n'avons pas enregistré, dans I'état actuel de nos recherches (17),
d'effets néfastes sur la croissance pour les doses optimales de marquage. Ceci
confirme les observations d'autres auteurs. Au niveau du tissu osseux lui-méme il ne
semble pas y avoir non plus d'effets secondaires. Seule une étude quantitative
de la minéralisation pourra peut-étre révéler des différences.

CONCLUSION

Les quelques travaux sur l'ostéogenése des Poissons, utilisant en partie
cette technique du marquage vital, ont déja permis quelques progrés de nos
connaissances dans ce domaine. Toutefois, le nombre des chercheurs qui
utilisent la technique du marquage vital pour des études sur les Poissons
reste encore limité. On peut penser que dans les années a venir elle se
développera de facon sensible dans deux directions, d'une part, pour des travaux
de scalimétrie, d'autre part, pour des études sur I'ostéogenése et le remaniement
du tissu osseux chez les Ostéichthyens, en association avec d'autres
techniques mises au point pour ce genre de recherches.

Rappelons que les marqueurs fluorescents présentent bien des avantages
par rapport au Ca 45 : facilité d'obtention de la drogue, longue vie dans le
tissu osseux, sécurité dans la manipulation et colGt économique, facilité d'admi-
nistration, absence d'effets secondaires quand les doses sont a I'état de traces.

* Un équipement de microscopie de fluorescence est alors en partie superflu.






Fig. 3

PLANCHE

Fig. 1 — Coupe transversale (100 p) dans une mandibule (la dent est coupée

Fig. 2 —

Fig. 3 —

tangentiellement). L'extrémité dorsale du dentaire a été érodée aprés
I'injection de la fluorescéine et avant la mise en place de la dent.
Celle-ci s'est vivement colorée par l'orangé de xylénol au niveau de
I'ostéodentine (au centre).

Coupe transversale (55 ) de la méme mandibule mais a un niveau
plus antérieur. Ici la résorption, précédant la mise en place de la
dent (en haut, & droite) n'a pratiquement pas attaqué la région marquée
par la fluorescéine. Noter sur cette préparation une zone de
remaniement actif dans la région du canal sensoriel (en bas) et
I'abondance des ostéones primaires (en bas, a droite et en haut, a
gauche).

Reégion antérieure d'une écaille. Noter les dépdts concentriques
successifs des trois marqueurs : tétracycline (jaune d'or), fluorescéine
(jaune-vert) et l'orangé de xylénol (rouge-orangé) a la périphérie
(en haut, a droite).
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