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Effet d'un stress chronique (confinement) sur le phénoméne de smoltification
chez le saumon atlantique (Salmo salarL.)

LAMBERT Benjamin

Résumé

Afin de caractériser I’effet d’un stresseur chronique sur la smoltification du saumon atlantique
(Salmo salar Linnaeus.), souche irlandaise, nous avons placé du 17 février a début juin 2004,
soixante poissons dans un bassin contenant 280 dm?® d’eau constituant la condition témoin et
trente poissons dans deux bassins de 140 dm? d’eau constituant la condition de confinement.
Ces conditions de confinement ont été¢ maintenues jusqu’en fin d’expérience.

La période d’échantillonnage s’est étalée du 1 mars au 1 juin a intervalles de 20 jours. Les
indicateurs de smoltification que nous avons suivi sont I’activité de la Na'/K® ATPase
branchiale, le glycogéne hépatique, le taux plasmatique de cortisol, la densité¢ glomérulaire
ainsi que le facteur de condition et le taux de croissance.

La Na'/K" ATPase a montré avoir le 6 mai une activité 3 fois supérieure chez les poissons
confinés (31.3 pmol/mg protéine/h) a celle des témoins (9.08 umol/mg protéine/h) ; le
glycogene hépatique quant a lui est resté, durant toute I’expérience, supérieur chez les
confinés par rapport aux témoins ; le cortisol est resté en concentration moins importante chez
les confinés, excepté le 6 mai. Enfin, nous avons observé une stabilisation de la densité
glomérulaire chez les confinés. Le SGR et le facteur de condition ne semblent pas avoir été
affectés par le confinement. En conclusion, notre étude ne nous permet pas d’affirmer que le
confinement ait un effet sur la smoltification du saumon atlantique (Salmo salar L..)
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Effect of a chronic stressor (confinement) on the smoltification of atlantic
salmon (Salmo salarlL.)

LAMBERT Benjamin

Abstract

In order to characterize the effect of a chronic stressor on the smoltification of atlantic salmon
(Salmo salar Linnaeus.), Irish stock, we placed from the 17" February at the beginning of
June 2004, sixty fish in a tank containing 280 dm?® constituting the pilot condition and thirty
fish in two tanks of 140 dm? constituting the condition of confinement. These conditions of
confinement were maintained until the end of the experiment.

The period of sampling was spread out between the 1* March and 1% June with 20 days
intervals. The indicators of smoltification which we used are the Na'/K" ATPasic gill activity,
the hepatic glycogen, the plasmatic cortisol rate, the glomerular density as well as the factor
of condition and the growth rate.

Na'/K" ATPase activity showed to have, on 6™ May, an activity 3 times higher in confined
fish (31.3 umol/mg protein/h) than that of the witnesses (9.08 umol/mg protein/h); on the
other hand, the hepatic glycogen remained, during all the experiment, superior at confined
compared to the witnesses; cortisol remained in less important concentration when confined,
except on 6™ May. Lastly, we observed a stabilization of the glomerular density when
confined. The SGR and the factor of condition do not seem affected by confinement. In
conclusion, our study does not enable us to affirm that confinement has an effect on the
smoltification of atlantic salmon (Salmo salar 1..)
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Introduction

Le sujet initial de ce mémoire, proposé dans le cadre du projet saumon 2000, était de
comparer la smoltification de 3 souches de saumon atlantique (Sa/mo salar L.). Une souche
de la Loire, une bretonne et une irlandaise. Nous n’avons malheureusement eu qu’une seule
de ces souches, la souche irlandaise. Nous avons alors été contraint de recadrer 1’objectif de
ce mémoire : caractériser ’effet d’un stresseur chronique, le confinement, sur différents
indicateurs de smoltification chez le saumon atlantique S. salar, souche irlandaise.

L’étude de I’effet du confinement sur le saumon atlantique concerne de pres 1’aquaculture. De
plus il est intéressant de bien connaitre le phénomene de la smoltification car, une fois smolt,
les saumons sont transférés en mer ou ils croissent plus vite. D’ou I'intérét de la
compréhension du confinement sur la smoltification.

Il existe trois phases de réponse a un stress :

1. Réponses primaires (systéme endocrinien) : Suite a la perception d’un agent stressant
par le systéme nerveux central, des hormones spécifiques sont synthétisées et libérées
dans le sang. La réponse au stresseur se caractérise donc par le changement des
concentrations plasmatiques de ces hormones.

2. Réponses secondaires (physiologiques et cellulaires) : Différentes modifications des
parameétres physiologiques apparaissent : hyperglycémie, hyperlacticémie, diminution
des réserves de glycogene des tissus et inhibition de la synthése des protéines, par
exemple.

3. Réponses tertiaires : Au niveau global de I’individu, on observe une diminution du
taux de croissance, du succes reproducteur et de la résistance aux maladies.

Les questions abordées sont : Le stress de confinement subi par des saumons atlantiques en
période de smoltification entraine- t-il une amplification ou une réduction du processus de
smoltification ? Le confinement accélére-t-il ou retarde-t-il la smoltification ? Pour tenter de
répondre a ces questions, différents indicateurs de smoltification ont été suivis :

Endocrinien : dosage du taux plasmatique de cortisol,
Physiologiques : dosage de I’activité Na'/K"ATPasique et suivi de la concentration en
glycogene hépatique,

e Histologique : suivi de la densité glomérulaire,

e Morphologique : calcul du facteur de condition.

Apres une synthése bibliographique présentant le saumon atlantique (description générale,
cycles de vie, smoltification et homing) nous développerons les matériels et méthodes utilisés
dans I’étude. Suivront les résultats obtenus et leur discussion ; nous terminerons par des
conclusions et des perspectives.
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Figure 1. Relations phylogénétiques a I’intérieur de la famille des salmonidés (Mills, 1989)

Figure 2. Saumon atlantique (Salmo salar Linnaeus 1758.) adulte (Ade, 1989)
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1. Généralités et répartition
Généralités

Le saumon atlantique (Salmo salar L.) fait partie de la classe des téléostéens, super ordre des
Protocanthoptérygii, famille des Salmonidés. Cette famille comprend le genre Salmo propre
aux saumons et truites atlantiques, le genre Thymallus (ombres), Salvelinus (ombles),
Coregonus (corégones) et Oncorhynchus apparentés aux saumons et truites du pacifique

(figure 1).

Diagnose de Salmo salar : épines dorsales : 3-4; rayons mous dorsaux: 9-15; épines anales: 3-
4; rayons mous anaux: 7-11; vertebres: 58-61; nageoire caudale: 19 rayons.

Les salmonidés constituent aujourd’hui une petite famille trés homogene constituée d’environ
vingt-cinq espéces se caractérisant toutes globalement par les traits suivants :

e Au niveau morphologique, elles possédent une seconde nageoire dorsale, sans
rayons osseux, appelée «adipeuse», une ligne latérale bien marquée et une
fente branchiale qui se prolonge jusqu’a la gorge (figure 2).

e Au plan comportemental, ce sont des poissons actifs, exigeants sur la qualité de
I’eau (température basse, excellente oxygénation...). Ils sont carnivores et
prédateurs, se reproduisent et débutent leur cycle vital en eau douce et sont
inféodés naturellement exclusivement a I’hémispheére nord (> 35° lat. N).

Le saumon atlantique juvénile est caractérisé par rapport aux autres salmonidés par un corps
élancé et fusiforme, une téte plus petite et une machoire ne dépassant pas 1’arriere de I’ceil. La
coloration du saumon est brun clair pour le dos et les flancs, et gris clair pour le dessous du
corps. De nombreuses taches foncées et ovales s’alignent sur les flancs le long de la ligne
latérale.

Le saumon atlantique (Salmo salar), comme en général tous les salmonidés, a une préférence
pour les eaux froides (de 2 a 9°C) avec une vitesse de courant modérée (0.2 a 0.5 cm/s en
moyenne), et bien oxygénées (> 6 mg/l). Le saumon est strictement carnivore et possede un
régime vari¢. Durant sa migration de la riviére vers les estuaires, fjords et régions cotieres,
son régime alimentaire change et des preuves semblent affirmer que les post-smolts
sélectionneraient davantage leurs proies dans le but d’optimiser leurs croissances (Andreassen
etal.,2001).

Répartition

Le saumon atlantique est présent dans les régions tempérées et arctiques de 1’hémisphére
Nord des deux cotés de ’océan Atlantique. En Europe, le saumon est présent du nord du
Portugal au nord de la Norvege et de I'Islande. En Belgique, le saumon atlantique abondait
autrefois dans le bassin mosan et principalement dans 1I’Ourthe, I’Ambléve, la Vesdre et la
Lesse (Philippart, 1985). Dés la moitié du 19°™ siécle, sa population régresse suite a la
construction d’écluses, d’une péche excessive ainsi que d’une pollution accrue par 1’essor
industriel. Le dernier saumon péché en Meuse remonte a 1942 (Philippart, 1988).
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Figure 3 : Cycle de vie du saumon atlantique. (Mills, 1989)
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Figure 4. Aire de distribution et routes de migration du saumon atlantique (Salmo salar).
(D’apres Mills, 1989)
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2. Cycle de vie de Salmo salar

2.1. Vie en eau douce

Le saumon atlantique est un poisson anadrome effectuant sa reproduction en eau
douce. Le cycle du saumon se caractérise par deux phases : une phase de croissance en mer et
une phase de reproduction et de croissance juvénile dans les cours d’eau froide, rapide et bien
oxygénée (figure 3). En riviére, les oeufs fécondés a la fin de ’automne ont une taille
moyenne de 5,7 mm. IIs sont enfouis dans des gravieres dont la granulométrie est telle qu’elle
permet le passage d’un flux d’eau suffisant pour assurer une bonne oxygénation (Mills, 1989).
Le temps d’incubation varie de 70 a 160 jours et dépend de la température de I’eau et de la
concentration en oxygene (Mills, 1989). Apres éclosion, les alevins vivent sur leurs réserves
propres (contenues dans la vésicule vitelline), dans les graviéres. Ils sont alors dans un milieu
protégé, sans courant, qui évite les pertes €nergétiques dues a la nage. Il n’en sortent qu’en fin
de résorption : c’est une des périodes les plus critiques de la vie de 1’animal. La croissance est
ensuite fonction de nombreux facteurs, et en particulier de la température, de la quantité de
nourriture disponible, de facteurs physico-chimiques et du débit. Elle aboutit rapidement a
une grande variabilité de taille parmi les tacons ou parrs, jeunes poissons d’eau douce.

Les tacons grandissent en riviéres et menent une vie strictement sédentaire. Ils
¢tablissent des territoires individuels dans des zones peu profondes et a écoulement rapides.
Leur nourriture est composée d’invertébrés comme des larves de dipteres, d’éphéméropteres
ou de trichopteres.

Les plus gros tacons devenus smolts seront capables de migrer en mer dés le printemps
suivant, alors que les autres passeront, pour la plupart d’entre eux, un an de plus en riviére
(jusqu’au printemps suivant).

2.2. Dévalaison et vie marine

Au cours de leur croissance, les individus sont confrontés a des compétitions de plus
en plus fortes pour la nourriture et I’espace et, selon Thorpe, I’atteinte du point d’équilibre
entre I’avantage de vivre dans un environnement protégé et le manque de nourriture
provoquerait la migration des poissons. D’aprés Davaine et Prouzet (1994), la fonction
essentielle de la migration marine du saumon est de le faire accéder a des sources alimentaires
abondantes et de qualité pour optimiser son potentiel de croissance. La période de dévalaison
s’étale sur plusieurs semaines et se situe de mai a début juin. En début de période de
migration, les smolts se déplacent de nuit mais plus tard dans la saison, ceux-ci choisissent de
se déplacer durant le jour (Mills, 1989).

Apres un bref temps d’adaptation en estuaire, les smolts gagnent en haute mer les
zones d’engraissement. Ces zones océaniques ou les saumons de provenances différentes se
rassemblent en empruntant des itinéraires souvent mal connus, se situent au large du
Groenland et des iles Féroé (Mills, 1989 ; Hoar,1988). (figure 4)

La phase la plus délicate du cycle marin correspond aux premiers mois qui suivent le
passage en mer. La survie des smolts, ainsi que la croissance future de 1’adulte, sont
largement déterminés par la quantité de nourriture disponible pendant les premiers mois en
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mer. Ainsi, dés que leur taille le leur permet, a partir de 25 cm de longueur, ils deviennent
piscivores. Selon Hoar, les poissons étant des animaux a sang froid, on peut s’attendre a ce
que les conditions climatiques aient un effet important sur le taux de leur métabolisme. Par
conséquent, la température de I’océan peut avoir de I’influence sur le contrdle de leurs
enzymes, c’est-a-dire sur leur cadence de croissance, leur développement, leur vitesse de
nage, leur maturation, etc.

Apres 3-4 ans passés en mer, les saumons entament leur remontée vers leur riviere
natale. C’est le phénoméne de homing (cfr 4. ).

3. La smoltification
3.1. Introduction

La smoltification est définie comme un phénomeéne préprogrammé correspondant a un
ensemble de profondes modifications aux plans cytologique, morphologique, physiologique,
biochimique, hormonal et comportemental qui feront du tacon, petit poisson parfaitement
adapté a I’eau douce, un smolt préadapté a I’eau salée et capable d’avoir une croissance tres
rapide en mer. Dans nos régions, elle se termine vers le mois d’avril (Gaignon, 1987). Ce
phénoméne correspond a une expression de fonctions, jusque 1a réprimées, rendue possible
par une « maturit¢ physiologique» synchronisée par des facteurs physiques de
I’environnement, principalement la photopériode et la température (Beeuf, 1987).

La définition de 1’état de smolt varie selon les auteurs. Selon Beeuf (1993), le smolt est un
poisson sauvage qui est en migration active, juste avant d’atteindre I’estuaire de la riviere.
Pour Higgins (1985) , la définition de smolt ne peut étre appliquée qu’a partir du moment ou
le poisson a perdu toutes les marques colorées du parr, que sa robe soit totalement argentée, et
que ses nageoires s’obscurcissent. Le terme de « smolt » fut utilisé pour la premiére fois pour
le saumon atlantique S. salar (Hoar, 1988). Les jeunes tacons sont incapables de s’adapter a
’eau salée et les mortalités sont trés élevées si on pratique leur transfert direct en eau de mer.
En outre, les survivants ne grandissent pas. Le smolt « vrai », au contraire, peut quasi
instantanément s’adapter au milieu marin. Si ’on veut effectuer leur transfert en mer, pour

I’aquaculture par exemple, on ne peut le faire qu’a un moment précis dans I’année (Beeuf,
1987).

Chez le saumon atlantique, la bimodalité de croissance est bien connue depuis longtemps
(Thorpe, 1977). Ce sont les individus les plus grands qui vont smoltifier le printemps suivant,
les petits tacons appartenant au mode bas continueront leur croissance et effectueront la
transformation parr-smolt I’année suivante (figure 5). Outre I’appartenance au mode bas ou au
mode haut de la fratrie, le moment ou le tacon va smoltifier et migrer dépend également de la
région du globe. De maniére générale, ’age du smolt augmente au plus on se dirige vers le
nord (Mills, 1989). En Norvége, il n’est pas rare de trouver des smolts dgés de 4 a 8 ans. En
Europe centrale, I’age du smolt fluctue de 1 a 4 ans (Beeuf, 1994). La taille correspondante se
situe aux alentours de 12 cm (Wedemeyer ef al, 1980). En fin de smoltification, un état
physiologique précis déclenche le comportement migratoire (Boeuf, 1994).

Il existe au sein du groupe S. salar, une souche qui a tendance a perdre le processus de
smoltification. Ces saumons dits ‘landlocked’ sont contraints de rester toute leur vie en eau
douce (Nilsen et al, 2002). L’existence d’une telle souche s’explique par la fermeture des
terres résultant de la derniere glaciation. Les landlocked sont adaptés a migrer de leur riviére
natale non pas a la mer mais dans de grands lacs d’eau douce. La smoltification, qui pour ces
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saumons perd toute raison d’étre, s’atténue au cours de I’évolution. Néanmoins, aujourd’hui,
9000 ans aprés I’isolement, des restes de smoltification permettent encore une adaptation a
court terme de cette souche a I’eau de mer. Ces restes constituent une dépense énergétique
inutile qui réduit leurs capacités physiologiques et leurs aptitudes générales.

3.1.1. Le probleme de 1’osmorégulation

Les poissons sont des animaux aquatiques au sens strict, c'est-a-dire qu’ils doivent
tirer de I’eau 1’oxygéne indispensable a leurs besoins. La quantité d’oxygene dissoute dans
I’eau est directement sous 1’influence de facteurs physiques (température, salinité, pression...)
et peut varier considérablement. Pour récupérer ce précieux oxygene, les poissons ont da
développer divers mécanismes adaptatifs. Parmi eux notons la branchie (Hugues, 1984). Cette
membrane biologique (branchie) qui est le si¢ge de flux d’eau et d’électrolytes (sels) est
soumise aux lois de I’osmose. A travers une membrane biologique, un flux d’eau s’établit en
fonction du gradient osmotique. Le milieu concentré exerce une force d’attraction pour les
molécules d’eau : cette force est la pression osmotique (mesurée en milliosmoles/l).

Si une cellule est hypertonique par rapport au milieu, elle absorbe de 1’eau, gonfle et
éclate s’il n’y a pas régulation. A I’inverse, si elle est hypotonique, elle libére de I’eau et
flétrit.

Plus de 90% de la pression osmotique du sang des poissons est fonction de la présence
d’ions : sodium et chlorure. Les autres sels sont des protéines et acides aminés libres. (Beeuf,
1987).

Le saumon se trouve en eau douce dans un environnement hypoosmotique c'est-a-dire
que son milieu intérieur (300 mosm/l) est beaucoup plus concentré en sels que le milieu
extérieur dans lequel il baigne (de 0 a 20 mosm/l). Avec un tel gradient (de 280 a 300
mosm/l), une absence de régulation provoquerait la mort immédiate par surhydratation.
(figure 6).

En eau de mer, le saumon se trouve dans un milieu hyperosmotique. La force
développée par celui-ci est de 1’ordre de 1050 mosm/l. Face a un milieu interne beaucoup
moins concentré, le mouvement d’eau aura tendance a déshydrater le poisson. (figure 7)

L’intérét de maintenir un milieu intérieur relativement constant en pression osmotique
et concentration ionique est de permettre de conserver les conditions indispensables du
fonctionnement cellulaire : les enzymes et systémes enzymatiques divers pourront fonctionner
de la méme fagon sans étre affectés par des changements de milieu.

3.2. Modifications durant la smoltification
3.2.1. Introduction

Le développement neuronal et la réorganisation des circuits neuronaux dans le cerveau
semblent constituer une étape importante durant la smoltification (Holmqvist, 1998). Ce sont
les changements au niveau de la morphologie et de la chimie des circuits neuronaux et
neuroendocrines qui dirigent les changements physiologiques et comportementaux qui
s’observeront durant la transformation parr-smolt. Les hormones thyroidiennes sont connues
pour agir sur le développement cérébral des poissons. Les facteurs environnementaux (cf.
point 3.3) ont pour rdle de synchroniser ces changements.



Figure 8. Parr de saumon atlantique (Salmo salar) (Ade, 1989)
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Figure 9. Smolt de saumon atlantique (Salmo salar) (photo B. Lambert)
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3.2.2. Modifications morphologiques

Morphologiquement, le smolt se différencie du tacon par sa robe fortement argentée,
son aspect affiné du corps, un pédoncule caudal, et I’apparition d’un liseré noir sur les
nageoires, surtout la dorsale et la caudale.(Bceuf, 1994). (Figure 8 et 9).

Si le tacon est caractérisé par la présence d’une robe claire et une série de taches
foncées sur les flancs, lors de la smoltification, il apparait un dépot de purines (guanine et
hypoxanthine) dans les couches superficielles du derme ( Hoar, 1988) qui vont masquer les
marques colorées du parr. Ce dépot, sous dépendance de I’hormone thyroidienne T4, confére
a la robe une couleur argentée caractéristique des poissons pélagiques marins (Ura ef al.,
1994 ; Beeuf ,1993). Cependant, comme 1’a démontré Gorbman ef al (1982), I’argenture n’est
pas irréversible et il est dés lors osé d’établir un lien direct avec 1’état physiologique. Un
smolt est toujours argenté mais un saumon argenté n’est pas forcément un smolt.

La guanine est un sous-produit du métabolisme de 1’azote stocké au lieu d’étre
dégradé. Le poisson fait I’économie énergétique de plusieurs oxydations enzymatiques qui
transformeraient la guanine en un produit soluble comme 1’acide allantoique en la stockant
dans ses tissus, durant cette phase particuliérement énergivore. De plus, elle servirait de
réserve a la formation de GTP (guanosine triphosphate) utile lors de la synthése protéique.

L’affinement du corps évalué par le facteur de condition (rapport du poids (gramme)
sur la longueur (cm) au cube multiplié par 100) diminue au cours de la smoltification. Celui-ci
passe de 1.25-1.40 pour un parr a 0.9-1.00 chez le smolt. La diminution de ce facteur signifie
que le poisson s’allonge plus qu’il ne prend du poids. Bien que cet indice semble fiable, il doit
étre combiné avec d’autres critéres physiologiques pour une meilleure évaluation de 1’état de
smoltification du saumon.

Cet affinement correspond a une forte utilisation des réserves lipidiques et protidiques.
Sheridan et al observa (1983) une diminution importante de la concentration en cholestérol
dans les muscles et le foie ainsi qu’une utilisation intensive de triacylglycérol durant la
smoltification. La diminution de lipide durant la smoltification résulte de I’augmentation du
taux lipolytique ainsi que de la diminution de la synthése lipidique (Beeuf, 1993). Le smolt est
caractérisé par une grande proportion d’acides gras longs polyinsaturés typiques des poissons
marins.

3.2.3. Modifications comportementales

Le comportement va étre également affecté lors de la smoltification. En eau douce, les
saumons vivent et se nourrissent sur le fond. Ils ont également un comportement territorial
trées marqué. En fin de smoltification, le comportement agressif diminue et une tendance
grégaire apparait (Mills, 1989). Une réduction importante dans la capacité de nage a
¢galement été observée (Dickhoff, 1979).

Son appétit est stimulé et il s’agite constamment. Il devient sémipélagique, ¢’est-a-dire
qu’il préfere vivre dans les eaux de profondeurs moyennes grace, notamment, au gonflement
de sa vessie natatoire. La sensibilité olfactive s’accroit. C’est 4 ce moment que va se faire
I'imprégnation olfactive de la riviere natale (imprinting). Les odeurs mémorisées lui
permettront de retrouver sa riviére d’origine et de s’y reproduire. C’est le phénoméne de
homing (Dittman et Quinn, 1996).
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3.2.4. Modifications physiologiques

Les modifications physiologiques durant la smoltification sont nombreuses et il serait
trop long de toutes les citer. Signalons néanmoins que durant la smoltification, les lipides
corporels décroissent quantitativement et que des modifications qualitatives sont également
observées (Hoar, 1988). L’activité Na'-K" ATPasique augmente, les réserves de glycogene
hépatique diminuent et la glycémie augmente (Beeuf, 1994). L’ultrastructure hépatique va
également subir des modifications durant la smoltification. L’abondance mitochondriale va
diminuer alors que la taille de celles-ci augmentera. Les hépatocytes de smolts apparaissent
plus actifs que ceux des parrs (Robertson et Bradley, 1991). Notons également d’importants
changements dans les concentrations plasmatiques en protéines, lactate et glucose (Virtanen,
1987).

D’une maniére générale, le métabolisme, évalué a partir de la consommation
d’oxygene, est activé. Le smolt a des besoins plus €levés que le tacon.

Mais les principales adaptations visent la tolérance a un environnement
hyperosmotique. Ainsi, de nombreuses modifications biochimiques et morphologiques
affectent les organes osmorégulateurs (intestins, reins, branchies). Notons, I’augmentation de
I’absorption d’eau par les intestins, ’augmentation de I’excrétion urinaire ainsi que des
modifications de nombre, de taille, de structure, de répartition et d’activité métabolique des
cellules a chlorures (ionocytes), cellules responsables de 1’osmorégulation au niveau des
branchies (Pisam et al, 1988).

A noter également que de nombreuses fonctions physiologiques comme la respiration,
la circulation, ’excrétion, I’osmorégulation et la croissance sont impliquées ou affectées
durant la transformation parr-smolt (Beeuf, 1993).

3.2.4.1. Modifications neuroendocriniennes

Tous les changements associés a la smoltification sont sous dépendance du systéme
nerveux et/ou du systéme endocrinien. Plusieurs glandes endocrines sont activées durant cette
période incluant I’hypophyse, la thyroide et les glandes interrénales. L’axe hypophyse-
thyroide semble étre le systéme endocrine le plus directement impliqué dans le contrdle de la
smoltification (Barron, 1986). Une montée subite d’hormones thyroidiennes dans le plasma se
produit au cours de la smoltification. Ceci influence divers tissus et d'autres systémes
endocrines. L’axe hypophyse-interrénale est quant a lui, impliqué dans le développement de
la capacité régulatrice hypoosmotique.

La smoltification peut donc étre associée a des changements dans les niveaux
plasmatiques de constellation d’hormones, incluant I’insuline, I’hormone de croissance (GH),
le facteur de croissance insulin-like (IGF), les hormones thyroidiennes, le cortisol, et bien

d’autres (figure 10). Sur la figure 11, on peut suivre I’influence de ces diverses hormones sur
la régulation du métabolisme hydrominéral chez les Téléostéens.

3.2.4.1.1. Les hormones pituitaires

Ce systéme de controle central joue un role primordial dans la régulation des fonctions
physiologiques qui interviennent dans la smoltification. A I’observation cytologique, il est
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clair que I’hypophyse est fortement stimulée & ce moment et 1’on sait que la smoltification est
impossible chez un animal hypophysectomisé (Nishioka et al., 1987 ; Beeuf, 1994).

L’hormone de croissance (GH)

En plus de son role essentiel dans la croissance chez tous les vertébrés, I’hormone de
croissance est trés active dans le contrdle de I’osmorégulation (Smith, 1956). Smith fut le
premier 2 démontré qu’une truite (Salmo trutta) traitée deux semaines avec de la GH
supportait mieux le transfert en eau de mer que la truite contrdle non traitée. Beeuf (1994)
montre une adaptation précoce de six mois a 1’eau de mer suite a un traitement a la GH. Il
explique cette observation par une action stimulatrice de cette hormone sur I’activité
ATPasique des microsomes de la branchie.

Les changements dans les niveaux plasmatiques de GH sont intimement liés aux
changements de photopériode (figure 12). Ainsi, une augmentation naturelle de la
photopériode entraine une augmentation des niveaux de GH (Bjornsson, 1998).

Cette augmentation de la sécrétion de GH durant la smoltification fut suggérée pour la
premiére fois en 1982 par Nishioka et al., sur base de résultats histologiques d’hypophyse.
Son taux circulant augmente au cours de la smoltification préalablement a I’entrée du smolt
en mer, passe par un maximum, et se maintient stable jusqu’au transfert en eau salée (Prunet
et al., 1989). 1l est multiplié par huit durant la migration. Chez le saumon atlantique,
I’augmentation du niveau plasmatique de GH coincide avec 1’augmentation de T3 (Prunet et
al., 1989). Cette concordance, explique Beeuf ef al.(1989), est due a une possible influence de
la GH sur la conversion T4-T3.

Plusieurs équipes ont mis en évidence I’émergence de deux pics de concentration de
GH au cours de I’année. Le premier, a la mi-avril et le second, a la mi-mai. Dans les deux cas,
ces pics coincident avec un pic de T3 plasmatique et précédent de une a deux semaines un pic
de T4 (Prunet er al., 1989) (figure 13). De plus, le second pic coincide avec I’activité
maximale de la Na'-K"ATPase branchiale. Signalons, d’autre part, qu’il existe une fluctuation
journaliére du taux plasmatique de GH (Bates, 1988) (figure 14).

Des études récentes, axées sur des post-smolt transférés en mer, ont montré que la
concentration plasmatique en hormones de croissance était influencée par la température de
I’eau de mer et par le temps d’exposition (Handeland, 2003).

La Thyroid stimulating hormone (TSH)

La TSH est une hormone qui active la glande thyroide en contrdlant la synthése des
hormones thyroidiennes. Une dégranulation des cellules delta suggére une augmentation de la
production de TSH durant la smoltification (Fontaine, 1975). Daprés Barron (1986), aucune
preuve ne démontre I’augmentation de la sécrétion de TSH durant la smoltification.

En 1994, Beeuf fait état de jeunes tacons traités a la TSH montrant une préférence
accrue pour I’eau salée. Et plus les modifications qui accompagnent la smoltification se
produisent et plus I’animal est sensible et réceptif & la TSH.

Contrairement aux mammif@res, la TSH favorise 1’augmentation de la libération de T4

de la thyroide de salmonidé sans augmenter la sécrétion de triiodothyronine (T3) (Specker et
Schreck, 1984).
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L’ Adrenocorticotrophin hormone (ACTH)

En plus de son role activateur sur la sécrétion de cortisol, I’ACTH pourrait stimuler en
partie I’activité ATPasique branchiale (Langdon et al., 1984). Les cellules productrices
d’ACTH montrent seulement de faibles modifications cytologiques indiquant une élévation de
’activité chez le smolt (Nishioka et al., 1982). Young montra en 1986 que la production de
cortisol par les interrénales se faisait en réponse a 1’adrenocorticotrophin.

La prolactine (PRL)

La prolactine est bien connue chez les poissons comme ayant un rdle fondamental
dans I’osmorégulation en eau douce. Les cellules productrices de prolactine apparaissent
histologiquement comme étant beaucoup plus actives chez le smolt que chez le parr (Nishioka
et al., 1982). Agustsson et son équipe (2003) suggere que la PRL est trés importante en eau
douce car elle contrecarrerait les effets hypoosmorégulateurs de la GH et du cortisol,
permettant au poisson de maintenir un équilibre osmotique durant le processus de
smoltification. Chez le saumon atlantique ainsi que chez le saumon coho, la valeur maximale
d’activité ATPasique branchiale s’observe quand le niveau de PRL est le plus bas (cfr figure
10). Le cortisol semblerait étre un important régulateur des cellules a prolactine.

Le taux plasmatique de PRL diminue a partir du mois de mars et reste bas jusqu’en
juin-juillet (Prunet ef al., 1989). (figure 15). Au contact de I’eau salée, le taux plasmatique
chute fortement. Cette chute permet ’augmentation de I’activité ATPasique. Au contraire,
leur transfert en eau douce provoque 1’augmentation plasmatique de PRL. La prolactine agit
également pour réduire la perméabilité branchiale & ’eau (Hoar, 1988).

3.2.4.1.2. Les hormones thyroidiennes

L’implication de la thyroide dans la smoltification fut suggérée pour la premiére fois
par Hoar en 1939. Celui-ci a remarqué histologiquement une augmentation de ’activité des
tissus thyroidiens de saumon atlantique au moment de la smoltification. Le systéme
glandulaire thyroidien fonctionne comme chez I’homme avec la formation de thyréoglobuline
qui donne naissance a deux hormones iodées grace a 1’action de la TSH : la triiodothyronine
ou T3 et la thyroxine ou T4. La thyroide libére essentiellement de la T4 dans le sang et celle-
ci apparait comme une pro-hormone inactive qui sera désiodée au niveau périphérique en T3,
considérée comme la molécule active pour les récepteurs (Beeuf, 1994).

Beaucoup d’expériences ont été menées sur le role possible des hormones
thyroidiennes dans I’acquisition d’une tolérance a I’eau de mer. Il en est ressorti que les

hormones thyroidiennes ne permettaient pas une telle adaptation (Beeuf et al., 1989 ; Folmar
et Dickhoff, 1980).

Durant la smoltification, la taille des cellules thyroidiennes augmente et plusieurs
changements ultrastructuraux se produisent. Notons I’élaboration du systéme de golgi et du
réticulum endoplasmique ainsi que I’augmentation du nombre de vésicules sécrétrices. Ceci

confirme une augmentation de Dactivité sécrétrice thyroidienne durant la smoltification
(Nishioka et al., 1982).
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Figure 17. Relation entre le taux de thyroxine plasmatique et le
phénomene de I’imprinting (Dittman et Quinn, 1996)
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La thyroxine (T4)

Les niveaux plasmatiques de thyroxine sont fortement influencés par des stimuli
environnementaux tels que la photopériode, le débit (Hoar, 1988) mais également le cycle
lunaire (Grau et al., 1982).

Dans les changements plasmatiques liés a la thyroide, le pic de thyroxine se produisant
en fin de smoltification, généralement 2 a 3 semaines avant le pic ATPasique, semble étre le
plus important (Prunet et al., 1989) (cfr fig. 10). La T3 reste pour sa part relativement stable
durant la période de migration. Bien que ce pic de thyroxine se produise durant une période de
haute activité ATPasique branchiale (fig 16), Beeuf (1987) ne trouva pas de coincidence avec
le maximum d’adaptabilité a I’eau de mer.

Aujourd’hui, on peut affirmer que la variation de ces deux parametres physiologiques
ne signifie pas la méme chose : I’activité ATPasique est un indicateur de la capacité a
osmoréguler en mer alors que les hormones thyroidiennes seraient plus impliquées dans le
déclenchement de la migration (Bceuf, 1994). Ainsi, chez le saumon, les niveaux de T4
plasmatique passent d’une valeur de 17 ng/ml a 90 ng/ml durant la période migratoire. Il
existe une relation entre la réduction de I’agressivité territoriale intraspécifique et le pic de T4
en fin de smoltification.

Outre son réle dans la migration, la thyroxine semble avoir également une action sur
I’activité¢ générale, sur la croissance, 1’argenture, I’apparition de nouvelles formes
d’hémoglobines, la mobilisation des lipides (Folmar et Dickhoff, 1980) et bien d’autres voies
métaboliques. Cette hormone aurait aussi un effet sur I’'imprégnation des caractéristiques
olfactives dans le cadre du phénomeéne de homing (Dittman et Quinn, 1996). (fig 17).

Une étude treés récente a montré que 1’administration de thyroxine au début de la
transformation parr-smolt, influengait les taux plasmatiques de mélatonine, hormone produite
par I’organe pinéal contrdlant les mécanismes d’adaptation rythmique aux cycles saisonniers
(Kulczykowska, 2003).

3.2.4.1.3. Les hormones interrénaliennes

A T’observation histologique, comme pour la thyroide, de profondes modifications
apparaissent dans cette glande durant la smoltification (Fontaine et al., 1957 ; Specker, 1982).
Chez beaucoup de téléostéens, un traitement in vivo au cortisol stimule les pompes ioniques
des branchies, intestins, reins et vessie. La glande interrénale est I’équivalent des capsules
surrénales des mammiferes et produit surtout du cortisol sous ’action de I’ACTH. Le controle
endocrinien de la production de cortisol est fort complexe. Comme le montre la figure 18, de
nombreux facteurs hormonaux interviennent. Young montra en 1988, qu’un traitement a la
GH pouvait sensibiliser davantage I’interrénale 2 I’ACTH et donc a produire du cortisol.

Le cortisol

Depuis longtemps, le cortisol est connu pour étre I’hormone d’adaptation a ’eau de
mer (Barron, 1986). Une forte augmentation de cortisol circulant se produit en fin de
smoltification chez les salmonidés, aprés le pic de thyroxine, concomitant du maximum de
Iactivité¢ ATPasique branchial (Specker, 1982)(fig 19). Un traitement au cortisol agit comme
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stimulateur de I’activité ATPasique branchiale et de I’activité des cellules a chlorure (Madsen,
1990). D’autre part, il a été montré que la réponse a un traitement au cortisol variait beaucoup
selon les souches (Singer, 2003).

Récemment, on a montré qu’il existait une forte synergie entre le cortisol et la GH. En
effet, ces deux hormones agissent notamment pour augmenter 1’abondance du cotransporteur
branchial Na'-K'-2Cl" durant la smoltification (Pelis et McCormick, 2001). Une
représentation résumée de 1’action de la GH et du cortisol est présentée figure 20. La GH n’est
pas le seul compagnon synergétique du cortisol. En effet, cette hormone agit également en
synergie avec I’ACTH, la TSH, la T3 et la GH dans la réquisition énergétique dont a besoin le
smolt vrai (Boeuf, 1994).

3.2.4.1.4. D’autres systémes endocrines

L’adrénaline et la noradrénaline, catécholamines synthétisées par le tissu chromaffine,
augmentent en fin de smoltification et stimulent I’interrénale.

L’urophyse, élaborant des urotensines des smolts, présente des signes histologiques
nets d’hyperactivité (Beeuf, 1994).

L’insuline synthétisée par le pancréas endocrine est une hormone anabolique
essentielle chez les salmonidés. Au début de la smoltification, elle joue un role dans la
modification de ’activité métabolique (Plisetskaya et al., 1988). Elle atteint un maximum fin
février et puis retourne a son niveau le plus bas plusieurs semaines avant que les poissons
n’aient atteint I’apparence de smolt.

3.2.4.2. Les cellules a mucus et protéines

L’épiderme des poissons contient beaucoup de cellules @ mucus. Ce mucus, interface
entre les poissons et leur environnement aquatique, est composé de diverses sécrétions
biochimiques. Celles-ci sont impliquées dans la respiration, la résistance aux maladies et
I’osmorégulation (Sheperd, 1994). La concentration en protéine soluble montre une
augmentation tout au long de la smoltification (Fagan, 2003).

Au début de la smoltification, I’épiderme va perdre plus de 50% de ces cellules a
mucus passant en moyenne de 660 cellules/mm? & 275 cellules/mm? d’épiderme en fin de
smoltification (O’Byrne-Ring, 2003).

3.2.4.3. Modifications des organes osmorégulateurs

3.2.4.3.1. La branchie

La branchie est I’organe fondamental de la régulation du métabolisme hydrominéral.
En mer, elle prend le relais du rein pour rejeter dans le milieu extérieur les ions monovalents
(Beeuf, 1987).

Lors de la smoltification, cet organe évolue tant sur le plan morphologique que
physiologique. Chez les téléostéens dont fait partie le saumon atlantique, il y a quatre paires
d’arcs branchiaux. Chaque arc comporte un squelette cartilagineux interne et des septa
externes logeant des fibres nerveuses et des vaisseaux sanguins. Le squelette cartilagineux
soutient ainsi deux lamelles primaires ou filaments primaires secondaires disposés en V qui
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elles-mémes donnent naissance de fagon perpendiculaire a des rangées de lamelles
secondaires ou filaments secondaires.

C’est au niveau de 1’épithélium branchial et de la membrane operculaire que se
trouvent majoritairement les mécanismes d’osmorégulation des poissons (Devos, 1998), et
plus particuliérement au niveau des cellules a chlorure ou ionocytes. De nombreux travaux
ont montré que ces cellules effectuaient un travail actif d’excrétion ou d’absorption
d’électrolytes, contre le gradient électrochimique, grice a la présence de
molécules « transporteuses » : les ATPase. Au cours de la smoltification, le nombre ainsi que
I’activité intrinséque de ces cellules augmentent fortement (Threadgold et Houston, 1961).

Au point de vue enzymatique, la branchie des téléostéens présente d’importantes
modifications selon que le poisson est en eau douce ou en eau de mer. Le systéme
enzymatique le plus intéressant est la Na'-K" ATPase. C’est en 1970 que Zaugg et McLain
mirent en évidence pour la premiére fois I’augmentation d’activité de ce systéme au cours de
la smoltification. Chez le saumon atlantique, I’activation se produit en fin d’hiver et début de
printemps chez des animaux agés de douze a quinze mois (Beeuf, 1987). Un pic est a noter
durant la migration.

Absorption transépithéliale de chlorure

Traditionnellement, le mécanisme d’absorption branchiale des ions CI est li¢ a un
échangeur CI7HCO3™ (et/ou OH’) (Krogh, 1938). Plusieurs hypotheses sont avancées pour
expliquer le processus moléculaire de 1’absorption. La premiére hypothese est basée sur la
présence d’un transporteur actif dans la membrane apicale des cellules a chlorures (de Renzis
et Bornancin, 1984). En effet la conjonction d’une concentration plasmatique en ions CI” de
loin supérieure a la concentration en CI” présent en eau douce et une différence négative du
potentiel transépithélial nécessiteraient 1’apport d’énergie pour transloquer les ions Cl- vers
I’espace intracellulaire branchial. De plus, Iutilisation de thiocyanate, inhibiteur d’ATPases
anioniques, inhibe 1’échange CI/HCO3" chez Carassius auratus L. (de Reniz, 1975). Une
deuxiéme hypothése est la présence dans la membrane apicale des ionocytes d’un échangeur
électroneutre CI7HCO3" (Perry et Randall, 1981). Le concept d’un échangeur CI/HCO3" est
toutefois basé sur des études indirectes. Par exemple, 1’addition a 1’eau d’un inhibiteur
d’échangeur anionique comme [’acide 4-acetamino-4’-isothiocyanatostilbene-2-2’-
disulphonic (SITS) réduit le taux d’absorption de CI° chez la truite arc-en-ciel tout en
augmentant la rétention d’HCO3" ce qui entraine un alcalose (Perry et Randall, 1981). On a pu
¢galement démontrer la relation spécifique entre la surface fractionnaire c’est-a-dire
I’estimation de la surface apicale des cellules a chlorure (um?) observée en microscopie
électronique a balayage par rapport a la surface de I’épithélium primaire (mm?) et le taux
d’absorption des ions CI” chez différentes espeéces de poissons d’eau douce (Perry et al,
1992). Des expériences visant a induire artificiellement 1’augmentation de la surface des
cellules a chlorure montrent une relation étroite entre cette augmentation de I’influx tant de
CI' que de Na'. Ce type d’expérience indique également que les ionocytes sont un site
important dans I’absorption de CI” et de Na" chez les poissons vivant en eau douce (Laurent et
Perry, 1990). Enfin Sullivan et son équipe (1996), utilisant une méthode d’hybridation in situ,
ont pu démontrer la présence d’ARNm codant pour les échangeurs CI/HCO3™ dans les
branchies de la truite arc-en-ciel. Le signal d’hybridation se localiserait principalement au
niveau des espaces interlamellaires, zones ou les cellules a chlorure sont plus abondantes.
Cependant, on ne sait toujours pas comment cet échangeur pourrait transloquer les ions CI’
contre leur gradient électrochimique. Le passage des CI” de la cellule a chlorure vers le
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compartiment sanguin a travers la membrane basolatérale ne semble pas non plus €lucidé. On
suspecte la présence de canaux a CI" comme dans la membrane basolatérale des cellules de la
vessie de certains téléostéens (Chang et Loretz, 1991).

Absorption transépithéliale de sodium

Le modéle classique pour I’absorption du sodium en provenance du milieu
dulgaquicole est basé depuis de nombreuses années sur la présence d’un échangeur Na'/H"
(NH4"). Ainsi I’addition a I’eau d’amiloride, inhibiteur spécifique du transport sodique, réduit
fortement la prise de sodium par I’épithélium branchial de la truite arc-en-ciel (Wright et
Wood, 1985 ; Perry et Randall, 1981). Il apparait toutefois que dans le cas des poissons en eau
douce une translocation active soit nécessaire. Les concentrations plasmatiques en sodium
sont de loin supérieures aux concentrations mesurées en eau douce (Lin et Randall, 1995).
Suite a ces résultats, Avella et Bornancin (1989) ont proposé que I’absorption de sodium soit
réalisée par des canaux sodiques couplés indirectement a un transport électrogénique sortant
de protons H' comme on peut le trouver au niveau de la peau de la grenouille. Cette proton
ATPase transloque des ions hydrogéne d’un coté a I’autre de la membrane apicale, ce qui
génére une différence de potentiel permettant un flux entrant de sodium via des canaux
sodiques présents dans cette membrane (Lin et Randall, 1995). La localisation de ces H"
ATPases est controversée, bien que certains auteurs aient pu démontrer sa présence dans la
région apicale et la membrane apicale tant des cellules a chlorure que des cellules
pavimenteuses (Perry, 1997). Il semble malgré tout que le principal site d'absorption du
sodium soit constitué par les cellules pavimenteuses (Laurent ef al., 1994; Lin ef al., 1994).
Des expériences réalisées sur le poisson-chat (Ictalurus nebulosus) montrent que, lors d'une
hypercapnie (augmentation de la pression de CO2), la surface fractionnaire des cellules a
chlorure et les flux de CI" diminuent drastiquement mais que, par contre, I'absorption et les
flux de Na" ne semblent pas touchés par la presque disparition des ionocytes de I'épithélium
primaire (Goss ef al., 1992). De plus, des microanalyses aux rayons X faite sur Salmo trutta
révelent que des changements environnementaux de la concentration en Na® influencent la
concentration intracellulaire de sodium des cellules pavimenteuses sans affecter les cellules a
chlorure (Morgan ef al., 1994). Les flux de sodium sont également sous la dépendance de la
Na'/K" ATPase.

En eau de mer, le role de la Na'/K" ATPase n'est plus a démontrer. Cette protéine est
une pompe €lectrogénique qui assure l'efflux de trois ions Na* contre I'influx de deux ions K*
par un mécanisme de phosphorylation moyennant I'hydrolyse d'un ATP. Le complexe
enzymatique est constitué de deux sous-unités polypeptidiques a et b. La sous-unité a (poids
moléculaire: 100-122 kDa) contient les domaines catalytiques et les fonctions transportrices.
La sous-unité b fortement glycosylée (poids moléculaire: + 55 kDa) stabilise la sous-unité a et
est probablement responsable de la maturation et de la translocation de I'enzyme vers la
membrane cellulaire (McCormick, 1995). La Na'/K* ATPase, localisée dans la membrane
basolatérale des cellules a chlorure, maintient une faible concentration en Na* et une forte
charge négative dans la cellule. Le gradient de sodium est ainsi utilisé pour l'entrée de CI” du
compartiment sanguin vers la cellule grace au co-transport Na'/K*/CI; par la suite, les ions
CI' quittent la cellule a chlorure par des canaux a chlorure apicaux. Le sodium est quant a lui
transporté vers le milieu extérieur via l'espace paracellulaire en suivant le gradient électrique
(Silva et al., 1977). Dans ce modéle, la Na"/K"ATPase génére des gradients électrochimiques
qui permettent l'excrétion des ions Na' et CI".
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Fig 21. Représentation schématique des transports ioniques au niveau de la cellule a
chlorure en eau de mer (A) et en eau douce (B) (Karnaky, 1998).

En eau douce, le rdle de la Na'/K" ATPase semble plus difficile a discerner, ce role
doit cependant étre a I'inverse de ce qui se passe en eau de mer en relation avec l'absorption
d'ions monovalents. Si on tient compte de la présence probable des échangeurs CI/HCO3" et
Na'/H', ainsi que de la présence de canaux a sodium couplés indirectement avec des H
ATPases apicales au niveau de la cellule a chlorure, la Na'/K" ATPase transporterait l'excés
intracellulaire de sodium vers le compartiment sanguin fournissant un gradient
électrochimique pour le transport apical du sodium et le transport basolatéral des chlorures. A
contrario, cette hypothése tient difficilement si on postule que ce sont les cellules
pavimenteuses qui sont le principal site de l'absorption transépithéliale de Na', ces cellules
présentant une faible activité Na'/K* ATPasique. On peut cependant signaler que, si le
transport spécifique du sodium par chaque cellule pavimenteuse est faible, la capacité totale
de transport du sodium par ces cellules est grande en tenant compte de leur abondance (Perry,
1997). On peut ajouter également que I'on n'observe aucune augmentation de l'activité de la
Na'/K" ATPase chez le saumon atlantique placé dans une eau pauvre en ions (McCormick,
1995) alors que Perry et Laurent (1989) ont montré que les flux de Na* et de CI” ainsi que la
surface fractionnaire des ionocytes de la truite arc-en-ciel placée dans des conditions
similaires étaient fortement augmentés. La relation entre la Na'/K* ATPase et la régulation
ionique en eau douce nécessitent donc des éclaircissements. Cette enzyme joue en tout cas un
role crucial pour les poissons qui migrent d'un environnement hypoosmotique & un milieu
hyperosmotique. Chez le saumon atlantique, I'activité de la Na'/K* ATPase augmente de 2 a 5
fois pendant la smoltification par rapport a un tacon (Figure 22) et est en corrélation avec le
niveau de smoltification (Wedemeyer, 1980). Cette haute activité est 2 mettre en relation avec
l'augmentation de surface du systéme tubulaire et surtout avec la capacité du smolt a s'adapter
au milieu salé (Pisam et al. 1988).
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Fig 23 . Evolution de I’activité de la Na'/K" ATPase lors de la smoltification du saumon
atlantique (Prunet et al., 1987).

3.2.4.3.2. Lerein

Peu d’études ont été réalisées sur les fonctions du rein durant la smoltification.
Néanmoins, en eau douce, le poisson téléostéen émet une urine abondante (de 0.34 4 1 ml par
heure pour 100 g de poids vif chez la truite arc-en-ciel) et diluée (5 a 12 millimoles de
chlorures) alors qu’en eau de mer la quantité rejetée est faible (0.034 ml par heure pour 100g
chez la truite) et relativement concentrée (200 millimoles de chlorures). Le poisson émet
difficilement une urine beaucoup plus concentrée que celle du milieu intérieur et ¢’est pour
cette raison que la branchie assure essentiellement la fonction d’excrétion active des ions en
eau de mer.

De véritables modifications anatomiques et fonctionnelles se produisent dans le rein
du smolt. Le nombre de glomérules rénaux diminue fortement, le taux de filtration
glomérulaire baisse et I’excrétion rénale est plus faible (Beeuf, 1994). En eau douce, la
filtration glomérulaire est élevée et la réabsorption tubulaire est basse. En eau de mer, par
contre, la filtration est fortement réduite et la réabsorption est fortement accélérée (Hoar,
1988). Holmes et Stainer mirent en évidence en 1966, la réduction de presque 50% du flux
urinaire de smolts Salmo gairdneri en comparaison avec les pré- et post-smolts. Les valeurs
de pré- et post-smolts étant fort proches. Ils observerent également que le taux de filtration
glomérulaire (GFR) était 50% plus bas chez les smolts par rapport au pré- et post-smolts. Ces
résultats suggérent un changement dans le rein durant la phase de smoltification avant la
migration.

Eddy et Talbot (1985) montrérent que chez le saumon atlantique, ces mémes mesures
ne donnaient pas les mémes résultats. En effet, ils observérent une forte augmentation de la
production d’urine de maniére concomitante avec la mise en place de I’argenture. Les valeurs
pour les parrs et pré-smolts étant 50% plus basses que ceux des smolts.

3.2.4.3.3. La vessie

Chez beaucoup de téléostéens, la vessie urinaire est un organe essentiel dans
I’osmorégulation (Hirano ef al., 1973). Dans une étude sur des saumons coho (Oncorhynchus
kisutch) d’un an, adaptés a I’eau douce ou a I’eau salée, Loretz et al. (1982) ont rapporté une
réduction de 1’absorption en eau de mer. Cela suggére que ’absorption soit nécessaire chez
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les salmonidés en eau douce pour contrer les pertes d’ions, mais en eau salée la réabsorption
n’est pas nécessaire et peut méme étre nuisible. Chez les salmonidés, il semblerait que la
vessie ne joue qu’un rdle minime dans le maintien de la balance ionique.

3.2.4.2.4. L’intestin

Chez les salmonidés, la partie du tube digestif active dans l'osmorégulation est
l'intestin. En eau douce, le poisson ne boit pas d’eau et son intestin est quasi imperméable. En
mer, ’absorption active d’eau, de la lumiére intestinale vers le sang, se produit a partir de la
pénétration de 1’eau salée qui est ingérée en permanence par I’animal, afin de compenser la
diffusion de I’eau vers I’extérieur, principalement a travers les branchies. L’intestin permet
donc, dans un environnement hyperosmotique qu’est la mer, d’augmenter 1’absorption des
fluides (Collie et Bern, 1982). Durant la smoltification, les mouvements de 1’eau au niveau
intestinal s’établissent avant la fin de la migration. Ce mécanisme intervient aprés le pic de
thyroxine plasmatique et avant le maximum d’activité ATPasique branchiale.

Ainsi, ’augmentation de 1’absorption des fluides par I’intestin semble préadapter le
jeune saumon a la vie en mer. Ce phénomeéne se déroule simultanément avec des
modifications osmorégulatrices du rein et des branchies.

Le role de I’absorption de nutriment par I’intestin semble changer au cours de la
smoltification. Une augmentation de I’influx de proline a été enregistrée et suggére que la
demande nutritionnelle pour une forte croissance durant la smoltification est rendue possible
par une augmentation de I’efficience alimentaire (Hoar, 1988). Expérimentalement, le cortisol
et la GH augmentent ’absorption intestinale de la proline et permettent de réguler ce
processus durant la smoltification.

3.3. Influence environnementale

Si la smoltification se déclenche grace a un profond rythme interne de I’animal (sous
controle endocrine et nerveux), elle va étre synchronisée grice a divers facteurs abiotiques,
principalement la température et la photopériode (Hoar, 1976 ; Wedemeyer et al., 1980).
D’autres facteurs moins importants ont néanmoins été signalés. Parmi eux notons le cycle
lunaire (Grau ef al, 1982). La synchronisation d’un événement saisonnier avec les

changements annuels de I’environnement permet & 1’animal d’optimiser sa survie (Gwinner,
1981).

3.3.1. La photopériode

Tres tot, Hoar (1965) et Wagner (1974) ont montré que des modifications de la
photopériode au cours de I’hiver déplagaient la période de smoltification chez Oncorhynchus
mykiss. Pour Hoar (1976), la photopériode serait le facteur principal, déclenchant les
processus de la smoltification et de la migration de dévalaison en stimulant I’axe
hypothalamo-hypophysaire. Il est dés lors possible, en jouant artificiellement avec la
photopériode, de modifier le moment ou se produira la transformation parr-smolt
(McCormick et al., 1987). Ceci confirme I’hypothése de I’existence d’un rythme endogéne.

De nombreuses études ont montré qu’une illumination continue appliquée au début de
I"ontogenése et maintenue pendant toute la période de croissance paralysait les changements
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osmorégulatoires liés a la smoltification tandis qu’une augmentation de la longueur de la
journée en hiver et au printemps stimulait la transformation (McCormick et al., 1987).

Plus récemment, Bjornsson et son équipe (1995), montrérent un effet de la
photopériode sur les facteurs endocriniens comme I’hormone de croissance (GH) impliquée
dans la régulation de la transformation parr-smolt. Alors qu’une photopériode naturelle
stimule les niveaux de GH plasmatique, une luminosité continue tend a réduire ces niveaux
plasmatiques de GH.

Méme si la photopériode est un des stimuli les plus importants, il n’en est pas pour
autant irremplagable (Solbakken ef al., 1994). En effet, Solbakken ef al. a montré en accord
avec d’autres recherches que si les salmonidés étaient privés de la photopériode, d’autres
signaux de 1’environnement pouvaient prendre une plus grande importance.

3.3.2. La température

La température de I’eau permet quant a elle de moduler la réponse physiologique du
tacon a 1’augmentation de la photopériode (Hoar, 1988). Une température minimale de 10 a
12°C est nécessaire pour que Salmo salar smoltifie et une augmentation de la température
jusqu’a 15°C renforce la smoltification chez le saumon atlantique €levé en laboratoire. Il est
toutefois a signaler que la migration des smolts en milieu naturel a eu lieu bien avant que la
température n’atteigne et ne dépasse les 15°C (Wedemeyer ef al., 1980). Une température
plus élevée avance de 6 a 8 semaines le pic d’activité ATPasique (Solbakken et al., 1994).
Néanmoins, des températures supérieures a 18°C inhibent les mécanismes en agissant
directement sur 1’activité enzymatique branchiale.

En général, les températures qui augmentent a la fin de I’hiver déclenchent le
phénoméne qui atteindra son maximum environ trois a quatre semaines aprés 1I’équinoxe, puis
les températures, continuant a s’élever en fin de printemps, inhibent alors la smoltification et
les animaux régressent en parrs s’ils n’ont pas eu la possibilité de migrer vers 1I’océan (Boeuf,
1987).

Dans les régions de haute latitude, la migration va intervenir trés tard dans 1’année
(juin ou juillet), alors qu’elle peut démarrer dés février durant certains hivers cléments dans le
sud. La température prévaut alors sur la durée d’éclairement. A I’inverse, en Bretagne, dans
une plage thermique trés favorable en hiver, le poisson apparait plus synchronisé par la
photopériode (Beeuf, 1994).

4. Homing

Comme tous les salmonidés migrateurs, le saumon atlantique se caractérise par un
attachement au site originel de développement. Ce phénoméne constitue un trait de
comportement commun a de nombreux animaux, mais il apparait assez remarquable chez
cette espeéce capable de retourner frayer dans le cours d’eau originel aprés un voyage
océanique pouvant atteindre plusieurs milliers de kilométres. C’est le phénomene de homing.

Lors de la remontée vers la riviére originelle, I’odorat des salmonidés est fortement
sollicité. Ceci a été¢ démontré pour la premiére fois par les travaux fondamentaux de Wisby et
Hasler (1954). Parmi les nombreuses théories avancées pour expliquer la fagon dont les
saumons retrouvent leur chemin de retour, il en est deux principales qui ressortent et
cependant se contredisent. La premiere repose sur 1’existence de différences locales de sol et
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Figure 23. Comparaison des niveaux de récepteurs d’hormones thyroidiennes de
I”épithélium olfactif (OE), du buble olfactif (OB), du télencephalon (TC), du tectum
optique (OT) et du cerebullum (CB) chez le saumon masou (Oncorhynchus masou

masou B.) (Ueda, 1998).
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de végétation donnant a chaque riviére une odeur particuliére dont les juvéniles s’imprégnent
avant leur migration et que cette information sert de piste aux adultes pour retrouver leur
riviere natale (Hasler et al., 1978). Par contraste, I’hypothése de Nordeng, qui est celle de la
trace odorante due a la libération des phéromones, explique que la migration de retour des
saumons est déclenchée et conduite par les traces odorantes que constituent les smolts
apparentés au cours de dévalaisons. Le « home » est finalement reconnu par 1’odeur de la
population en place (Nordeng, 1977). En avangant ce genre d’hypothése, Nordeng reconnait a
la génétique une influence sur les migrations de Salmonidés. Les deux hypothéses différent
en ce sens que dans la premicre les saumons doivent apprendre a reconnaitre le bouquet de
I’odeur locale, alors que dans la deuxiéme il s’agit d’une reconnaissance innée ou acquise de
I’odeur de la parenté, dont la présence est nécessaire pour attirer les saumons de retour. De
plus récentes recherches tendent a confirmer la premiére hypothése (Foster et Schom, 1989 ;
Baras, 1992).

Cooper et son équipe a montré en 1976, en utilisant de la morpholine, que les
salmonidés s’imprégnent des caractéristiques chimiques de leur riviére lorsqu’ils sont au stade
juvénile et qu’ils retrouvent cette piste chimique lorsqu’ils reviennent au stade adulte (Cooper
et al., 1976). Cet imprinting, impliquant une période critique d’apprentissage, est irréversible
(Hess, 1973). Plus récemment, il a été proposé que le poisson s’imprégne trés tot dans son
développement, dés que son systéme nerveux sensoriel devient opérationnel (Baras, 1992).

Hasler et Scholz (1983) démontrérent que ’empreinte olfactive chez les salmonidés
¢tait fortement facilitée par une injection de TSH. De hautes concentrations plasmatiques
d’hormones thyroidiennes sont également connues pour faciliter la réponse aux stimuli visuel
et olfactif (Hara er al, 1966). Une étude récente portant sur les récepteurs d’hormones
thyroidiennes a montré qu’il existait des récepteurs spécifiques a la T3 au niveau de
Iépithélium olfactif, du télencephalon, du tectum optique et du cerebellum mais pas au niveau
du buble olfactif. La valeur maximale d’attache de la T3 4 un de ces récepteurs se trouve au
niveau de I’épithélium olfactif (Ueda, 1998) (fig 23). Cette valeur augmente durant la
smoltification. Bien que les hormones thyroidiennes soient fortement impliquées dans la
régulation de nombreuses fonctions physiologiques durant la smoltification, leurs roles au
niveau du systéme olfactif ne sont pas encore clairs. De futures analyses moléculaires et
biochimiques sur le systeme olfactif du saumon durant la smoltification doivent étre réalisées
pour clarifier le mécanisme d’empreinte chez le saumon.

Une question importante a laquelle il faut répondre est la suivante : Que savons nous
sur I’origine des odeurs de I’environnement agissant comme substances attractives vers les
rivieres natales ? Les premiers travaux de Idler ef al, (1961) impliquaient que les odeurs
organiques attiraient les poissons vers leurs riviéres natales. Bodznick (1978), lui, a été le
premier a démontrer que les saumons pouvaient reconnaitre ’origine d’une eau d’aprés ses
composants inorganiques. Il a prouvé que les alevins de Sockeye pouvaient déceler les
concentrations en ions calcium inférieures a celles des eaux naturelles en général et que leur
comportement exprimait cette différenciation. Il a donc suggéré qu’en plus des substances
attractives organiques dont 1’action est a court terme, les saumons reconnaissaient des plans

d’eau particuliers d’aprés des combinaisons de substances odorantes présentes, le calcium
¢tant I’une de ces substances.
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4.1. Facteurs affectant la remontée

Divers facteurs peuvent affecter la remontée du saumon. L’importance de chacun de
ceux-ci changeant durant la remontée du poisson. Hayes trouva, en 1953, que des vents assez
forts approchant les 32km/h poussaient les saumons a se concentrer dans 1’estuaire de la
riviere et éventuellement a la remonter. Il semblerait également que le cycle des marées
intervient lors de la remontée. Les poissons se laisseraient emporter avec la marée montante.

En 1931, Menzies (in Mills, 1989) a montré que la température de I’eau était tres
importante également pour le mouvement des poissons et que jusqu’a une température de 5.5
°C, peu de mouvement de remontée était observe. Mills et Graesser (1981, in Mills, 1989)
précisérent qu’au-dela de 11°C, tout saut d’obstacle se trouvant sur la route du retour, ne se
faisait pas. En 1973, Stewart observa que la migration de remontée des saumons était plus
fréquente lorsque la température de I’air était plus basse que la température de la riviére.

Enfin notons que la migration de remontée est sans nul doute associée a une activité
thyroidienne chez le saumon (Fontaine, 1951 ; in Mills, 1989).

5. Stress chronique et smoltification

La physiologie des poissons peut étre modifiée profondément par de nombreux
facteurs biologiques, chimiques et physiques. Lorsque ces facteurs sont susceptibles de
provoquer, au minimum, une réponse physiologique compensatoire ou stress chez le poisson,
ils sont qualifiés de stresseurs. En fonction de l'intensité et de la durée d'exposition, on peut
distinguer différents agents stressants. Les stresseurs chroniques et aigus.

Un important stresseur chronique, qui influe notamment sur la croissance, est le confinement.
En effet, il a été observé que lorsque des lots de juvéniles d'Oncorhynchus mykiss €élevés a
méme densité par unité de volume, étaient placés dans de grands volumes, ceux-ci
présentaient de meilleures croissances que les lots placés dans de plus petits volumes. Ce
phénoméne de confinement apparait également chez d'autres espéces comme le black-bass
Micropterus salmoides, le colossoma Piaractus brachypomus et le tilapia Oreochromis
niloticus. L'effet du confinement jouerait a travers des facteurs comportementaux et le stress.

Notre étude cherche a caractériser I’effet possible d’un stresseur chronique, tel le
confinement, sur le phénoméne de smoltification chez le saumon atlantique Salmo salar.
Pickering et al. (1987) a montré sur Salmo trutta, qu'un confinement de 1 mois causait une
¢lévation significative du taux plasmatique de cortisol mais supprimait les niveaux de
testosterone plasmatique et de 11- ketotestosterone chez le male sexuellement matire. Ruane
et al. (2001) montrerent que des carpes (Cyprinus carpio) soumises a un confinement de 3h
réagissaient par une rapide augmentation du taux plasmatique de cortisol. Ils ne remarqueérent
aucun effet du confinement sur le taux hématocrite mais observerent cependant une nette
réduction dans les niveaux d’hémoglobines sanguins ainsi qu’une importante hypochlorémie.

De maniere générale, la principale réponse hormonale a un stress qu’il soit aigu ou chronique,
est I’élévation de cortisol plasmatique (Balm, Lambert & Wendelaar Bonga 1989). Chez les
salmonidés, le cortisol est connu depuis longtemps comme étant 'hormone d'adaptation a
l'eau de mer. D¢s lors, une fluctuation de son taux plasmatique affectera trés certainement sa
smoltification. De plus, il a été montré (cf. point 3.2.4.1.3.) que le cortisol avait une action
synergétique avec de nombreuses hormones comme la GH, 'ACTH, la T3 et la TSH.
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Figure 2.1. Systéme en circuit fermé de la pisciculture d’Haugimont.
T= Bassin témoin (280 dm? ; 60 poissons)
C1 et C2 = Bassins de confinement (140 dm? ; 30 poissons)
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1. Matériel biologique

Les 120 saumoneaux utilisés dans cette expérience sont issus de la souche irlandaise
River Cong. Ils ont été péchés a Achouffe le 13 février par péche électrique. Nous avons pour
ce faire utilisé un martin pécheur DEKA 3000 (ddp 400 volts, 110 impulsions/s). La longueur
moyenne des poissons capturés est de 153 mm et le poids moyen de 38 g.

Les 120 tacons agés de 2 ans sont ensuite répartis dans les bassins de la pisciculture
d'Haugimont en bac témoin et bacs tests (fig. 2.1.). Le bassin témoin d'une hauteur d'eau de
28 cm accueille 60 poissons. Les deux bassins tests, d'une hauteur d'eau de 14 cm, accueillent
quant a eux 30 poissons. De cette fagon, la densité entre le bassin témoin et les bassins tests
est la méme. Seule la hauteur d'eau varie. Les volumes d’eau sont respectivement de 0.28 m?
et de 0.14 m? pour le bassin témoin et les deux bassins tests.

L’eau des bassins provient d’un petit ruisseau dont les apports sont constants. Les
poissons sont nourris tous les jours (ration maximale), matin et soir, excepté la veille des
échantillonnages. L’aliment utilisé est le : Skretting® spécial salmonidé HP 1.7. Les poissons
sont soumis a une photopériode naturelle et supposée identique dans tous les bassins. Le
premier échantillonnage (prélevement du rein, du foie, des branchies et d'un maximum de
sang (~ 500ul)) a été réalisé le 1¥ mars. Les suivants se sont ensuite espacés d'une petite
vingtaine de jours. Cinq échantillonnages ont été effectués au total, le dernier ayant eu lieu le
1 juin.

2. Calcul du facteur de condition K

Le facteur de condition est calculé par la formule suivante (Boeuf et al., 1987) :

Kz%xlo5

Ou P = Poids du poisson en g,
et Lr = Longueur a la fourche du poisson en mm.

Ce facteur donne I’idée de I’affinement du poisson.

20



Chapitre 2 : Matériel et méthodes

3. Dosage de Pactivité Na'/K™ ATPasique branchiale

3.1. Prélévement des branchies

Sur chaque poisson, seule la 2°™ paire d’arcs branchiaux est prélevée, les 2 autres
paires ayant plus fonction de respiration. Apres avoir été rincés dans du tampon SEI (150 mM
sucrose, 10 mM Na,-EDTA, 50 mM imidazole, pH 7.3), les arcs branchiaux sont directement
placés dans la glace. Ils sont ensuite stockés, au retour de 1’échantillonnage, a une température
de -80°C jusqu’a analyse.

3.2. Homogénéisation

Les arcs branchiaux dégelés sont rincés dans une solution isotonique a 4 °C composée de
NaCl (125 mM), héparine (20 U/ml, Léo, Belgique), hydroxy-2-éthyl-4-pipérazinyl-
1,2éthane-sulfonate (HEPES)/Tris-hydroxy-méthyl-amino-méthane (Tris) (20 mM, pH: 7.4),
dithiothreitol (DTT, 0,1 mM). L héparine sert a réduire la coagulation sanguine et le DTT a
éviter ’oxydation lors du traitement des branchies. Les arcs branchiaux sont ensuite séchés
sur papier buvard puis raclés avec une lame de verre de fagon a arracher au cartilage les
cellules branchiales et les cellules sanguines. La solution rougedtre gélatineuse obtenue,
diluée 5 fois dans la solution décrite ci-dessus, est homogénéisée pendant 15 secondes a I’aide
d’un piston en téflon. La solution résultante (HO) est pesée puis directement placée au froid.

3.3. Dosage de ’activité Na /K" ATPasique

Pour pouvoir déterminer rapidement l'activité de la Na'/K" ATPase, un dosage est réalisé sur
un homogénat HO. Le dosage de l'activité Na'/K" ATPasique est réalisé suivant une méthode
indirecte de dosage décrite par Nerby (1988). La méthode est basée sur la relation
proportionnelle entre l'activité de la Na'/K* ATPase et I'hydrolyse du nicotinamide-adénine-
dinucléotide (NADH) en NAD".

ATP + H,O < P; + ADP Via Na'/K" ATPase
ADP + PEP <= ATP + Pyruvate Via Pyruvate Kinase
Pyruvate + NadH + H" < Lactate + Nad" Via Lactate déshydrogénase

Les cuvettes contiennent 2 ml d'un milieu d'incubation avec ou sans ouabaine (5 mM). Le
milieu d'incubation contient du MgCl, (5 mM), EGTA (0,25 mM), Tris-HCI (25 mM, pH:
7,4), NaCl (100 mM), KCI (25 mM), phosphoénol-pyruvate (1,5 mM), NADH (0,5 mM),
ATP (5 mM) et une solution enzymatique de pyruvate kinase et de lactate déshydrogénase
(8.37 unités PK/test; 9.58 unités LDH/test). Aprés une incubation de 10 minutes a
temperature amblante la réaction est initiée par l'addition de 10 pl d'HO. L'activité de la
Na'/K" ATPase est obtenue par la différence entre l'activité en l'absence et en présence
d'ouabaine. La lecture de l'activité se réalise a 25 °C pendant 10 minutes 4 340 nm sur un

spectrophotomeétre BECKMAN (DU 640). L'activité de la Na'”/K™ ATPase est exprimée en
umol ADP/mg protéine/heure.
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3.4. Calcul de Pactivité

L’activit¢ Na'/K" ATPasique exprimée en Unité/g de tissu a partir des variations
d’absorbance est obtenue par I’expression suivante :

ADOéch*dilution*2
6.22*temps*volume HO

avec ADOéch = différence de variation d’absorbance au cours du temps de 1’échantillon
6.22 = coefficient d’absorption du NADH

3.5. Dosage des protéines

La méthode utilisée est la technique de Bradford (1976). Le calcul de la teneur en protéines de
’échantillon est réalisé par comparaison & une courbe étalon avec BSA (Bovin Serum
Albumin) (Img/ml de tampon d’homogénéisation). La liaison de la protéine avec le bleu de
Coomassie déplace 1’absorption de 465 a 595 nm. Chaque échantillon est testé deux fois. A 5
pl d’échantillon sont ajoutés 2 ml de Biorad (Bio-Rad protein assay) dilués 5 fois. Aprés deux
minutes d’incubation, la lecture d’absorbance est effetcuée sur spectrophotométre (Ultrospec
2100 pro) a une longueur d’onde de 595 nm. Le blanc de référence est constitué de 6 pl de
tampon d’homogénéisation auxquels sont ajoutés 2 ml de Biorad dilué.

4. Dosage du glycogéne hépatique

4.1. Prélévement des foies

Le foie de chaque poisson est prélevé et aprés un ringage dans du tampon SEI, il est
mis dans un eppendorf afin de permettre son stockage a -20°C jusqu’a analyse.

4.2. Homogénéisation et neutralisation

L homogénéisation des foies se réalise directement apres leur décongélation. Ils sont
pesés, dilués 6 fois dans du tampon HCIO4 (4%) puis broyés a 1’aide d’un piston en téflon.
L’homogénat est ensuite centrifugé a 10.000 g pendant 10 minutes, a 1’aide d’une
ultracentrifugeuse (Beckman L2-57B). Le surnageant résultant de cette opération est mis dans
un eppendorf et stocké a -80°C. Apres la décongélation, le surnageant est amené a pH neutre
par ajout progressif de K,CO3; (SM).

4.3. Principe et dosage

Afin de doser le glycogene hépatique, deux types de solutions vont étre préparés. Une
premiere contenant de I’amyloglucosidase (45 ml NaAc, 400 pl d’amyloglucosidase) et une
seconde contenant uniquement du tampon NaAc (60mM). Dans la premiére solution,
I’amyloglucosidase va cliver tout le glycogéne présent dans 1’échantillon en glucose, cela
nous donnera une concentration en glucose comprenant en plus du glucose intrinséque, le
glucose « néo-formé ».La seconde solution ne contenant pas d’amyloglucosidase, la valeur
reflétera uniquement le glucose intrinséque. Les deux concentrations de glucose obtenues sont
alors soustraites et ainsi nous pouvons exprimer la concentration du glycogene seul.
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Etalon glucose

solution glucose (1,6mg/10ml) | 0yl 50 pl 100 pl 250 pl
ajout d'eau distillée 500 pl 450 pl 400 pl 250 pl
ajout de Na Ac (60mM) 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
ajout d'amyloglucosidase \ \ \ \

30 min a 50°C

solution oxydante 1 mi 1ml 1 mi 1 ml

30 min d'incubation

Lecture (450 nm)

Tableau 2.1. Mode opératoire pour 1’établissement de 1’étalon glucose.

Etalon glycogéne

étalon glycog. (1,6 mg/10ml) | Ol 100 pl 250 pl
gjout d'eau distillée 500 pl 400 pl 250 pl
ajout de Na Ac (60 mM) \ \ \
ajout d'amyloglucosidase 1 ml 1 ml 1ml
30 min a 50°C

solution oxydante 1ml 1 ml 1 ml

30 min d'incubation

Lecture (450nm)

Tableau 2.2. Mode opératoire pour 1’établissement de 1’étalon glycogéne.

glucose glycogéne
Echantillons (ul) 10 10
ajout d'eau distillée (ul) | 490 490
gjout de Na Ac 1 mi \
ajout d'amylo. \ 1ml
30 min a 50°C
solution oxydante 1 ml 1ml
30 min d'incubation
Lecture (450nm)

Tableau 2.3. Etapes suivies pour le dosage du glycogéne hépatique sur nos échantillons.

Aux 10 pl d’échantillon seront ajoutés 490 ul d’eau distillée.

A ces 500 pl sera ajouté soit 1 ml d’amyloglucosidase, soit 1 ml de tampon NaAc selon le

type de solution décrit en vis-a-vis.
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Afin de calculer les concentrations des échantillons a partir des absorbances observées,
des solutions étalons de concentrations connues sont réalisées. L’étalon glucose contenant 0,
50, 100 et 250 pl d’une solution de glucose (tab. 2.1.) et I’étalon glycogeéne contenant les
mémes concentrations mais en glycogene (tab. 2.2.). Chaque solution étalon a été réalisée en
duplicat. Il en ressortira une droite d’étalonnage de laquelle on dégagera une équation
permettant le calcul des concentrations.

Le mode opératoire pour le dosage des échantillons est décrit au tableau 2.3.

Aprés une demi-heure d’incubation dans un bain d’eau a 50°C, les échantillons et les
¢talons sont laissés a refroidir jusqu’a température ambiante. Il sera ensuite ajouté 1 ml d’une
solution contenant différentes oxydases (45 ml de Na(POy), 6.08 mg de peroxidase, 5.7 mg de
glucose-oxydase, 9 mg de O-Dianisidine) permettant la coloration des échantillons. Solution a
laisser incuber 30 minutes.

Une fois ce délai écoulé, la lecture d’absorbance est réalisée au spectrophotométre
(Beckman DU 640) a une longueur d’onde de 450 nm.
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5. Dosage du cortisol plasmatique

Le sang est prélevé de I’artére caudale a I’aide d’une seringue de 1 ml héparinisée (héparine
Leo 5000 LE./U.I/ml). Aprés centrifugation a 3000 rpm pendant 15 minutes, le plasma est
récupéré a I’aide d’une pipette pasteur et stocké a -80°C en vue de I’analyse ultérieure.

5.1. Dosage du cortisol

Le dosage du cortisol a été réalisé avec un kit de dosage Spectria ['%1].

Le dosage est basé sur le principe du radio immuno assay (RIA). Un échantillon d'une
concentration inconnue d'hormone est ajouté a une solution contenant une concentration fixe
de la méme hormone marquée par un isotope radioactif dans ce cas, se sera l'iode 1231, Cette
préparation est alors incubée dans des tubes revétus d'anticorps ("coated") reconnaissant
spécifiquement le cortisol. D'autre part, la méme expérience est réalisée avec des
concentrations connues de I'hormone étudiée ce qui permettra de réaliser une courbe de
calibration.

Chaque kit contient:

e Une série de tubes coatés avec des anticorps anti-cortisol polyclonaux de lapin.

e 55 ml d’une solution de traceur contenant du cortisol ['*I], du tampon Tris
ainsi que du NaNj (< 0.1%) donnant la couleur rouge. La radioactivité est
inférieure a 250 kBq

e Des standards afin de permettre le calcul de la courbe de calibration. Ceux-ci
contiennent 0, 20, 50, 150, 500, 1000 et 2000 nmol/l dans du sérum humain
auquel est ajouté du NaNj3 et du Kathon comme conservateur.

Le calcul des concentrations se fait a 'aide de la formule donnée par la courbe de calibration
en tenant compte du taux de fixation de 'anticorps.

6. Microscopie optique des reins

Les coupes et colorations ont été effectuées dans le département d’Histologie et
d’Embryologie du Pr. M. Hérin.

6.1. Dissection du poisson et préparation de 1’échantillon en vue de la coloration

Un morceau de la partie médiane du rein est prélevé sur chaque poisson. Cette
opération est réalisée en prenant soin de ne pas couper d’autres organes qui laisseraient
s’échapper des sécrétions pouvant abimer le tissu.

1. Fixation

Apres dissection, un morceau de quelques mm d’épaisseur est immédiatement plongé
dans une solution de Bouin (acide picrique 75%, formol 20%, acide acétique glacial 5%) et
fixé pendant minimum 24 h afin de permettre un bonne pénétration. Le Bouin, fixateur
chimique, a pour réle d’empécher deux phénomenes: d’une part, 1’autolyse des tissus,
prenant place deés le prélévement, et d’autre part la putréfaction se produisant plus
tardivement. Le Bouin permet donc de garder un état le plus prés possible du vivant.
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2. Inclusion, enrobage et dégrossissage

L’étape d’inclusion a pour but d’insérer, dans I’entiereté du rein, de la paraffine. Celle-
ci étant une substance hydrophobe, son insertion ne sera possible qu’apres une déshydratation
totale du tissu. Cette opération va étre effectuée automatiquement par un appareil « Elliot
Shandon » qui va faire passer les échantillons, placés dans des cassettes en plastique, dans 4
bains successifs d’une heure et trente minutes dans le méthanol absolu. Le méthanol étant un
trés mauvais solvant de la paraffine, les échantillons devront étre ensuite immergés dans 4
bains successifs de Toluol. Enfin, il ne reste plus qu’a faire passer les échantillons dans 4
bains de paraffine liquide a 60°C.

Les échantillons sont ensuite enrobés dans de la paraffine a 58° C qui en se solidifiant
donne un petit bloc facilement manipulable et dans lequel le tissu peut étre conservé plusieurs
semaines avant d’étre coupé. Cette opération étant réalisée a 1’aide d’un histocentre2 « HVL
Shandon ».

Les échantillons sont ensuite dégrossis, par tranche de 25 pum, a l'aide d'un microtome
Leica RM 2145.

3. Coupe et étalement

Le bloc de paraffine ainsi dégrossi est ensuite plongé une nuit dans un bain de
Mollifex afin de ramollir les tissus. Enfin, une série de coupes sont réalisées 2 6 um. On
sélectionne celle qui semble la plus intégre et on 1'étale sur une lame Superfrost sur laquelle
on a préalablement posé quelques gouttes d'eau gélatineuse filtrée sur filtre de 100 pm (1/3 de
feuille de gélatine commerciale pour 200 ml d'eau a 96°C). Les lames sont ensuite posées
quelques secondes sur une plaque chauffante a 48°C pour que la coupe s'étende bien sous
l'effet de la chaleur.

6.2. Coloration

Le trichrome a froid (hémalun-phloxine-vert lumiére) s'avére étre la meilleure
coloration pour mettre en évidence les glomérules rénaux. Cette coloration met en évidence
les noyaux en bleu, le cytoplasme en rose et le tissu conjonctif en vert.

La coloration commence par le déparaffinage de l'échantillon dans deux bains
successifs de toluol. Ensuite on réhydrate le tissu avec des bains de méthanol de plus en plus
dilués. Vient aprés la coloration en tant que telle. Elle commence par le bleu Célestin, puis
I'némalun qui vont tous deux colorer le matériel nucléaire en bleu. Apres différenciation dans
I'alcool-HCl et ringage a I'eau courante, on passe les lames dans un bain de solution rouge qui
va colorer les cytoplasmes en rose. Enfin, le vert lumiére finit la coloration en mettant en
¢vidence le tissu conjonctif en vert. L'échantillon est déshydraté dans I'alcool isopropylique

absolu, puis repassé dans le toluol afin de permettre au D.P.X d'adhérer 2 la lamelle que l'on
colle a la lame.
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6.3. Analyse de la coupe histologique

Le comptage des glomérules se fait manuellement a l'aide d'un microscope Zeizz au
grossissement 40X. Une fois 1'échantillon analysé 2 fois, I'estimation de la surface est réalisé
sur du papier millimétré.

7. Caleul du SGR

Le taux spécifique de croissance a été calculé par la relation suivante (Ricker, 1979) :
SGR = (Ln W2 — Ln W1)/Temps écoulé (jours)

Ou W1 = poids moyen (g) au temps tg
to = début de I’expérience (17 février).

8. Analyse statistique

8.1. L’ANOVA simple

L'analyse de la variance a un critére de classification a pour but la comparaison des moyennes |
de nA populations, a partir d'échantillons aléatoires et indépendants prélevés dans chacune |
d'elles. ’

SCE dl CM Fobservé F table }
Total SCET N-1 dIF et dIR
factoriel SCEF na-1 SCEF/dIF CMF/CMR alpha 5%
résiduel SCER N-na SCER/dIR alpha 1%

o SCET =somme.carres.ecarts(individus de I'expérience)
o SCEF =ni * somme.carres.ecarts(moyenne des échantillons)
¢ SCER =(ni-1)*somme(toutes les variances)

Lorsque le F observé est supérieur ou égal au F des tables, il y a rejet de I'hypothése nulle HO.
Cela implique que I'on a réussi a mettre en évidence la présence d'au moins une moyenne
différente des autres.

F obs 2F tables, RHO
8.2. Test-t de Student

La réduction de Student est communément employée pour convertir une moyenne
expérimentale en une valeur t observée selon l'application du Théoréme de la limite centrale.
Le test de Student est précédé par un test d’homogénéité des variances.

La réduction d'une variable X observée en variable t observée s'effectue comme suit:

mx - Mx

\ ’ varx
n

tobservé =
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Cette valeur de t observée tient compte de la taille de I'échantillon. La valeur observée est,
ensuite comparée a une valeur seuil t. Cette valeur est obtenue pour un nombre de degré de
liberté (n-1) [avec n la taille de I'échantillon] et de telle maniére que la probabilité de lui étre
inférieure vaut (1-alpha) [intervalle de confiance]: t(n-1)dl; (1-alpha). Lorsque la valeur
observée (t observée) est plus grande que la valeur théorique (t(1-alpha)), alors H1 est
respectée et HO est rejetée c’est a dire qu’il existe une différence.
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Chapitre 3 : Résultats

3.1. Température
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Figure 3.1. Evolution de la température de I’eau au cours de I’expérience.
A = date d’échantillonnage

Nous pouvons remarquer sur la figure 3.1 que la différence observée entre le 1 et le 23 mars
est relativement importante. La température étant de 8°C le 1 mars et de 15°C le 23 mars.

Au-dela de cette date, la température diminue jusqu’au 5 avril pour ensuite ré-augmenter de
maniére plus stable.

3.2. Poids et SGR (Specific Growth Rate)

Poids :

Nous pouvons remarquer sur la figure 3.2.1. que la masse reste stable tout au long de
’expérience. Chez les témoins, le poids moyen le 1% mars est de 39.1 g (écart-type de 5.6) et
de 37.8 g (écart-type de 5.26) le 1 juin. L’évolution est quasi identique chez les confinés ou
I’on observe un poids moyen de 42.95 g (écart-type de 10.07) le 1% mars et de 39.7 g le 1¢
juin (écart-type de 9.03).

L’analyse ANOVA (0=5%) réalisée sur 1’ensemble des données témoins et confinés ne
montre aucune différence significative entre les deux conditions. La méme analyse effectuée
sur les deux bassins de confinement ne révéle, elle non plus, aucune différence significative.
Les deux conditions ont ensuite été analysées, a chaque date, par le t-test de Student (0.05) et
aucune différence significative n’a été montrée a aucune date. (Annexe 1.1)
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Masse (grammes)

1-mars

23-mars

14-avr

6-mai

%
;

1-juin

Figure 3.2.1. Evolution du poids de S. salar durant ’expérience.

SGR :

La figure 3.2.2. montre I’évolution du SGR (taux spécifique de croissance) tout au long de

I’expérience.

Le taux spécifique de croissance reste relativement stable durant la smoltification. Il passe
chez les témoins de 3.38 le 1 mars a 3.59 le 1* juin et chez les confinés de 3.48 4 3.64.

5
= 4
:
3
3
§ 7
1
°]
1mars/W1 | 23mars/W1 | 14 awil/W1 6 mai/W1 1 juin/W1
‘m Témoin 3,386 3,544 3,445 3,501 3,598
'm Confiné 3,480 3,458 3,415 3,591 3,647

|

Figure 3.2.2. Evolution du SGR durant la smoltification chez les témoins et confinés du

saumon atlantique S. salar.
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3.3. Facteur de condition

Le facteur de condition est également un indicateur de smoltification. Bien que cet indicateur
soit assez fiable, il doit étre combiné avec d’autres critéres physiologiques pour une bonne
évaluation de 1’état de smolt.

Le facteur de condition donne une indication sur I’affinement du poisson. La théorie
renseigne des valeurs de 1.25-1.40 pour un parr et de 0.9-1.00 chez le smolt.
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Figure 3.3. Evolution du facteur de condition au cours de la smoltification du saumon
atlantique S. salar.

La figure 3.3. permet d’observer que chez les témoins, le facteur de condition passe de 1.35
(écart-type de 0.17) le 1° mars a 0.94 (écart-type 0.045) le 1° juin et chez les confinés, de
1.42 (écart-type de 0.38) 4 0.96 (écart-type de 0.043).

L’ensemble des valeurs passées au crible statistique (ANOVA 5%) ne révéle aucune
différence significative entre les deux conditions. La méme analyse montre que les deux
bassins de confinement ne différent pas.

La valeur moyenne témoin de chaque date a ensuite été comparée a la valeur moyenne

confinement de la méme date, via le test-s de Student (0.05). Aucune différence significative
n’a pu €tre révélée a aucune des dates. (Annexe 1.3)
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Figure 3.4.3. Densité glomérulaire témoin observée le 1° mars chez le saumon atlantique S.
salar (Coloration trichrome, photo Leitz Diaplan 10X. B.Lambert)

Figure 3.4.4. Densité glomérulaire témoin observée le 1 juin chez le saumon atlantique S.
salar (Coloration trichrome, photo Leitz Diaplan 10X. B.Lambert)
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3.4. Densité glomérulaire ‘

Le poisson téléostéen émet en eau douce une urine abondante et diluée (taux de filtration ‘
glomérulaire trés élevé), alors qu’en eau de mer la quantité d’urine rejetée est faible et
concentrée (diminution du taux de filtration).

4.5

4

35 T T T

3 ]-
| T

2 4

Densité (GV/mn)

1,5

1 4

0,5 -
|

Témoin Confiné Témoin Confiné Témoin Confiné Témoin Confiné Témoin Confiné
[ 1-mars 23-mars 14-avr 6-mai 1-juin
* 3,008 2,079 3,032 2,63 2,983 2,288 2,523 2,826 1,84 2,194

Figure 3.4.1 Evolution de la densité glomérulaire au cours de la smoltification du saumon
‘ atlantique S. salar.

| La figure 3.4.1. montre chez les témoins une réduction significative (z-test 0.05) de la densité
| glomérulaire entre le 1° mars et le 1 juin passant d’une valeur de 3.008 GlI/mm? (écart-type
| de 0.59) a une valeur de 1.84 Gl/mm? (écart-type de 0.56). Cette différence est illustrée aux
figures 3.4.3. et 3.4.4. L’évolution observée chez les confinés est beaucoup plus stable. De
plus, nous pouvons remarquer que la valeur observée le 1 juin est supérieure mais non
significative (t-test 0.05) a la valeur observée le 1° mars. Le test ANOVA (a=5%) réalisé sur
I’ensemble des valeurs témoins et confinés ne permet pas de montrer une différence
significative entre les deux conditions, les deux bassins de confinement ne différent pas entre
eux. La condition témoin comparée, a chaque date, a la condition confinée via un #-test (0.05)
confirme 1’absence d’une différence a I’exception du 1 mars ou il a pu étre montré une
différence significative entre les deux conditions. (Annexe 1.4)

Figure 3.4.2 Glomérules rénaux du saumon atlantique S.salar (Coloration trichrome, photo
Leitz Diaplan 40X. B.Lambert).
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3.5. Cortisol

Depuis longtemps, le cortisol est connu pour étre I’hormone d’adaptation a I’eau de mer
(Barron, 1986). La littérature renseigne une augmentation importante en fin de smoltification,
concomitant du maximum de I’activité ATPasique branchiale (Specker,1982).

Cette augmentation de fin de transformation a bien été observée chez nos sujets (figure 3.5.).
La concentration plasmatique passant, chez les témoins, de 25.87 ng/ml (écart-type de 24.89)
le 1 mars a 150.91 ng/ml (écart-type de 108.04) le 1 juin et chez les confinés, de 19.03
ng/ml (écart-type de 19.35) a 118.24 ng/ml (écart-type de 64.72) le 1* juin (soit un facteur 5.8
pour les témoins et un facteur de 6.2 pour les confinés). Nous avons obtenu, tout comme pour
le glycogene, des valeurs anormales le 23 mars. Celles-ci ne sont dés lors pas rentrées dans
notre analyse statistique.
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Figure 3.5. Evolution de la concentration plasmatique en cortisol au cours de la smoltification.

De maniére générale, la concentration plasmatique chez les témoins est supérieure mais non
significative a la concentration observée chez les confinés. Cette tendance est respectée a
toutes les dates excepté le 6 mai ou nous avons calculé une concentration de 90.90 ng/ml
(Ccart-type de 60.88) chez les témoins et une concentration de 107.54 ng/ml (écart-type de
77.48) chez les confinés.

L analyse statistique (ANOVA 5%) révele qu’il n’existe pas de différence significative entre
les deux conditions. Les deux bassins de confinement ne différent pas significativement entre
eux. Enfin, le r-test de Student (0.05) utilisé pour comparer, a chaque date, les deux
conditions, ne révele aucune différence significative a aucune des date. (Annexe 1.5)
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3.6. Activité Na'/K" ATPasique

L’activité de la Na'/K* ATPase fait partie des meilleures indicateurs de smoltification.

Ce systéme enzymatique est connu pour avoir un role essentiel dans I’osmorégulation en eau
de mer. Son role en eau douce est plus difficile a cerner.

Son activité augmente au cours de la saison et le maximum est atteint chez le saumon
atlantique entre la deuxiéme semaine d’avril et la premiére de mai. Si les saumons .atlax'mques
(Salmo salar) sont conservés en eau douce apres le moment naturel de la migration, le
systéme régresse totalement. On parle d’état réversible du smolt en parr.

Sur les 100 valeurs d’activité calculées, 10 (4 des témoins et 6 des confinés) nous ont parues
étranges. Nous avons choisi de faire une deuxiéme analyse en retirant ces valeurs du lot.

Données brutes non soustraites :

Evolution de l'activité Na'/K" ATPasique
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Figure 3.6.1 Evolution de I’activité Na'/K"ATPasique au cours de la smoltification du
saumon atlantique S. salar (Données brutes).

La figure 3.6.1. montre une augmentation de I’activité au cours de la saison. Si cette
augmentation était prévisible, le moment exact du maximum 1’était moins. Ainsi nous
pouvons dire que le pic d’activité ATPasique se situe aux alentours du 6 mai. Au-dela de cette
date, I’activité chute brutalement pour revenir a des valeurs faibles similaires a celle du 1
mars.

L’évolution de I’activité pour les témoins est la suivante : L’activité moyenne du 1 mars est
de 1.14 pmol/mg prot/h (écart-type de 0.52), elle va ensuite augmenter progressivement
jusqu'a une valeur sommet le 6 mai de 10.8 umol/mg prot/h (écart-type de 6.1) et chute
ensuite a une valeur de 1.03 pmol/mg prot/h (écart-type de 0.64) le 1 juin.

L’évolution de I’activité pour les confinés différe. Le 1 mars, I’activité moyenne est de 0.9
pumol/mg prot/h (écart-type de 0.50), elle augmente ensuite fortement par rapport aux témoins
pour atteindre un sommet, temporellement identique aux témoins, le 6 mai. L’ activité y est, en
effet, de 25.62 umol/mg prot/h (écart-type de 15.96). L’activité chute ensuite a une valeur de
1.35 pmol/mg prot/h (écart-type de 0.42).
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L’ANOVA (a=5%) simple montre une différence significative entre l’enserpble des valeurs
témoins et ’ensemble des valeurs confinés. Elle confirme de plus qu’il n’y a aucune
différence entre les deux bassins de confinement. (Annexe 1.6)

Données soustraites :

Données soustraites
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Figure 3.6.2. Evolution de I’activité Na'/K"ATPasique au cours de la smoltification du
saumon atlantique S. salar (Données soustraites).

Lorsqu’on supprime du lot les dix valeurs étranges (fig 3.6.2.), la différence entre les deux
conditions n’apparait, et de maniére marquée, qu’au-dela du 14 avril. Le pic du 6 mai atteint
ainsi une valeur de 31.3 umol/mg prot/h (écart-type 13.5) chez les confinés alors que chez les
témoins, le maximum est de 9.08 pmol/mg prot/h (écart-type de 2.95).

La forme générale du graphe est conservée. Seule une réduction de la différence entre bassins
témoin et confinement est a remarquer, a I’exception du 6 mai.

La comparaison des deux conditions, traitée par le t-test de Student (0.05), ne montre aucune
différence significative a aucune date, et ce, pour les données brutes et soustraites.

3.7. Glycogéne hépatique

Au cours de la smoltification, les réserves de glycogeéne hépatique diminuent et le glucose
augmente.

Les données du 23 mars nous paraissent étranges. La concentration de glucose (12.4 mg/g
tissu) est en effet supérieure a celle du glycogene (6.88 mg/g tissu). Ceci n’ayant aucun sens
physiologique, nous avons donc choisi de ne pas tenir compte des valeurs de cette date dans
les analyses.

34




Chapitre 3 : Résultats

Evolution du rapport Glucose/Glycogéne hépatique

Témoins :

Au début de I’expérience, le glycogene est supérieur au glucose et puis doucement, la
tendance s’inverse pour avoir, en fin de smoltification (6 mai), une valeur de glucose (17.50
mg/g tissu) supérieure a celle de glycogéne (13.07 mg/g tissu). Nous observons le 1 juin que
la valeur de glucose est revenue presque au méme niveau que le glycogéne. (fig 3.7.1.)
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Figure 3.7.1 Evolution du rapport Glucose/Glycogéne hépatique au cours de la smoltification
chez les témoins de saumon atlantique S.salar.
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Figure 3.7.2 Evolution du rapport Glucose/Glycogéne hépatique au cours de la smoltification
chez les confinés de saumon atlantique S.salar.

En début d’expérience, la concentration en glycogéne est supérieure a celle de glucose comme
chez les témoins. A partir du 14 avril, la tendance s’inverse pour avoir en fin de smoltification
(6 mai), une valeur de glucose (23.05 mg/g tissu) supérieure a celle de glycogéne (16.08 mg/g
tissu). Le 1% juin, contrairement aux témoins, la valeur de glycogene a repris le dessus. (fig.
3.72.)
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Evolution de la concentration en glycogeéne et en glucose

Nous observons sur la figure 3.7.3. que la diminution du glycogéne attendue n’a lieu, et ce
pour les deux conditions, qu’a partir du 14 avril. Si, chez les témoins, les réserves continuent
de décroitre au-dela du 6 mai, il n’en est rien chez les confinés ou au contraire nous observons
un légere augmentation. Un échantillonnage plus tardif nous aurait permis d’infirmer ou de
confirmer cette tendance observée. La figure 3.7.4. présente 1’évolution du glucose hépatique

au cours de la smoltification chez le saumon atlantique (S. salar).

Le test ANOVA (0=5%) réalis€ sur I’ensemble des données a révélé une différence
significative entre les deux conditions. Aucune différence significative n’a pu étre montrée,

par ce méme test, entre les deux bassins de confinement.

Le test-f de Student (0.05) destiné a comparer, a chaque date, la moyenne des deux conditions

n’a quant a lui révélé aucune différence significative. (Annexe 1.7)

Evolution du glycogéne hépatique

35 —e— Témoin

\
l
30 —=— Confinement|

r——— T

Glycogéne hépatique (mg/g tissu)
- N
O O
=¥
\
\
\
\

™

Figure 3.7.3. Evolution de la concentration en glycogéne hépatique au cours de la
smoltification du saumon atlantique S. salar.
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Figure 3.7.4. Evolution de la concentration en glucose hépatique au cours de la
smoltification chez le saumon atlantique S. salar.
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Chapitre 4 : Discussion

La problématique de ce mémoire est de mettre en évidence I’effet d’un stresseur chronique
sur le phénomeéne de smoltification chez le saumon atlantique (Salmo salar), souche irlandaise
River Cong, via différents indicateurs :

Endocrinien : dosage du taux plasmatique de cortisol,
Physiologiques : dosage de I’activité Na'/K"ATPasique et suivi de la concentration en
glycogéne hépatique,
e Histologique : suivi de la densité glomérulaire,
Morphologique : calcul du facteur de condition.

Nous avions également pour objectif de caractériser au mieux la smoltification de la souche
étudiée (R.Cong).

Il est important de rappeler a ce stade, qu’il existe deux modes de croissance au sein d’une
fratrie. Les poissons appartenant au mode haut, développant les adaptations nécessaires a la
vie en mer, et ceux du mode bas ne développant pas ces adaptations. Le traitement des
données de longueur a permis de montrer que I’ensemble des poissons appartenait au méme
mode de croissance. Dans le cas contraire, I’interprétation des résultats aurait été plus
complexe. En effet, Beeuf ef al. (1987), a notamment montré que chez Salmo salar il existait
une excellente corrélation entre le mode de croissance et I’activité Na'/K™ ATPasique. Les
valeurs d’activité étant 5 a 6 fois plus faibles chez les individus appartenant au mode bas.

Presque la totalité¢ des températures de I’eau mesurées (figure 3.1.) se trouve entre 10°C et
15°C. Plusieurs études cherchant a comprendre I’effet de la température sur la smoltification
ont montré que 10°C est la température minimale pour que la smoltification puisse se
développer et qu’a partir de 15°C, le phénoméne de smoltification est renforcé. Nous avons
observé fin mars des températures fort élevées avec un maximum de 16°C le 21 mars. L effet
probable de cette augmentation de température sera discuté ci dessous.

Cortisol

Le cortisol est I’hormone par excellence de 1’adaptation en eau de mer. Son taux plasmatique
augmente de maniere importante au cours de la smoltification. De plus, cette hormone est

essentielle dans la réponse a un stress qu’il soit aigu ou chronique. Il nous a donc semblé trés
intéressant de la suivre dans cette étude.

Nous avons observé une augmentation significative du taux plasmatique du cortisol au cours
de la smoltification avec un maximum le 1 juin et légérement décalé par rapport a celui de la
Na'/K"ATPase. Celle-ci ayant un maximum d’activité le 6 mai. Cette comparaison du taux
plasmatique en cortisol avec I’activité Na'/K" ATPasique est d’autant plus intéressante que
les récepteurs au cortisol sont majoritairement localisés au niveau des cellules branchiales
(Uchida, 1998). Une étude cherchant a comprendre I’effet du cortisol sur les cellules
branchiales de Salmo gairdneri (Laurent, 1990) montra que le principal effet de cette
hormone consistait en la prolifération des ionocytes branchiaux.
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Nous avons obtenu, le 23 mars, des concentrations plasmatiques en cortisol anormalement
élevées chez les témoins. Le profil de température nous révéle qu’a cette méme date une
augmentation importante de la température s’est produite. Cependant, les valeurs calculées
chez les confinés a cette méme date étant relativement « normales », nous ne pensons pas
qu’il puisse y avoir une relation directe. Le facteur provoquant cette concentration tres élevée
nous reste inconnu.

D’une maniére générale, tout au long de I’expérience, les concentrations plasmatiques
calculées chez les témoins sont légérement, mais non significativement, inférieures a celle
observées chez les confinés. Ces valeurs sont surprenantes étant donné que la condition de
confinement est supposée plus stressante que la condition témoin. Néanmoins, nous observons
le 6 mai, au moment du pic ATPasique, une concentration plasmatique chez les confinés
(107.54 ng/ml) supérieure a celle observée chez les témoins (90.90 ng/ml).

Activité Na' /K" ATPasique

Parmi I’ensemble des indicateurs qui ont été suivis dans cette étude, I’activité de la Na'/K*
ATPase constitue le plus fiable. Ce critére physiologique représente en effet, au travers de sa
grande valeur d’indicateur de I’acquisition de ’euryhalinité, un indice intéressant de I’état de
smolt. On peut également relier le niveau enzymatique initial, d’une part aux capacités
d’osmorégulation a court terme aprés le transfert en eau de mer, d’autre part avec la survie et
surtout la croissance en eau salée a long terme.

En eau douce, le role de ce systéme enzymatique est difficile a discerner. Ce role doit
cependant étre, a I’inverse de ce qui se passe en eau de mer, en relation avec 1’absorption
d’ions monovalents. En eau de mer, par contre, le role de la Na'/K" ATPase n’est plus a
démontrer. Elle génére des gradients électrochimiques permettant ’excrétion des ions Na' et
CI'. Au cours de la smoltification, il est donc logique d’observer une augmentation de son
activité.

Effectivement, nous avons observé chez nos sujets une augmentation significative de
lactivité a partir du 1° mars. Le maximum de son activité a été observé le 6 mai avec une
valeur d’activité¢ de 9.06 pmol ADP/mg prot/h (écart-type de 2.95) chez les témoins et de
31.29 pmol ADP/mg prot/h (écart-type de 13.51) chez les confinés.

L’analyse statistique (ANOVA o = 5%) a révélé une différence significative entre les deux
conditions étudiées. Le test-f de Student (0.05) ne montre quant a lui aucune différence
significative a aucune des dates. Néanmoins, il est intéressant de remarquer sur la figure
3.6.2. que les valeurs du confinement sont toujours légérement supérieures aux valeurs
témoins. Le 6 mai, par contre, la différence se marque beaucoup plus entre les deux
conditions. C’est également a cette date que la concentration plasmatique en cortisol est plus
importante chez les confinés. Notons que I’analyse des résultats a été effectuée pour
I’ensemble des données soustraites de 10 valeurs anormales par rapport aux autres. Dans ces
dix valeurs, deux correspondent a des poissons chez qui nous avons décelé une maladie. Un
poisson en confinement au 1° mars atteint d’une hydropisie et un poisson témoin du 6 mai
chez qui nous avons observé une mycose.
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En 1984, Langdon ef al. montra sur Salmo salar qu’un traitement au cortisol provoquait une
augmentation significative de I’activité Na"/K'ATPasique. Des résultats semblables furent
également obtenus sur Salmo trutta trutta (Madsen, 1990).

Cependant, un confinement beaucoup plus important engendrant des concentrations en
cortisol significativement différentes entre les deux conditions nous auraient sans doute
permis de mieux distinguer I’effet réel d’un confinement sur cette activité.

Selon nos données d’activité ATPasique, la souche irlandaise R.Cong serait une souche
tardive. La migration hypothétique se situant vers la date du 6 mai. Le dosage de la thyroxine
(T4), hormone thyroidienne impliquée dans le déclenchement de la migration, nous aurait
permis d’infirmer ou de confirmer cette hypothése. Le pic de thyroxine étant simultané au pic
ATPasique.

11 serait également intéressant de mettre en relation cette activité ATPasique tardive avec la
performance de la souche c'est-a-dire son taux de retour. En effet, la chute rapide d’activité

observée au-dela du 6 mai laisserait peu de temps au saumon pour arriver en mer.

Glycogéne hépatique

Au cours de la smoltification, les réserves de glycogéne hépatique diminuent et le glucose
augmente. La diminution de la concentration en glycogéne au niveau du foie durant cette
période est a mettre en relation avec le pic d’adrénaline. Cette hormone agissant par
augmentation du taux d’AMPc et activation de la phosphorylase sur la glycogénolyse
(hydrolyse du glycogéne en glucose dans le foie).

Chez nos sujets, nous avons effectivement observé une chute du glycogeéne au cours du temps.
Il semblerait néanmoins que cette chute ne commence qu’a partir du 14 avril. Avant cette
date, le glycogéne est stable chez les témoins et en augmentation chez les confinés.

L’analyse statistique nous révéle une différence significative (ANOVA 0.05) entre les deux
conditions étudiées. Le test de Student (0.05) ne révéle quant a lui aucune différence
significative. De maniére générale, les concentrations en glycogéne sont plus importantes
chez les confinés. Le dosage de 1’adrénaline nous aurait sans doute permis d’expliquer cette
différence observée.

A la date du 6 mai, la concentration en glucose est plus importante chez les confinés. Or, il est
connu qu’en condition de stress, le cortisol secrété par [I’interrénal provoque la
néoglucogenese au niveau du foie. Les données de glucose coincidant avec celles du cortisol,
il semblerait qu’un parallele entre les deux indicateurs soit possible. Néanmoins, un autre
phénomene peut expliquer I’augmentation de glucose au niveau du foie. L.’adrénaline peut, en
effet, par augmentation des AMPc et des phosphorylases activer la glycogénolyse. Dés lors, il
serait osé¢ de conclure que la concentration en glucose observée le 23 mars soit directement
liée a la concentration en cortisol calculée a cette méme date.

Nous avons décidé de ne pas tenir compte dans notre analyse des données du 23 mars. En
effet, la concentration témoin moyenne en glucose est supérieure a celle de glycogeéne. Nous

remarquons également qu’a cette méme date, une valeur anormale de cortisol a été décelée
chez les témoins.

Le rapport glucose/glycogene respecte la méme logique au sein des deux conditions. La
concentration en glycogéne étant supérieure a celle du glucose du 1 mars au 14 avril et
inférieure au-dela de cette date.
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Densité glomérulaire

En eau douce, le poisson téléostéen émet une urine abondante et diluée. Le taux de filtration
est faible. En eau de mer, la quantité d’urine est plus faible mais plus concentrée. La filtration
est moindre qu’en eau douce.

Chez les témoins, nous observons une diminution effective de la densité glomérulaire passant
de 3.008 GlI/mm? le 1° mars a 1.84 GI/mm? le 1% juin. Par contre les poissons soumis au
confinement ne présentent pas une telle diminution. La tendance serait méme a une
stabilisation autour de 2.5 Gl/mm?.

La figure 1.11 présente, page 7, un résumé du contrdle neuroendocrinien de 1’osmorégulation.
On peut y voir que le rein est influencé par de nombreux facteurs tels que le cortisol,
I’urotensine, les catécholamines, la prolactine mais également ’arginine vaso-tensine et
I’isotencine. Il est dés lors trés compliqué de trouver une explication précise aux résultats
observés. A premiére vue, il semblerait que la seule information importante qui ait €té
observée chez les confinés, soit une stabilisation de la densité glomérulaire autour d’une
valeur moyenne de 2.5 GlI/mm?. Ceci signifierait que le poisson a une filtration rénale stable
durant la smoltification. Nous n’avons pas trouvé d’explication a cette observation qui nous
parait étonnante.

Une réflexion au sujet de ces résultats avec le professeur Flamion, spécialiste des reins du
département de médecine, a apporté un élément qu’il est intéressant de signaler. Il est en effet
connu chez les humains que, durant certaines maladies, les catécholamines (adrénaline et
noradrénaline) agissent sur les récepteurs des cellules musculaires, des artérioles alimentant
les glomérules, provoquant une vasoconstriction de ces artérioles. Le glomérule n’étant plus
alimenté, plusieurs aspects morphologiques, notamment une diminution de I’espace de
Bowmann, en seraient affectés et par conséquent la fonctionnalité méme du glomérule. Dés
lors, une « dégénérescence » serait observée. La forme du glomérule étant fortement
modifiée, celui-ci n’apparaiterait plus clairement sur les coupes histologiques. Méme si un
poisson ne peut étre comparé a un humain, il serait néanmoins intéressant de suivre
I’évolution de ces catécholamines, principalement 1’adrénaline, suite 4 un stress de
confinement important et ce durant la période de smoltification et de mettre en relation cette
hormone avec I’évolution de la densité glomérulaire.

Facteur de condition

Cet indicateur donne une idée de I’affinement du poisson au cours de la smoltification. Les
valeurs qui ont €té observées sont en accord avec celles de la littérature. Ainsi, d’aprés cet
indicateur, nous avions le 1¥ mars exclusivement des parrs et le 1 juin exclusivement des
smolts. Cet affinement résulte d’une forte utilisation des réserves lipidiques et protidiques.
L’analyse statistique n’a pu montrer de différence significative entre les deux conditions. Une
évolution quasi identique a en effet été observée.

Chez les téléostéens, il a ét¢ montré que les hormones thyroidiennes promouvait la
mobilisation des lipides et influengait de maniére générale le métabolisme des carbohydrates
(Folmar et Dickhoff, 1980). De¢s lors, si une différence significative avait été observée entre
les deux conditions, une premiére tentative d’explication aurait pu étre apportée par le suivi
des hormones thyroidiennes.
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Poids et SGR

Nous avons observé durant toute I’expérience un poids relativement stable, et ce pour les deux
conditions. Le poids moyen chez les témoins étant le 1 mars de 39.1 g et le 1 juin de 37.8 g.
La valeur la plus basse a été observée le 14 avril avec un poids moyen de 33.4 g. Chez les
confinés, le poids moyen le 1° mars est de 42.95 g et le 1 juin de 39.7 g. La valeur la plus
basse est également observée le 14 avril avec un poids moyen de 32.43 g. Le SGR, évaluant le
taux de croissance, suit également cette tendance a la stabilisation au sein des deux
conditions.

Les poissons étant nourris avec une ration maximale, on s’attendrait a voir au cours du temps,
une augmentation du poids moyen. Mais, cependant, n’oublions pas que notre étude se
focalisait sur le phénoméne de smoltification, a savoir un processus détournant une partie
importante de 1’énergie acquise par I’alimentation. D’autre part, il est connu qu’un stress peut
provoquer la diminution du taux de la GH (growth hormone), et contribuer a la réduction de la
croissance.

Effet du confinement

Si nous faisons la synthése des analyses statistiques, nous remarquons que seulement deux
indicateurs sur cinq sont différents entre les deux conditions. L’activité Na'/K* ATPasique et
le glycogéne hépatique. Néanmoins, sur les deux analyses réalisées pour chaque indicateur,
I’ANOVA simple (0.05) et le test-f de Student (0.05), seul ’ANOVA a décelé une différence
significative.

Le suivi du cortisol plasmatique, hormone essentielle dans la réponse a un stress, nous a
permis d’observer que les concentrations en cortisol étaient en moyenne, durant la
smoltification, plus faibles chez les confinés que chez les témoins. Excepté a une date, le 6
mai. Dés lors, une hypothése peut étre énoncée. Celle selon laquelle un confinement de 4
mois, tel que défini dans cette expérience, subi durant la smoltification par S. salar,
n’entrainerait pas d’augmentation significative du taux plasmatique en cortisol, excepté au
moment ou le poisson s’approcherait de 1’état final de smolt.

Si nous avions mis en évidence chez tous les indicateurs une différence significative entre les
deux conditions étudiées, nous aurions du, malgré tout, faire attention dans nos conclusions.
La différence entre le bassin témoin et les deux bassins de confinement ne différant pas de
maniére drastique. Ainsi nous aurions pu accentuer encore plus la différence avec, par
exemple, un rapport de volume de 10 entre les deux conditions. De plus, nous nous sommes
limités dans cette étude a une seule condition de confinement. De ce fait, il aurait été
intéressant, afin d’évaluer réellement ’effet du confinement, d’ajouter un bassin ou seule la
superficie aurait été¢ modifiée par rapport a la condition témoin.
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Si la littérature scientifique regorge d’informations sur la smoltification du saumon atlantique
(Salmo salar 1.), nous n’avons, au contraire, trouvé aucune étude sur I’effet d’un stresseur
chronique, tel que le confinement, sur la smoltification de S. salar. Des lors, il en découle
dans ce mémoire une tendance générale aux questions plus qu’aux affirmations.

La difficulté de cette étude est de comprendre la superposition d’un stress, a savoir le
phénoméne de smoltification, a un autre stress tel que le confinement.

Est-ce que le stress de confinement amplifie ou au contraire réduit le processus de
smoltification ? Est-ce que le stress de confinement accélére ou retarde le phénomeéne de
smoltification ? Ces questions resteront sans réponses. Néanmoins, cette étude apporte des
observations qu’il serait intéressant de confirmer.

Parmi elles, notons ’activité Na’/K" ATPasique. Nous avons en effet observé a la date du 6
mai, une activité 3 fois plus importante chez les confinés par rapport aux témoins. Cet
indicateur semble également nous indiquer, de par son maximum observé le 6 mai, que la
smoltification de la souche irlandaise serait tardive. Un autre indicateur qui lui, a donné des
résultats étonnants, est la densité glomérulaire. Nous avons en effet observé une stabilisation
de cette densité. Si ces résultats sont confirmés, c’est un chapitre entier qui s’ouvre pour la
compréhension de cette observation.

Le dosage du glycogene hépatique nous a révélé une concentration plus importante chez les
poissons confinés durant toute la smoltification. Nous remarquons également qu’a la date du 6
mai, la concentration moyenne en glucose hépatique est plus importante chez les confinés par
rapport a celle observée chez les témoins. Le dosage du taux plasmatique de cortisol est un
€lément intéressant dans cette étude. Il semblerait que la concentration en glucose hépatique
ainsi que ’activité ATPasique soient liées a la concentration en cortisol.

Si ’expérience était a refaire, différents facteurs pourraient étre modifiés.
Il serait intéressant d’effectuer un ajustement sur les indicateurs a suivre et sur les conditions
de confinement. Nous pourrions également ajouter une autre condition de confinement.

* Parmi I’ensemble des indicateurs qui ont été suivis dans cette expérience, il en est
deux indispensables a savoir, le cortisol et I’activité Na'/K* ATPasique. Le cortisol
étant une hormone essentielle a la réponse a un stress et I’activité Na'/K* ATPasique
permettant d’évaluer I’état physiologique du poisson. Mieux encore que le dosage du
taux plasmatique, le dosage des récepteurs a cette hormone aurait été plus intéressant.
L’¢étude histologique par le suivi de la densité glomérulaire pourrait étre, quant a elle,
plus discutée. L analyse des coupes n’est en effet pas toujours aisée.

De maniére a confirmer le pic ATPasique, il serait intéressant de doser la thyroxine
(T4). Cette hormone, impliquée dans le déclenchement du comportement migratoire,

est en effet connue pour avoir un pic 2 a 3 semaines plus tardif a celui de la Na'/K*
ATPase.

o Il serait également intéressant d’accentuer la condition de confinement par rapport a
celle du témoin. Nous pourrions imaginer un rapport de volume de 10 entre les deux

conditions. Ceci entrainant chez les confinés une condition beaucoup plus stressante
que la nétre.
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e Il serait également intéressant d’ajouter dans I’expérience une autre condition de
confinement. En effet, dans notre expérience, nous avons en réalité uniquement
modifié la hauteur d’eau. Nous pourrions donc imaginer ajouter un bassin dans lequel
nous modifierions non plus la hauteur mais la superficie.

e De maniére a garder exactement les mémes conditions au cours du temps, il aurait

sans doute été intéressant de remplacer, a chaque échantillonnage, les poissons
prélevés.

e Nous pourrions également adapter 1’expérience de telle sorte que les poissons prélevés
sur I’ensemble de I’expérience aient subi une méme durée de confinement.

Enfin, de maniére a rendre I’expérience attrayante, il aurait été intéressant de disposer les
poissons dans des bassins d’élevage circulaire. Ces bassins sont munis d’une pompe puissante
générant un courant circulaire important. En début d’expérience, nous aurions observé les
parrs concentrés a la sortie d’eau, luttant ardemment contre le courant. En fin d’expérience,
par contre, nous aurions eu lI’ensemble des poissons concentrés de I’autre coté, ou le débit est
minimum, les smolts se laissant aller avec le courant. Ceci constituerait donc un indicateur
supplémentaire, aisé a observer, renseignant sur 1’état de smoltification du poisson.
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