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RESUME

L omble de fontaine (Salvelinus fontinalis) de la famille des Salmonidae est une
espece présente dans la riviere Laval au Québec ou elle se retrouve sous forme de deux
populations parapatriques génétiquement distinctes. L une d’elles est anadrome tandis que
Pautre est résidente. La forme anadrome effectue des migrations saisonniéres en eau salée
alors que la forme résidente demeure en eau douce pour I’ensemble de son cycle de vie.
L’objectif principal de cette étude était de déterminer si aprés un transfert en eau de mer,
les deux souches d’ombles de fontaine et leurs hybrides démontrent une capacité de
réorganisation cellulaire au niveau du tissu branchial et si I"expression des génes liés a
’apoptose est plus €levée chez les anadromes que chez la forme résidente. Pour ce faire,
nous avons exposé des individus des deux populations a des salinités 0 & 28 %o
(augmentations de 2 %o par jour) au printemps ainsi que leurs hybrides réciproques. Un
groupe de poissons témoins est demeuré en eau douce chez les formes pures et les hybrides.
A I’atteinte de 28 %o (jour 14), I’osmolalité plasmatique était significativement plus élevée
chez les résidents que chez les anadromes et les hybrides alors qu’elle est demeurée stable
en eau douce. Chez les individus demeurés en eau de mer, au niveau branchial, chez les
deux formes, le nombre de cellules 2 chiorure a diminué tant au niveau des lamelles
branchiales qu’au niveau des filaments respiratoires & ’atteinte de 28 %o. Par contre au
méme moment, on a observé plus de cellules & mucus sur les filaments branchiaux chez la
forme anadrome que chez la forme résidente. Au niveau génique, une sous-expression des
génes grancalcine et annexine A2 a été observée chez les individus échantillonnés en eau de
mer et ce, pour les deux formes. En aoit, I'indice hépatosomatique était plus élevé chez les
animaux maintenus en eau salée par rapport & ceux restés en eau douce. En conclusion, les
deux formes et les hybrides ne different pas de fagon importante dans leur réponse
physiologique, histologique et génique aux changements de salinité.

Mots clés : Omble de fontaine, anadromie, résident eau douce, apoptose, celiules a
chlorure, annexine A2 et grancalcine
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ABSTRACT

Brook charr Salvelinus fontinalis (Mitchill) (family Salmonidae) from the Laval
River, Quebec, pertains to two genetically distinct parapatric populations, one anadramous
and one resident. The anadromous form undergoes seasonal migrations in salt water while
the resident form remains in fresh water for its entire life cycle. The main objective of this
study was to determine if there is a cellular reorganization at the gill tissue level and if the
expression of apoptosis-related genes is higher in anadromous than in resident fish. We also
studied the response of reciprocal hybrids to check for parental forms effects. Both
anadromous and resident fish with theirs hybrids were gradually transferred to salt water
{0 up 28 %o with increments of 2 %o per day) in the spring. Controls remained in fresh
water. When salinity of 28 %o was reached (day 14), plasma osmolality was higher in
resident than in anadromous fish and hybrids. On the same sampling day, at the gill level,
in both anadromous and resident fish, the number of chloride cells had decreased both on
lamella and filaments at 28 %o (day [4). However, there were more mucous cells on gill
filaments in anadromous fish then in freshwater residents. At the gene level, expression of
grancalcin and annexin 2 was lower in salt water and for both forms. In August, the
hepatosomatic index was higher in fish that had spent the summer in salt water compared to
those raised in fresh water. In conclusion, hybrids and both anadromous and resident fish
did not differ much in their physiological, histological and genetic response to an increase
in salinity.

Keywords: Brook charr, anadromous, resident, apoptosis, chloride cells, annexin A2
and grancalcin
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INTRODUCTION

Les eaux douces du Québec regorgent d’une muititude d’espéces de poissons parmi
lesquels la famille des Salmonidae est bien représentée. Cette famille y a plusieurs
représentants, entre autres, le grand corégone (Coregonus clupeaformis), la truite arc-en-
ciel (Oncorhynchus mykiss), le saumon atlantique (Sa/mo salar), la truite brune
(Salmo trutta), le touladi (Salvelinus namaycush), ’omble chevalier (Salvelinus alpinus),
'omble de fontaine (Salvelinus fontinalis) et plus encore... (Bernatchez et Giroux, 2000).
Bien que souvent présente en eau douce, cette famille se retrouve aussi en eau de mer. En
effet, les salmonidés font partie du 5 % d’especes amphihalines que contient I’ordre des
t¢léostéens (Evans, 1984). Par définition, une espece amphihaline peut vivre en eau douce
et en eau de mer (Le petit Larousse illustré, 2008). Les différents genres de la famille des
salmonidés ont par contre des niveaux d’anadromie distincts et le genre Salvelinus est celui
dont ’anadromie est la moins prononcée (Power, 1980). Pour les classer selon leur degré
d’anadromie, Rounsefell (1958) avait utilisé six caractéristiques du cycle de vie des
anadromes seit la distance parcourue lors de la migration, la durée de séjour en mer, le
stade de maturité en mer, I’habitat de frai, la mortalité aprés le frai et Poccurrence des
formes d’eau douce. Plusieurs especes ou populations de salmonidés doivent s’adapter a
des changements de salinité dés leur plus jeune dge. Dans la riviere Ste-Marguerite, il a été
observé en milieu naturel que I’omble de fontaine va migrer en eau de mer vers I’dge d’un
ou deux ans selon la grosseur et devenir ichtyophage lorsqu’il atteint 25 cm (Thériault et

Dodson, 2003 ; Morinville et Rasmussen, 2006).

La famille des salmonidés est I’un des groupes de poissons les plus intensément
étudiés et cela est dit a son importance sur le plan écologique, mais surtout a sa valeur

économique (Leong et al., 2010). On constate dans I’Est du Canada que la péche sportive



est trés lucrative surtout grace au saumon atlantique. Cependant, comme pour bien d’autres
especes de poissons, les populations du saumon atlantique sont malheureusement en déclin.
Pour compenser, la péche sportive s’est alors tournée vers une espece proche parente :

Pomble de fontaine.

La forme anadrome, appelée aussi truite de mer, est fort appréciée des pécheurs
sportifs puisque sa vigueur ressemble a celle du saumon atlantique (MPO, 2013).
L’exploitation de cette ressource offre ainsi une alternative envisageable aux pécheurs
passionnés. L’omble de fontaine est une espeéce endémique a I’Amérique du Nord qu’on
retrouve principalement entre 35 et 60 degrés de latitude Nord (Scott et Crossman, 1973),
soit dans les mémes régions que le saumon atlantique. On trouve dans les rivieres
québécoises deux stratégies de vie exprimées chez ’omble de fontaine: I'une étant
résidente, c’est-a-dire qu’elle demeure en eau douce toute I’année et I’autre étant anadrome
et effectuant des migrations saisonniéres vers I’eau de mer (Wilder, 1952). Chez ’omble de
fontaine, Curry et al. (2010) ont proposé que P’anadromie serait un trait ancestral qui
émerge des résidents en eau douce. 1 habite principalement les eaux claires, fraiches et bien
oxygénées que ce soit en rivicre ou ruisseau pour les résidents ou les eaux estuariennes et
cotieres pour la forme anadrome. Cependant, les mouvements en eau de mer de I’omble de
fontaine anadrome sont beaucoup moins importants que ceux du saumon atlantique et se

limitent aux eaux c6tiéres environnantes (Bernatchez et Giroux, 2000).

La riviere Laval (48°44°N ; 69°05°0) sur la Cote-Nord, aux environs de Forestville,
abrite deux populations d’ombles de fontaine, I’'une est anadrome et I’autre résidente. Elles
sont techniquement considérées comme parapatriques puisqu’il y a peu de limitations
géographiques et de barriéres physiques empéchant leur co-habitation dans les mémes
habitats. Cependant, des études précédentes ont montré qu’elles sont différentes
génétiquement (Castric et Bernatchez, 2003; Castric et Bernatchez, 2004). De plus, il y a
une isolation reproductive temporelle puisque les deux populations vont frayer en eau
douce avec un décalage (Boula ef al. 2002). Au contraire de la population résidente, la

population d’ombles de fontaine anadrome va effectuer des migrations saisonniéres dans la



baie Laval des mois de mai & septembre afin de profiter d’une plus grande richesse des
milieux estuariens (Curry et al, 2006). Les migrations saisonniéres, de ’eau douce a
’automne pour effectuer le frai 4 ’eau de mer, en saison chaude, pour se nourrir, sont de
22 km (Boula ef al., 2002 ; Curry er al., 2006). Mais pourquoi migrer ? La migration offre
des avantages puisque le milieu marin est richement pourvu en nourriture et que
I’acclimatation a I’eau de mer s’accompagne d’une stimulation de I’hormone de croissance.
Une meilleure croissance chez les ombles de fontaine fournit également une meilleure
chance de se reproduire puisque chez les femelles, la fécondité augmente avec la taille
(Perry et al., 2004 ; Perry et al., 2005 ; Morinville et Rasmussen, 2006). Cependant, pour

étre efficace en miliew marin, I’animal doit adapter son corps au nouvel environnement.

En effet, I'utilisation estivale des habitats cotiers s’accompagne de plusieurs
modifications physiologiques li¢es entre aufres a "osmorégulation afin de permettre
I’acclimatation & la différence de salinité entre les deux milieux, c’est-a-dire d’un passage &
’eau douce vers un milieu sal€ variant entre 26 et 30 %o (Curry et al, 2006). Les
té¢léostéens maintiennent la concentration ionique et ’osmolalité des fluides corporels a des
niveaux différents de ceux de ’environnement externe, que ce soit en eau douce ou en eau
salée (Leblanc et al, 2003 ; Evans, 1993) maintenant un gradient ionique et osmotique
entre les fluides corporels et ’environnement externe (Kaneko et al., 2002). Le mécanisme
physiologique de base pour la régulation ionique en eau de mer est Paugmentation du
nombre d’ionocytes au niveau branchial (cellules a chlorure), de Pactivité de Na' K'-
ATPase branchiale et de la perméabilité membranaire (McCormick, 1994 ; McCormick et
al., 2009). Pour s’adapter & I’eau de mer, certaines espéces de salmonidés subissent un
phénoméne de smoltification qui correspond a la mise en place de transformations
physiques, comportementales et physiologiques préalable a la migration (Hoar, 1988 ;
Nilssen ef al,. 1997 ; McCormick et al., 1998 ; Hutchison et Iwata, 1998). L’4ge de la
premiére migration, et par conséquent de la smoltification, varie entre un et sept ans selon
les facteurs abiotiques et biotiques soit la latitude, la salinité, la productivité, la compétition
inter et intra-spécifique et I’intensité de prédation (Lenormand ef al., 2004). Des études

précédentes ont observé des migrations chez des juvéniles d’ombles de fontaine 4gés de 1+



(Lenormand et al, 2004 ; Thériault et Dodson, 2003). Bien que peu développé chez les
ombles de fontaine, le phénomeéne de smoltification est tout de méme présent au niveau de
la capacité hypo-osmorégulatoire (Nilssen et al., 1997) et cette espece montre des signes
d’anticipation osmorégulatoire (Claireaux et Audet, 2000). Les individus résidents ont
¢galement conservé la capacité osmorégulatoire en eau saiée (Claireaux et Audet, 2000).
Bastien (2010) a mis en évidence des différences entre les formes résidentes et anadromes
de I'omble de fontaine de la riviére Laval au niveau enzymatique et physiologique. Les
réponses a I'eau de mer ont ¢té mesurées a I’aide de différents indicateurs : hormones
(cortisol, T4 ou thyroxine, T3 ou triiodothyronine), activité de la Na"K*-ATPase, osmolalité
plasmatique et croissance. Cependant, ce projet n’a été réalisé qu’en eau de mer avec les
deux populations de la riviere Laval, la condition physiologique en eau douce n’étant
évaluée que la journée précédant le transfert en eau de mer, limitant ainsi le pouvoir
d’interprétation. Pour le présent projet, nous avons donc décidé de suivre parallé¢lement en
eau douce et en eau de mer les différences de condition physiologique tout au long de la
saison de croissance a la fois pour les deux formes ainsi que pour les croisements hybrides.
L’utilisation de ces derniers permettra de déterminer si cette capacité est liée a des effets

maternels.

En général, les téléostéens en eau de mer risquent constamment la déshydratation et
dotvent contrecarrer le gain passif d’ions et la perte d’eau (McCormick ef al, 2009 ;
Christensen et al., 2012). Les ombles de fontaine surmontent ce défi en buvant I’eau de mer
pour combler les besoins en eau et les ions en surplus sont éliminés par I’urine (ions
divalents) ou les branchies (ions monovalents comme le sodium et le chlore) (McCormick
et al., 2009). Par conséquent, les branchies doivent inverser leur fonction qui étaient
d’absorber des ions en eau douce pour devenir un organe d’excrétion et, pour ce faire, elles
utilisent des cellules spécialisées nommeées ionocytes ou cellules a chlorure ou encore
cellules riches en mitochondries (MRC) (Evans et al., 2005). Les branchies sont en effet
des organes respiratoires, mais sont aussi le principal lieu d’échanges d’ions, d’eau,
d’excrétion des déchets azotés et de la régulation acide-base (Wendelaar Bonga et Van der

Meij, 1989 ; Beeuf, 1993 ; Leblanc et al, 2003 ; Evans et al., 2005 ; Christensen et al.,



2012). Boulet et collaborateurs (2012) ont étudié I’expression génique au niveau des
branchies afin de contraster les formes résidentes et anadromes et ont voulu vérifier la
possibilité de préacclimatation liée a des mécanismes de physiologie d’anticipation. Pour ce
faire, ils ont utilisé des biopuces du saumon atlantique. Bien que cette technologie permette
de dresser un portrait global intéressant, elle ne donne pas ’obtention d’une réponse a une
échelle plus fine. Une biopuce permet de comparer plus de 16 000 génes et a facilité la
comparaison de ceux-ci entre les deux formes, c’est-a-dire résidente et anadrome.
Toutefols, si 'expression peut étre comparde (surexpression ou sous expression chez un
groupe par rapport a ’autre), elle ne peut pas étre quantifiée par cette méthode. Boulet et
collaborateurs (2012) ont donc confronté ’expression génique au niveau branchial entre
individus anadromes et résidents 1+, en eau douce et en juin, soit la période de migration en
milieu marin pour la population anadrome. Le muscle blanc a été utilisé comme tissu
témoin et peu de genes y étaient exprimés de facon différenticlle entre résidents et
anadromes. Etonnamment, dans les branchies, les génes exprimés différemment entre les
deux formes ne sont pas ceux qui avaient d’abord été envisagés tels que ceux relids a
I’activité de la Na'-K'-ATPase branchiale. [’étude de Boulet et al. (2012) a permis de
mettre en évidence ’expression, avant le passage en eau de mer, de geénes codant pour des
protéines qui ont un réle dans le systéme immunitaire et un enrichissement en transcrits
d’EST (Expressed Sequence Tag) reliés a la biosynthése et au métabolisme protéique, a
’apoptose et a P'angiogenese. En juin, les genes codant pour ces protéines €taient
différemment exprimés chez les anadromes. En effet, chez les anadromes, on a pu observer
une forte régulation a la hausse de trois génes soit la grancalcine, 'annexine A2 et la
trancétolase. La grancalcine est une protéine de la famille des « EF-hand » et elle est
spécifiquement exprimée dans les neutrophiles et dans les macrophages. Roes et
collaborateurs (2003) ont trouvé que les protéines « EF-hand » sont impliquées dans la
régulation de plusieurs processus cellulaires comme la migration cellulaire, ’apoptose et la
fusion des membranes. De plus, il s’agit d’une protéine avec cing sites de liaisons répétitifs
pour le Ca** (Roes et al., 2003 ; Xu et Xinqun, 2011). Le Ca** joue un réle important dans

plusieurs voies apoptotiques (Jia et al, 2001) puisque les ions calcium contrOlent une



variété de phénoménes cellulaires incluant la contraction des muscles, 1’adhésion, la
sécrétion, la mobilité, la croissance, la différenciation, I’expression génique et la mort
cellulaire (Maki, 2000). L’annexine A2 fait partie de la famille des annexines (Wang et al.,
2009) qui sont des protéines intracellulaires (Maki, 2000) jouant un r6le important dans le
maintien homéostasique du Ca* (Liu ef al., 2003). Elle est présente dans différents sites de
la cellule incluant le noyau, la membrane plasmatique et le cytosol (Fang ef al., 2012) et il a
ét¢ démontré qu’a la surface des macrophages, elle a un réle phagocytaire relié au
phénoméne d’apoptose (Fang et al., 2012 ; Fan et al., 2004). L annexine A2 est également
impliquée dans plusieurs processus celiulaires incluant la survie de la cellule, la croissance,
la division et la différenciation (Lokman et al, 2011) de méme que la prolifération,
I’apoptose (Chiang et al., 1999 ; Huang et al., 2008), I’angiogenese, la migration,
I’invasion et ’adhésion cellulaire (Zhai et al., 2011). La transcétolase est une protéine
impliquée dans la régulation non oxydative de la voie penthose-phosphate et elle est
significativement surexprimée dans plusieurs types de tumeurs puisqu’elle agit comme
régulateur de la prolifération et du métabolisme des cellules cancéreuses (Hartmannsberger
etal, 2011, Xu et al., 2009). 1l a également été démontré qu’elle joue un role au niveau de
I’apoptose cellulaire (Hartmannsberger et al.,, 2011). Les études du transcriptome réalisées
par Boulet et al. (2012) suggérent donc la présence d’un fort remaniement cellulaire dans
les branchies des poissons anadromes, phénoméne qui ne serait pas présent chez les
résidents. Cette hypothése se base sur une surexpression des genes reliés a I’apoptose et

I’angiogenése, ainsi qu’a la prolifération et la différenciation cellulaire chez les anadromes.

Les résultats obtenus par Boulet et al. (2012) étaient spécifiques au tissu branchial,
puisqu’aucun résultat similaire n’a été obtenu dans le muscle, utilisé¢ comme tissu témoin. 1
a déja été démontré que 1’épithélium branchial a un haut taux de renouvellement cellulaire
soit par apoptose ou nécrose (Wendelaar Bonga et Van der Meij, 1989).
Physiologiquement, les branchies sont constituées de plusieurs arcs branchiaux qui sont
cartilagineux et sur lesquels sont attachés les filaments ou lamelles branchiales primaires et
les nombreuses lamelles branchiales secondaires. Au niveau histologique, 1’épithélium

lamellaire est constitué de cellules pavimenteuses, qui sont les cellules les plus nombreuses,



appuyées sur une lame basale (Wendelaar Bonga et Van der Meij, 1989). On y retrouve
¢galement des cellules & chlorure et des cellules 4 mucus. Premiérement, au niveau
morphologique, les cellules & mucus sont souvent trés grosses avec un noyau écrasé par le
cytoplasme clair. Les cellules & mucus ont un réle excréteur en transportant de nombreuses
vésicules ciblant les pathogénes, les matériaux toxiques ou des particules de détritus
(Mladineo et al., 2009). Celles-ci contiennent un gel polyanionique qui constitue le mucus
(Roberts et Powell, 2003 ; Verdugo, 1984). Deuxiemement, les cellules a chlorure ou
ionocytes sont piéomorphes, c’est-a-dire qu’elles se divisent en cellules accessoires,
matures et dégénératives (Wendelaar Bonga et Van der Meij, 1989) et elles sont
principalement localisées a la base des lamelles secondaires sur le filament et directement
sur les lamelles secondatres. Contrairement aux ionocytes, les cellules accessoires ont une
moins grande concentration de Na'-K'-ATPase (Christensen ef al., 2012). Les cellules a
chlorure sont trés larges avec un cytoplasme clair et un large noyau contenant une
chromatine active (Maksimovich, 2008). Sender et collaborateurs (1999) ont montré chez
Platichthys flesus, la présence de différences morphologiques entre des ionocytes aux
formes angulaires lorsque le poisson vit en eau salée et aux formes plus rondes chez les
poissons en eau douce. De plus, chez les téléostéens euryhalins, les ionocoytes sont plus
gres et plus nombreux en eau de mer qu’en eau douce (Karnaky et al., 1976 et Dymowska
et al., 2012). La fonction étant la régulation des ions sodium et potassium dans I’organisme,
les cellules a chlorure possédent deux isoformes de la Na'-K'-ATPase (McCormick ef al.,
2009). Chez I’omble chevalier (Salvelinus alpinus), il a ét¢ démontré qu’il y a inversement
de la concentration des isoformes Na'-K'-ATPase dans les branchies ¢’est-a-dire qu’il y a
une augmentation de alphala et une diminution de alphalb au moment de la migration
anadrome de ’eau de mer a I’eau douce (Bystriansky et Schulte, 2011 ; Bystriansky er a/.,
2007). Les isoformes auraient des roles spécifiques chez les salmonidés pour I’hypo-
osmorégulation et 1’hyper-osmorégulation. Par conséquent, I’expression génique de ces
protéines differe selon le milieu (Bystriansky et Schulte, 2011). [l a ét¢ démontré que la
premiére isoforme Na'-K"-ATPase alphala était localisée sur les filaments et les lamelles

en eau douce alors qu’en eau de mer, elles sont présentes uniquement sur les filaments



(McCormick et al., 2009). L’inverse a été observé pour I’autre isoforme de la Na'-K'-
ATPase, soit alphalb (McCormick ef al., 2009). La dégénérescence des cellules a chlorure
se fait par apoptose en montrant des signes de rétrécissement et de densification du

cytoplasme et du noyau (Noguera et Bruno, 2010).

Chez les organismes multicellulaires, I’apoptose est trés régulée et elle est la forme
la plus typique de mort cellulaire programmeée (Noguera et Bruno, 2010 ; Alberts et al.,
2002). Elle se produit par fragmentation de I’ADN (Chen et al., 2006), réduction du
volume du cytoplasme (Santi et al., 2005), désassemblage de I’enveloppe du noyau et
changements membranaires qui font en sorte que la cellule est rapidement phagocytée par
les cellules voisines ou les macrophages (Alberts ef al., 2002). A Pinstar de la nécrose,
’apoptose est une mort cellulaire qui ne fait pas intervenir la lyse de la cellule, ce qui
empéche les dommages aux cellules voisines et permet le recyclage des composants
organiques (Alberts et al, 2002). L apoptose permet aussi de contrdler le taux de division
cellulaire. Elle peut étre activée par des voies internes, c’est-a-dire a partir de signaux
protéiniques ou bien par des voies externes par un contact avec un lymphocyte. La
machinerie intracellulaire responsable de ’apoptose est semblable chez tous les organismes
et dépend d’une famille de protéines nommé les caspases (Alberts et al., 2002). Par
exemple, lorsque la caspase 3 est activée dans la cellule celle-ci agit alors comme un
effecteur central de la mort cellulaire apoptotique (Monteiro et al., 2009). Ainsi, lorsque la
cellule est endommagée ou stressée, la voie interne va s’activer en commencant par les
mitochondries qui vont induire une protéine porteuse d’électron sur la cytochrome ¢ dans le
cytosol. Cela va activer le précurseur des caspases, les procaspases. S’ensuit alors une
cascade de réactions de différentes caspases, chacune d’elles étant responsable d’une partie
de la dégradation cellulaire. Pour la voie externe, un lymphocyte se lie avec ses protéines
fds ligandes aux protéines fas de la cellule et active les procaspases inactives. 1l y a ensuite
une agrégation et la séparation des caspases actives qui causeront la mort de la cellule.
Chez les poissons, I’apoptose branchiale est trés commune aprés trois jours d’exposition a
I’eau salée (Wendelaar Bonga et Van der Meij, 1989) et elle sera visible sur les cellules

dont le noyau apparait fluorescent sur un fond noir (Estabel ef al., 2003).



Le but de mon projet de maitrise était de tester les hypothéses émises par Boulet et
collaborateurs (2012) et Bastien (2010). Mon premier objectif était de vérifier si une
différence entre les formes persiste tout au long de ’été et de tester, le cas échéant, si cette
différence est présente entre les deux milieux préférentiellement utilisés par chacune des
deux formes ou si elle est lie essenticliement a la forme. L hypothese testée était que les
parametres physiologiques différent entre les deux formes et les croisements hybrides, en

eau salée, durant la période estivale, mais pas en eau douce.

J’avais comme deuxiéme objectif de tester, au niveau branchial, I’hypothése d’une
réorganisation cellulaire chez les ombles de fontaine anadromes et d’une différenciation
d’expression génique au niveau branchial entre les deux formes. J’avais également comme
objectif de confirmer ou infirmer I"hypothése d’une réorganisation cellulaire dans les
branchies des ombles anadromes, au printemps, en comparaison a des ombles résidents de
méme dge en comparant fa structure histologique (épaisseur des filaments et lamelles
branchiaux, distance de diffusion, populations de cellules a mucus et a chlorure). Pour
répondre a cet objectif, nous avons également comparé, dans les branchies, ’expression
génique par utilisation de PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel pour les génes
identifiés par des biopuces comme étant différenticllement exprimés par les anadromes et
résidents et ayant des fonctions liées au systéme immunitaire (Boulet et al., 2012). Les
génes ciblés étaient la grancalcine, ’annexine A2 et la transcétolase et I’hypothése testée
était que les génes liés 4 ’apoptose sont exprimés de facon différentielle entre les résidents

et les anadromes.

Ce projet permettra ainsi de mieux distinguer les deux formes d’ombles de fontaine
présentes dans la riviére Laval et d’accroitre nos connaissances sur la physiologie des

ombles anadromes.






MATERIEL ET METHODE

2.1 FORMATICN DES FAMILLES

A Pautomne 2009, a la station aquicole de I'UQAR-ISMER (Rimouski, QQC),
37 géniteurs d’ombles de fontaine de souches résidentes et anadromes originaires de la
rivicre Laval a Forestville, QC, ont ¢t¢ utilisés afin de former 24 familles. Six familles
anadromes, sept familles résidentes, six familles hybrides (anadrome-résident) et cinq
familles hybrides (résident-anadrome) ont été produites. Ces familles sont de types demi-
freres, ¢’est-a-dire que lors de la formation des familles, un méme pére a été utilisé pour
former 1 famille de lignée pure (ex : anadrome ¢ et anadrome &) et | famille de type
hybride (ex : résident @ et anadrome J). Les géniteurs anadromes et résidents ont été
¢levés dans les mémes conditions environnementales respectant la température, la salihité
et la photopériode du milieu naturel. Aprés la fécondation, I’incubation des oeufs a été
effectuée dans le noir a une température de 4 °C dans des clayettes séparées ou ’éclosion a
eu lieu et ceci afin d’éviter le mélange des familles. Les alevins ont été maintenus dans ces
bassins jusqu’au moment ol le marquage par la coupure des nageoires pelviennes en juillet
2010 a été possible, soit a un poids moyen d’environ un gramme. Les familles ont ensuite
été placées aléatoirement dans 5 bassins de 500 L. Les conditions de densité optimales
d’élevage ont été respectées soit un maximum de 30 kg de poisson par m>. Les alevins ont
été nourris avec de la moulée commerciale avec des rations basées sur leur poids, leur age
et la température de I’eau selon les indications du fabriquant. Les coupures de nageoires ont
été entretenues tous les 4 mois afin de ne pas perdre I’identification des familles. En mai
2011, les familles ont ét¢ marquées a nouveau avec des élastomeres au niveau de |’oeil
(rouge, bleu, vert et orange). Chaque famiile avait alors un marquage unique qui a permis

de refaire des groupes de familles au hasard pour les deux milieux expérimentaux testés.



Chaque famille a ainsi ét¢ séparée en deux lots égaux dans six nouveaux bassins de 500 L
pour qu’une premiére moitié (traitement | ou eau de mer) subisse un passage de I’eau
douce a ’eau de mer a raison de 2 %o par jour jusqu’a ’obtention d’une salinité¢ de 28 %o.
La salinité étant vérifiée a I’aide d’un réfractométre. La deuxiéme moitié (traitement 2 ou

eau douce) a constitué le groupe témoin qui est demeuré en eau douce tout I"éte.

2.2 ECHANTILLONNAGE

Les échantillonnages ont tous été effectués en apres-midi. Les poissons étaient a jeun
depuis 24 heures au début de I’échantillonnage. Il a été effectué aux jours 0, 3, 7, 14 et 60
débutant au moment de Iaugmentation de la salinité lorsque requis. Etant donné
[’augmentation progressive de salinité, ces jours correspondent a des valeurs de salinité de 0,
6, 14, 28 et 28 %o respectivement pour les bassins passés en eau de mer. Pour le jour 0, huit
individus par famille ont été échantillonnés a raison de quatre par traitement. Aux jours 3, 14
et 60, 2 individus par familles ont été échantillonnés dans les deux milieux (eau douce et eau
salée). Cependant, au jour 7, huit poissons par traitement ont été échantillonnés par traitement
afin de permettre de mener des analyses en paralléle sur la Na™K"-ATPase. La capture des
poissons s’est effectuée de fagon aléatoire. Lors des échantillonnages, 1l pouvait étre difficile
d’attraper le nombre total d’individus visé pour une méme famille. Afin d’éviter des biais liés
a [Iéchantillonnage d’animaux en provenance d’une méme famille, comme indiqué
précédemment, on capturait les poissons jusqu’a concurrence de 2 individus par famille. Si
apres plusieurs captures, certaines familles demeuraient sous-représentées, I’échantillonnage
cessait fout de méme afin d’éviter des stress inutiles dans les bassins expérimentaux.
Egalement, lorsque les poissons étaient trés petits, il était possible que la quantité de sang soit
insuffisante pour effectuer I’ensemble des analyses plasmatiques, alors un autre poisson de la
méme famille dans le méme groupe était échantillonné pour s’assurer que les familles soient
bien représentées dans tous les groupes pour ensemble des analyses. Le nombre de poissons

échantillonnés lors de cette expérience est présenté au tableau 1.



Tableau 1 : Nombre de poissons échantillonnés a I’ét€ 2011 en fonction des formes
(anadrome et résidente) et des croisements (Anadrome©@-Résidentd et Résident?-
Anadromed?), du traitement et des jours

Jour Traitement Anadrome Résident An’ac'irome- Résident Totaux
résident anadrome

0 Eau douce 24 29 25 20 98
Eau de mer 24 28 23 20 95

Eau douce 13 14 12 10 49

3 Eau de mer 13 14 12 9 48
Eau douce 47 33 48 40 188

7 Eau de mer 47 49 47 39 182
Eau douce 14 14 13 9 50

14 Eau de mer 12 13 13 10 48
60 Eau douce 12 14 12 10 48
Eau de mer 16 16 13 10 55

Totaux 222 244 218 177 861

A chaque échantillonnage, les poissons ont été anesthésiés & I’aide de MS-222 (3-
aminobenzoic acide éthyle ester, 0,12 g L), puis identifiés 4 la famille. Les animaux ont
été pesés et mesurés. Ensuite, une prise de sang a été effectuée par ponction caudale avec
une seringue munie d’une aiguille 25G 3/8 enduite d’héparine d’ammonium et le sang a été
centrifugé a 0,6 g pendant 3 minutes. Le plasma récupéré a été conservé a -80 °C.
L’hématocrite a ét¢ mesuré sur place en utilisant des capillaires héparinés qui ont été
centrifugés a 4000 g pendant 3 minutes, une mesure en pourcentage a été obtenue (Audet et
Claireaux, 1992). Le pourcentage d’hématocrite correspond au pourcentage de plaquettes et
de globules sanguins qu’on retrouve dans le sang. Un échantillon de 5 ul de sang a été
ajouté a 2,5 ml de solution de Drabkin pour mesurer I’hémoglobine ultérieurement en
laboratoire. Puis, le deuxiéme arc branchial gauche a ét€¢ prélevé et conservé dans un

fixateur pour I’histologie. Le deuxiéme arc branchial droit a ¢té prélevé et conservé a une
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température de -80 °C pour la biologie moléculaire. Finalement, le muscle épaxial et le foie
ont été prélevés, puis congelés dans I’azote tiquide aprés une pesée pour le foie et conservés
4 -80 °C. Pour éviter une contamination, tous les instruments et le plan de travail ont ét€

rincés a I’alcool éthylique anhydre entre chaque individu.

2.3 HISTOLOGIE

Les analyses histologiques ont été effectuées sur les échantillons d’arc branchial
gauche. Lors de I’échantillonnage, ces tissus ont été fixés dans une solution formaldéhyde
4% — glutaraldéhyde 5 % — tampon cacodylate, pH 7,2 et conservés a 4 °C pour un
maximum de deux semaines. Une série de déshydratations a ensuite été effectuée dans
différents bains d’éthanol de 50 % & 100 % pendant 15 min en conservant les échantillons
sur glace. L’enrobage des tissus a été effectué dans une résine de glycol-méthacrylate (JB-4
embedding kit, Marivac) a température de la piéce. Les couteaux de verre ont été taillés
avec un Taab-Pyper knifemaker MKII. Des coupes sagittales de 3 um d’épaisseur ont été
effectuées a I’aide d’un microtome de type REICHERT-JUNG 2050 jusqu’a ’obtention de

trois filaments par coupe. Les coupes ont ensuite été montées sur lame.

2.3.1 Microscopie optique

Une coloration au bleu de méthyléne (0,01 %) et fuchsine basique (0,01 %) a été
effectuée. Le médium utilisé pour le montage des lames étaient le Permount (Fisher
Scientific). Des mesures ont été effectuées sur trois filaments différents ainsi que sur
10 lamelles sur chacun des filaments selon Audet et Wood (1993). Le comptage des
cellules a été réalisé sous un microscope optique OLYMPUS BX 50 a un grossissement de
1025x en immersion. Les cellules & chlorure et les cellules a mucus ont été comptabilisées

sur trois filaments choisis aléatoirement ainsi que sur 10 lamelles secondaires par filament



pour un total de 30 lamelles par individu. Le nombre de cellules a été rapporté sur la
distance mesurée et est exprimé en nombre de cellules/200um. L’ensemble des distances
sur les filaments et les lamelles a ¢t€¢ mesuré avec Ie logiciel MOCHA (Jandel Scientific sur
Windows 98). Un total de 64 poissons a été analysé incluant des animaux échantillonnés
aux jours 0, 7 et 14 pour les souches pures seulement. Etant donné la similarité entre les

deux souches, les hybrides n’ont pas €té analysés.

2.3.2  Micrescopie confocale

Pour la photographie en microscopie confocale (ZEISS LSM700, Microscope
AXIO), le réflecteur utilisé était le vert AF488 avec une lumiére d’excitation a une
longueur d’onde de 495 nm et une lumiére émise a 525 nm. Les marqueurs utilisés étaient

FITC et DAPI. Le logiciel utilisé pour les images €tait Zen 2009 sur Windows 7.

2.4 MESURES ANATOMIQUES ET PHYSIOLOGIQUES

L’indice hépatosomatique a été calculé de la fagon suivante :

IHS = Poids du foie (g)
Poids total (g)

Etant donné que les poissons étant sexuellement immatures, le calcul ne prenait pas
en compte le poids des gonades. La concentration d’hémoglobine a €té mesurée par
spectrophotométrie a 540 nm (spectrophotométre Beckman DU® 640). La concentration
moyenne d’hémoglobine par globule rouge (MCHC) a été calculée a partir de

I’hémoglobine et de I’hématocrite de la fagon sutvante :

MCHC = Hémoglobine (mg/ml) * hématocrite (%)



L’osmolalité plasmatique a ét¢ mesurée en duplicat avec un osmométre (Vapro

pressure 5520, Wescor). Les valeurs obtenues d’osmolalité sont en mOsm/kg.

2.5 EXPRESSION GENIQUE

Les analyses moléculaires ont été effectuées sur les échantillons d’arc branchial
droit. Les tissus ont ét¢ homogénéisés a I’aide d’un sonicateur (Sonicator Ultrasonic
processor XL.2020) et I’ARN extrait a I’aide d’une trousse d’extraction Qiagen (RNeasy
Plus Mini Kit). Les étapes de centrifugation nécessaires pour I’extraction ont été effectuées
avec une centrifugeuse Eppendorf 5415C. La concentration et la pureté de 'ARN ont été
mesurées/vérifiées a ’aide d’un appareil Nanovue (Nanodrop de General Electric) et la
qualité de I’extraction a été validée sur gel d’électrophorése a 2 % d’agarose avec 100 ul de
bromure d’éthidium (500 pg/m!) (Figure 1). Une échelle moléculaire de 50 a 2000 Pb a été
utilisée (Sigma, PCR Marker). Les photos des gels ont été prises & 325 nm sur un Alpha
Imager HP (Alpha Innotech) avec le logicial Alpha Imager 3400 (Windows XP).
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Figure | : Gel d’électrophorese a 2 % d’agarose avec 100 ul de bromure
d’¢éthidium (500 pg/ml)y aprés D'extraction d’ARN. Les deux bandes visibles
correspondent au 28S et 18S. Dans cet exemple, I’échantillon J7R910 n’a pas été
conservé puisque les bandes n’étaient pas bien définies.

La transcription inverse a ¢té effectuée avec une trousse Qiagen (QuantiTect
Reverse, Qiagen). Une recherche sur Genbank pour les génes sélectionnés a permis de
dessiner une premiére série d’amorces a I’aide du logiciel Primer-Blast (Tableau 2). Celles-
ci ont €té testées sur un échantillon d’ADN; avec la trousse Amplitag Gold 360 en PCR
classique (Polymerase reaction chain) afin de vérifier qu’un seul fragment était amplifie.
Les conditions d’amplification étaient les suivantes : un cycle d’activation de 10 min &
95 °C, suivi de 40 cycles PCR de 30 sec a 95 °C, 30 sec a 60 °C et 1 min a 72 °C suivis
d’une extension finale de 7 min & 72 °C. Une vérification sur un gel d’agarose a ét¢ faite
pour s’assurer d’obtenir une seule et unique bande dont la position sur I’échelle moléculaire

variait sefon les amorces utilisées et la longueur du fragment d’ADN (Figure 2).
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Figure 2 : Gel d’électrophorése a 2 % d’agarose avec 100 pl de bromure
d’éthidium (500 pg/ml) apres la vérification des amorces. Une seule bande est
visible autour de 150 Pb. Dans cet exemple, sur les quatre paires d’amorces
testées, seulement deux paires étaient valides.

Le produit du PCR classique a ensuite été utilisé pour le séquengage des fragments
a ’Institut Maurice-Lamontagne. Pour ce faire, une purification du produit PCR a été faite
sur colonne (Qiagen, QlAquick PCR Purification kit) suivi d’une PCR classique (les
conditions d’amplification étaient les suivantes : 35 cycles PCR comprenant un cycle de
dénaturation de 30 sec a 95 °C, un cycle d’amplification de 15 secondes a 60 °C et un cycle
d’extension pendant 4 min a 60 °C pour une durée approximative de 4 heures) afin
d’amplifier I’échantillon pour le séquengage avec le BigDyeterminator version 3.1 (Applied
Biosystems). Le produit de la PCR a ensuite été purifié (Ultra-Sep Dye Removal colums) et
séché (AS160 Automatic SpeedVac). Le produit a ét¢ suspendu dans du formamide et
séquencé (Tableau 2). Le séquencage a été effectué avec un séquenceur 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems-Hitachi). Une fois la séquence obtenue validée, une courbe
d’étalonnage a été effectuée en PCR quantitative (Bio-Rad, MyiQ-icycler-Real time PCR)
avec le marqueur SYBRGreen (BIO-RAD) afin de valider ’efficacité de la transcription
inverse. Une courbe de dilution a été effectuée avec PARN extrait (de 100 ng a 10 pg
d’ARN) et une transcription inverse a été effectuée sur ces dilutions afin de vérifier si la

pente de la courbe standard était égale a -3,3 (Figure 3).



Pour les analyses d’expression génique, nous avons utilisé 'apparetl 7900HT
(Applied Biosystem). Pour la méthode TagMan, deux amorces et une sonde ont été définies
a partir de la séquence préalablement obtenue (Tableau 3). Ces nouvelles paires d’amorces
ont ¢té dessinées avec le logiciel Primer Express 3.0. Les amorces sont de type TagMan
Gene Expression Assay Mix et le réactif est TagMan Fast Advanced Master Mix (Life

Technology).

Ensuite, avec les amorces TagMan, une courbe standard a été réalis€ée avec une
dilution d’un pool d’ADN de 10" a 10 afin de vérifier I’efficacité de la PCR sur
I’ensemble des génes (Figure 4). Pour étre efficace, la pente doit étre de -3,3 comme pour la

validation de I’efficacité de la transcriptase inverse.



Tableau 2 : Séquences obtenues lors du séquengage a I’Institut Maurice-Lamontagne (IML) pour I’ensemble des génes a

I’étude
Geénes Amorces (5'->3") Séquences Références
185 F: CCCCGTAATTGGAATGAGTACACTTT  AAATCCTTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCT  Salmo salar AJ427629
R: ACGCTATTGGAGCTGGAATTACC GGTGCCAGCAGCCGC (51 pb) (Holzer et al., 2002)
CCAGCTTGCCACCCTCAGCCTTGACCTCACCGTGGA Sul t
i AACGTCCGTGGGTGGAGTCATACTTGAACATGTAGA atmo trutta
GADPH  FiGCAGGCCCAGEAGGTGAAGG CCATGTAGTCCAGGTCGATGAAGGGGTCGTTGATGG — EF406273.1 (Lucarda et
R: GGTGAAAGGTCAGCGGGGGC
CCACAATCTCAACTCCCTTCTTGGAGTGGAATGCAG al., 2007)
CACGGGTCACCAGACGCCCGATACGGC (171 pb)
Alignement entre O.
Betaact F : GCTGTCTTCCCCTCCATCGT ﬁéggﬂéﬁéfﬁégﬁﬁéﬁgf?gggg%ﬁ}ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁf mykiss AF157514 (Yang
cta-actine o TCTCCCACGTAGCTGTCTTICTG et al, 1999) et S. salar

Transcétolase

Annexine A2

Grancalcine

= M

=l

AT

: GCCGTATCGGGCGTCTGGTG
: CCAGCTTGCCACCCTCAGCC

: GCTGGCGAAGTACAGCGGCTT
- AACGGATGTGGCCACCTGGA

. TGCCCCAATGGTCACCAAGCA
: TGCCCTGTGTTGTAAACATGCCCT

TACGTGGGAGA (83 pb)

TGGTGAAAGGTCAGCGGGGGCGGTATCTTCTGTTAG
GGTAGCTCGGGGCAGATGGTCTTGTTGGGATTCTGA

ATCTGAGCCTCGCTAAGTCGTTTAATCGGCCTCCTCT
GGCCCGGTCCTTAGGCATGGGCTTACCCAGTGCCAG

ATTCATCCATATCTCTCAATGCCTTGATCCTCTCCCC

TTGAAGGTCTGCC (195 pb)

AACGGATGTGGCCACCTGGATCTCTATCATGTCAGA
GAGGAGTGTTCCTCACCTGCAGAAAGTGTTTGACAG
GTATAAGAGCTACAGTCCCTACGACATGCAGGAGA
GCATCAGGAAGGAGGTGAAGGGAGACCTGGAGAAG
TCCTTCCTCACACTCGTTGAGTGTTTTGAGAACAAG
CCGCTGTACTTCGCCAGCA (197 pb)

GGCGATTTGCCCTGTGTTGTAAACATGCCCTGTTATT
CCTTCGCAAAGAAAAGCATGCATTAACTACCGCCAA
CAATTATGTCTACAACTTTTTTTGTGATAACCTGCAT
TTTCATAGTTCAGGGTGAAATATTTCTCAGACAT
GTAGTTAAGTGCTTGGTGACCATTGGGGCAAA (176
pb)

(Leonget al., 2010)

Salmo salar
NM 001140534.1
(Leong et al., 2010)

Salmo salar
CA057408.1 (Rise et al.,
2004)

Salmo salar
CK990820.1 (Rise et
al., 2004)

* Le gene 18S et BETA-ACTINE avaient été séquencés par Marie Vagner (Sauvage et al, 2012)
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Figure 3 : Validation de la courbe standard effectuée a partir du géne 18S. La pente
de la courbe est de -3,356

Tableau 3 : Amorces utilisées pour la méthode TagMan

Géne Amorces (5'->3") Sonde
185 F : GATCCATTGGAGGGCAAGTCT TGCCAGCAGCCGE
R : GATACGCTATTGGAGCTGGAATTAC
GADPH  F:CCGTGGGTGGAGTCATACTTG CATGTAGACCATGTAG
R : TCAACGACCCCTTCATCGA TCCAG
Beta-actine  F: GGTCGTCCCA GGCATCAG ATGGTTGGGATGGGC
R : CGTCTCCCACGTAGCTGTCTT
Transcétolase F :GCCTCGCTAAGTCGTTTAATCG CCTCCTCTGGCCCGGT
R : TGGGTAAGCCCATGCCTAAG
Annexine A2 F : GCTACAGTCCCTACGACATGCA AGAGCATCAGGAAGGAG
R : GACTTCTCCAGGTCTCCCTTCA
Grancalcine g . cGATTTGCCCTGTGTTGTAAAC TGCCCTGTTATTCCTT
R : GCGGTAGTTAATGCATGCTTTTC
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Figure 4 : Validation de I’efficacité de la PCR effectuée a partir du géne 18S. La
pente de courbe est de -3,2765

Une premiére série d’analyses a ét¢ effectuée avec 84 échantillons comprenant deux
genes de référence 18S et GAPDH ainsi que trois génes cibles : annexine A2, grancalcine et
transcétolase. Toutefois, cette analyse préliminaire a permis de constater l'absence
d’expression de la transcétolase et de retirer cet EST de P’analyse subséquente. Les résultats
n’ont pas ét€ conservés étant donné certains ajustements apportés au protocole de PCR qui
ont grandement limité le nombre d’échantillons pouvant étre conservés. Les résultats de ces

travaux préliminaires sont présentés en annexe (voir annexe I).

Au total, 168 échantillons ont ét¢ analysés pour les cing geénes choisis (188,
GAPDH, Beta-Actine, Grancalcine et Annexine A2). Les plaques ont été montées avec
4 échantillons. Pour chaque puit, le mélange de réaction utilisé était composé de 0,5 ul
d’amorces, 2 pl d’eau stérile, 5 pl du milieu réactionnel et 2 pl d’ADN. dilué a 1072 (25 a
50 ng). La plaque a ensuite été centrifugée a 2000 g (centrifugeuse Eppendort 5430R+). La

PCR a été réalisée avec un cycle d’incubation de 2 minutes a 50 °C et 20 secondes a 95 °C



et un second cycle d’amplification répété 50 fois de 10 secondes a 95 °C et 20 secondes a
60 °C. Les « Cycle Treshold » (CT) des échantillons ont été analysés avec le logiciel RQ
Manager (Applied Biosystems) et ExpressionSuite (Applied Biosystems). Pour un méme
échantillon, seulement les réplicats dont la différence entre les CT était sous un maximum

de 0,5 ont été conservés pour I’analyse statistique.

2.6  TRAITEMENT DES DONNEES

Un test de Kolmogorov-Smirnov a été utilisé pour tester la normalité des données et
le test de Levene pour I’homogénéité des variances. Pour les données des variables
suivantes : Longueur, Hématocrite, EF (Epaisseur du filament), EEF (Epaisseur de
I’épithélium du filament), EL (Epaisseur de la lamelle), CML (nombre de cellules & mucus
sur la lamelle) et CCF (nombre de cellules a chlorure sur le filament), aucune
transformation n’a ét¢ nécessaire pour obtenir I’homogénéité des variances. Cependant
pour les données des variables CCL (nombre de cellules a chlorure sur les lamelles
branchiales) et Poids, celles-ci ont ét¢ modifiées avec une transformation logarithmique.
Pour les variables IHS (Indice hépato-somatique), Hémoglobine, MCHC (Concentration
moyenne d’hémoglobine par globule rouge), Osmolalité et celles de CT (Expression
génique), "’homogénéité des variances n’a pas ét€ obtenue. Les différences physiologiques
entre les formes et les hybrides ont été analysées par analyse de variance (ANOVA) a trois
facteurs : traitement (eau douce et eau de mer), forme (anadrome, résident, anadrome -
résidentd et résident@-anadromed) et jour (0, 3, 7, 14 et 60) a l'aide du logiciel
STATISTICA (version 6 sur Windows XP). Le seuil de significativité¢ a ét¢ fixé a 0,05.
Pour les différences histologiques, les données ont été analysées avec une ANOVA 4 deux
facteurs : forme (résident et anadrome) et jour (0, 3 et 7). En présence d’effets significatifs,
des tests de comparaison multiple de Tukey ont été effectués sur les variables dont les
variances étaient homogénes. Pour les autres, un test LSD (Least Significant Difference)

sur les rangs a ét¢ utilisé comme test a posteriori. Pour les données d’expression génique,
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une valeur arbitraire de 41 cycles a été attribuée aux échantillons pour lesquels I’expression
¢tait non détectable. De plus, les AACT ont été calculés a partir de [’équation

suivante (Livak et Schmittgen, 2001):
AACT = (CT,Target - CT,Actin)Time X" (CT,Target - CT,Actin)Time 0
ou :
Target = Géne cible (Grancalcine ou Annexine A2)
Actin = Gene de référence (18S,, GAPDH, Beta-Actine)
Time x = N’importe quel point dans le temps

Time 0 = Représente | X I’expression du géne cible normalisé avec le géne de référence



RESULTATS

3.1 COMPARAISON PHYSIOLOGIQUE ENTRE LES DIFFERENTS CROISEMENTS (SOUCHES PURES
LT INDIVIDUS HYBRIDES)

3.1.1 Croissance

L’utilisation des ANOV As a trois facteurs (Jour: 0, 3, 7 14 et 60 ; Traitement : Eau
douce et Eau de mer; Forme : Anadrome, Résident, Résident-anadrome et Anadrome-
résident) pour 1’analyse des données physiologiques complexifie la description des
résultats. Pour simplifier sa compréhension, seulement les résuitats les plus signifiants
seront présentés sous la forme graphique, mais I’ensemble des résultats des analyses
ANOVAs a trois facteurs pour Pensemble des variables physiologiques sont présentés dans

le Tableau 4.

Les résultats obtenus montrent une croissance sur deux mois, celle-ci étant similaire
que les animaux aient été élevés en eau douce ou en eau de mer (Tableau 4). Tel
qu’attendu, il n’y a pas de différence significative de croissance entre les poissons qui ont
été élevés en eau douce et eau de mer pour les jours 0 (0 %o), 3 (6 %o), 7 (14 %o) et 14
(28 %0) du mois de juin (12,42 g + 0,18; n = 758) (Figures 5 et 6). Les poissons
échantillonnés en eau douce et en eau de mer au jour 60 ont une longueur et une masse
significativement plus élevées que les poissons €chantillonnés en début d’expérimentation

(Figures 5 et 6).



Tableau 4 : Résultats des ANOVAs a trois facteurs : Jours (0, 3, 7, 14 et 60), Forme (AR, R, RA et A) et Traitement
(Eau douce et Eau de mer) sur ’ensemble des variables physiologiques

. . Jour * Jour * Traitement* Jour *
Variable Transformation Jour Traitement Forme . Traitement *
Traitement Forme Forme F
orme
Fiz, 801 = Fia e =
Longueur Aucune Fs80=3584 F =080 Fs =767 Fa s =73 0,93 F3 521 = 0,49 0,88
(cm) p= 0,00 =0,37 =0,00 =0,02 p=0,51 =0,69 =0,56
p p p p p
Fi2,821 = Fioen =
Masse (g) Logarithquue F4, §21 = 46,29 Fl, 821 = 0,2] F3,321 = 5,79 F4, 821 = 2,99 0,82 FJ, 821 = 1,09 0,58
p=0,00 p=20,65 p=10,00 p=10,02 p=0,63 p=0,35 p=0,86
Indjce Fi2, 388 = Fio 383 =
Hépato- Aucune Fiiss =424  Fi388=40,00 Fs3s8=2,37 Fy355=169]1 0,75 F3 388 = 1,82 0,96
somatique p=0,02 p=0,00 p=0,07 p=0,00 p=0,70 p=0,14 p=0,48
, . Fi2.380 = Fiz380 =
Hémoglobine Aucune Fu380=32,68 Fi380=2,0 Fss0=127 Fase0=1,50 2,46 F3, 380 = 1,09 0,91
(mg/globule) p=0,00 p=0,15 p=0,29 p=10,20 p = 0,00 p=0,735 p=0,53
, . Fio, 313 = Fiz 315 =
Hem;(i)tocrlte Aucune Fa33=3,73 Fi53=1458 F3313=1,88 Fa33=146 1,30 Fs 53 = 1,47 0,84
(%) p=0,01 p = 0,00 p=0,13 p=0.21 p=022  p=022  p=06l
. Fi2 360 = Fia360 =
Osmolalité Aucune Fa60=2,08 Fi1360=29,15 F3360=5,39 Fs 360=13,93 0,78 F3 360 = 2,28 0,68
(mOsm/kg) p=0,09 p=0,00 p=0,00 p=0,00 p=0,68 p = 0,08 p=0,77
Fi2,302 = Fi2, 300 =
MCHC Aucune Fa300= 14,42 Fi1302:=5,64 F33027224 Fa302=3,04 2,03 F3,302= 1,75 1,57
p=0,00 p=20,01 p=20,08 p=10,02 p=20,02 p=0,16 p=0,10




Nous avons également mis en €vidence un effet forme pour le poids et la longueur
soit un effet qui n’est pas affecté par les facteurs Jour ou Traitement. Effectivement, la
croissance varie selon le type de souches et de croisements. Par conséquent, les poissons
provenant du croisement anadrome-résident se démarquent des autres poissons avec une
longueur significativement supérieure d’environ 5 % et en masse de 13 % par rapport aux
poissons du croisement résident-anadrome et de ceux appartenant aux souches pures

(Figures 7 et 8).

Au début de I'été, I’indice hépato-somatique est demeuré stable chez tous les
poissons qu’ils aient ét€ €levés en eau douce ou en eau de mer (Figure 9). Cependant, a la
fin de I’été, celui-ci est plus élevé chez les poissons qui ont été élevés en eau de mer que
ceux qui sont demeurés en eau douce durant tout 1’¢té. De plus, on observe que les formes
ne réagissent pas de la méme fagon au traitement cau de mer (Figure 10). En effet, les
poissons appartenant a la souche pure anadrome conservent le méme indice hépato-
somatique en eau douce et en eau de mer aprés 60 jours alors que celui-ci est plus élevé
pour tes animaux résidents et hybrides demeurés en eau de mer (Figure 10). En eau douce,
les poissons qui appartiennent au croisement anadrome-résident ont un indice hépato-
somatique qui est significativement inférieur a celui des poissons appartenant aux souches

pures et ceux du croisement résident-anadrome.
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Figure 5 : Longueur chez des ombles de fontaine résidents et anadromes maintenus
soit en eau douce (ligne pointillée), soit en eau de mer (ligne pleine) durant la
période estivale. Les moyennes tiennent compte des données obtenues chez les
différentes formes et leurs hybrides. Moyenne + erreur type. Les lettres différentes

60

montrent les différences significatives entre les jours dans un milieu donné.
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Figure 6 : Masse chez les ombles de fontaine maintenus soit en eau douce (ligne
pleine) soit en eau de mer (ligne pointillée) pendant la période estivale. Les moyennes
tiennent compte des données obtenues chez les différentes formes. Moyenne + erreur-
type. Les lettres différentes montrent les différences significatives entre les jours pour
un milieu donné. L’ANOVA a été effectu€ée sur une transformation de type
logarithmique, la présentation graphique a été faite avec les données non transformées.
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Figure 7 : Longueur d’ombles de fontaine de souches pures (A et R) et de croisements
hybrides (RQAJZ et AQRJ) pour le jour 60. Les moyennes tiennent compte des
données obtenues pour les différents traitements. Moyenne + erreur-type. Les lettres
différentes montrent les différences significatives entre les formes.
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Figure 8 : Masse chez des ombles de fontaine de souches pures (A et R} et de
croisements hybrides (RQAJ et APRJ) au jour 60. Les moyennes tiennent compte
des données obtenues pour les différents traitements. Moyenne + erreur-type. Les
lettres différentes montrent les différences significatives entre les formes. L’ANOVA
a été effectuée sur une transformation de type logarithmique, la présentation graphique
a été faite avec les données non transformées.
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Figure 9 : Indice hépatosomatique chez des ombles de fontaine maintenus en eau
douce (ligne pointillée) ou en eau de mer (ligne pleine) durant la période estivale.
Les moyennes incluent les données obtenues chez les deux formes. Moyenne +
erreur-type. Les lettres différentes montrent les différences significatives entre les
Jjours pour un milicu donné.
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Figure 10 : Indice hépatosomatique chez des ombles de fontaine de souches pures (A et
R) et de croisements hybrides (RPAJ et APRJ) qui ont été maintenus en eau douce
(triangle) ou eau de mer (carré) durant 60 jours. Les moyennes incluent les données
obtenues a tous les jours d’échantillonnage. Moyenne =+ erreur-type. Les letires
différentes montrent les différences significatives entre les formes.
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3.1.2 Indicateurs osmotiques et hématologiques

Les animaux échantillonnés au jour 0 (0 %o) au début du mois de juin avait un
pourcentage d’hématocrite significativement plus élevé que ceux échantillonnées a la fin du
mois de juin (Figure 11). Egalement, lorsque ’on compare les poissons qui sont demeurés
en eau douce avec ceux qui ont été ¢levés en eau de mer, on constate que le pourcentage
d’hématocrite est significativement plus élevé chez les animaux qui ont évolué en milieu

salin (Figure 12).

La concentration en hémoglobine chez les poissons ne varie pas selon qu’ils ont €té
élevés en eau douce ou en eau de mer (p = 0,14). Toutefois, on observe des différences de
la concentration d’hémoglobine chez les animaux selon la journée d’échantillonnage et la
forme (Figure 13). Chez les anadromes, la concentration d’hémoglobine est faible en début
d’expérimentation puis augmente aux environs de 130 mg/ml lors des journées
d’échantillonnage 14 et 60 (Figure 13). On observe sensiblement les mémes variations de la
concentration d’hémoglobine chez les poissons de la forme résidente a I’exception du jour
3 (6 %o) qui est plus élevé que le jour 0. Chez les animaux qui proviennent d’un croisement
hybride, on constate qu’il y a beaucoup de variations de la concentration d’hémoglobine
pour les différentes journées d’échantillonnage. Au jour 14, le croisement hybride
anadrome-résident a une concentration d’hémoglobine autour de 130 mg/ml et elle
augmente a la fin de Pét€ alors qu’elle est significativement plus élevée que chez les autres
formes (Figure 13). On observe les mémes variations pour le croisement résident-
anadrome, on constate qu’en comparant avec le jour 0 en eau douce, I’hémoglobine est

plus élevée au jour 3, au jour 14 et au jour 60.

Au niveau de la concentration moyenne d’hémoglobine par globule rouge, on observe
qu’il n’y a pas de différences chez les animaux qui ont été ¢levés en eau douce ou en eau de
mer (Figure 14). En début d’expérimentation, le MCHC demeure semblable chez tous les

poissons {Figure 14).
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Figure 11: Pourcentage d’hématocrite chez des ombles de fontaine durant la période
estivale. Les moyennes tiennent compte des données obtenues pour les différentes
formes et traitements. Moyenne + erreur-type. Les lettres différentes montrent les
différences significatives entre les jours.



36

40,0 (176)
i
(177)
a
35,0
<
o
5
Joi
[0]
g 30,0
L
I
25,0
0,0

Eau de mer Eau douce

Figure 12: Pourcentage d’hématocrite chez des ombles de fontaine de souches
maintenues soit en cau de mer ou en eau douce. Les moyennes tiennent compte des
données obtenues pour les différentes formes et journées. Moyenne + erreur-type. Les
lettres différentes montrent les différences significatives entre les milieux.
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Figure 13 : Concentration d’hémoglobine chez des ombles de fontaine de souches
pures (A et R) et de croisements hybrides (RPAJ et AQRJ) pendant la période
estivale. Les moyennes tiennent compte des données obtenues pour les différents
traitements. Moyenne + erreur-type. Les * montrent les différences significatives entre
le jour O et les autres jours pour chacune des formes. Voir annexe Il pour ’ensemble
des tests a posteriori.
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Figure 14 : Concentration moyenne d’hémoglobine par globule rouge chez des ombles
de fontaine de souches pures (A et R) et de croisements hybrides (RQAJ et AQRJ)
durant la période estivale. Les moyennes tiennent compte des données obtenues pour
les différents traitements. Moyenne + erreur-type. Les * montrent les différences
significatives entre le jour O et les autres jours pour chacune des formes. Voir annexe
IH pour I’ensemble des tests a posteriori.



Ensuite, chez les poissons résidents-anadromes, on constate au jour 3, que le MCHC
est plus élevé en comparaison au jour 0 mais également plus élevé que celui observé chez
les autres formes pour la méme journée (Figure 14 et voir annexe IIT). Deux mois aprés le
début de I’expérimentation, les poissons du croisement anadrome-résident ont une
concentration moyenne d’hémoglobine par globule rouge significativement plus élevée que
les autres animaux, il y a donc une forte présence d’hémoglobine corpusculaire en
comparaison avec les poissons échantillonnés tout au long de Pexpérimentation (voir
annexe IlI). De plus, comparativement & son jour 0, la souche pure anadrome a un MCHC

plus élevé.

On observe également que le MCHC varie chez les ombles de fontaine maintenus en
eau douce ou en eau de mer. Au jour 0 (0 %o) et 3 (6 %o), celui-ci demeure le méme dans les
deux milieux d’élevage et ce, chez "ensemble des animaux (Figure 15). Aux jours 7
(14 %o) et 14 (28 %o), la concentration moyenne d’hémoglobine par globule rouge est plus
faible chez les poissons qui ont €té élevés en eau de mer en comparaison avec ceux qui sont
demeurés en eau douce (Figure 15). A la fin de I’expérimentation, le MCHC est
significativement plus élevé chez les poissons qui sont demeurés en eau douce tout I’ét¢ en

comparaison des poissons €chantillonnés durant la période estivale.

Pour I’osmolalité plasmatique, on constate qu’il y a des différences significatives tant
au niveau des différentes souches de poissons, des jours, que des traitements (Figures 16,
17 et voir annexe 1V). En début d’expérimentation, ’osmolalité plasmatique est semblable
chez tous les poissons. Au jour 14 (28 %), il y a une augmentation significative de
I’osmolalité plasmatique pour les poissons de la forme résidente comparativement a celle
des animaux anadromes. On constate que ’osmolalit¢ plasmatique différe peu chez les
anadromes et les hybrides lorsqu’ils sont en eau de mer (Figure 16). A la fin de

I’expérimentation, I’osmolalité plasmatique est similaire chez I’ensemble des poissons.

Il faut cependant noter une augmentation de I’osmolalité plasmatique chez les
poissons qui ont été élevés en eau de mer alors que pour ceux qui sont demeurés en eau

douce, celle-ci reste stable tout au long de Pexpérimentation (Figure 17).
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Figure 15 : Concentration moyenne d’hémoglobine par globule rouge chez des ombles
de fontaine maintenus en eau douce (ligne pointillée) et en eau de mer (ligne pleine)
durant la période estivale. Les moyennes tiennent compte des données obtenues pour
les différentes formes. Moyenne + erreur-type. Les lettres différentes montrent les
différences significatives.
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Figure 16 : Osmolalité plasmatique chez des ombles de fontaine de souches pures (A et
R) et de croisements hybrides (RQAZ et AQRJZ) pendant la période estivale. Les
moyennes tiennent compte des données obtenues pour les différents traitements.
Moyenne + erreur-type. Les lettres différentes montrent les différences significatives au
méme jour. Voir annexe IV pour I’ensemble des tests a posteriori.
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Figure 17 : Osmolalité¢ plasmatique chez des ombles de fontaine maintenus en eau de
mer (ligne pointillée) ou en eau douce (ligne pleine) durant la période estivale. Les
moyennes tiennent compte des données pour les différentes formes. Moyenne + erreur-
type. Les lettres différentes montrent les différences significatives.



Au jour 0, la réponse de I’osmolalité¢ plasmatique est significativement différente
entre les deux milieux c’est-a-dire qu’elle est plus €levée en eau douce qu’en eau de mer.
Au jour 7, I’osmolalité plasmatique des animaux est plus élevée chez les poissons vivant en
eau de mer que ceux demeurés en eau douce. Au jour 14, la différence d’osmolalité
plasmatique entre ies deux traitements est significativement plus grande chez les animaux
qui ont été élevés en eau de mer que chez ceux qui sont demeurés en eau douce. A la fin de

la période estivale, on observe en eau douce, une osmolalité plasmatique significativernent

plus faible qu’en eau de mer.
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3.2  COMPARAISON DE LA STRUCTURE DU T1SSU BRANCHIAL ENTRE LES DEUX FORMES

3.2.1 Nombre de cellules a chiorure sur les filaments et les lamelles branchiales

Etant donné que pour les deux traitements eau douce et eau de mer, tous les animaux
étaient en eau douce au jour 0, les données ont été regroupées dans un méme groupe
nommé « eau douce ». A noter qu’une analyse statistique a quand méme été réalisée au
préalable pour tester la présence d’un effet bassin, et aucune différence n’a été trouvée
(p > 0,05). Au jour 7, seulement le traitement « eau de mer » a été échantillonné et analysé
alors qu’au jour 14, les deux traitements «eau de mer» et «eau douce» ont été
échantillonnés et analysés. A des fins de compréhension et de visualisation, des
microphotographies ont été prises afin de voir ’emplacement des cellules au niveau de
I’épithélium du filament branchial ainsi qu’au niveau de la lamelle respiratoire. De plus, les
deux types cellulaires a I'étude soit les cellules a chlorure ou ionocytes et les cellules a

mucus, y sont identifiés (FFigures 18B, 19B et 20).

Tout au long de I’expérience, le nombre de cellules a chlorure diminue entre le
premier jour d’échantillonnage et le dernier jour que ce soit au niveau des lamelles
respiratoires ou des filaments branchiaux. Egalement, les résultats indiquent que les cellules
a chlorure sont trois fois plus nombreuses sur les filaments branchiaux que sur les lamelles
branchiales lorsque les nombres sont rapportés sur une méme distance (Figures 21 et 22).
Apres 14 jours suivant le transfert en eau de mer, le nombre de cellules a chlorure sur les
filaments branchiaux est significativement inférieur a celui observé en début d’expérience
(jour 0) et ce pour les deux formes, résidente et anadrome (Figure 21). Ensuite, pour les
lamelles respiratoires, on observe au jour 14 que le nombre de celiules a chlorure est
significativement inférieur & celui observé au jour 0 et ce, chez les deux souches pures de
poissons. De plus, au jour 14, le nombre d’ionocytes sur les lamelles branchiales est

significativement plus élevé en eau de mer qu’en eau douce (Figure 22).
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Figure 18 : Microphotographies de filaments et lamelles branchiales
d’ombles de fontaine résidents au jour 14, en eau de mer A) filament
branchial (400x) et B) lamelles respiratoires (1025x). CC = cellule a
chlorure, CM = cellule a mucus et GR = globule rouge.
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Figure 19 : Microphotographies de filaments et lamelles branchiales d’ombles
de fontaine anadromes au jour 14 en eau de mer A) 400x et B) 1025x. CC =
cellule a chlorure, CM = cellule & mucus et GR = globule rouge.



Figure 20 : Microphotographies de filaments et lamelles branchiales
d’ombles de fontaine en microscopie confocale a 630x. Jour0;
A)omble anadrome en eau douce B) omble résident en eau douce,
jour 7: C) anadrome en eau de mer D) résident en eau de mer,
jour 14 : E) Résident en eau douce F) anadrome en eau de mer.

47



48

R Résident — Eau douce
[]Résident — Eau salée
B Anadrome — Eau douce
24 Anadrome - Eau salée

26
(8) (8) (8)
24 b b
®8)
22 b

(8)

NN
l\l

X

20+

N
N

7,

N
h

N
I

N
WX

I\

£\

NN
NN

N A A AA
NANANYN

o,
’\

NN
o
I,

2,

N
NN
A
hoyhy
AN

/.

LYy

N
N
7/,

7,
h Y

h)

/.
7\

Y
N

S
N

VN
’\
LA A
AYAYAY
NN

NV
ININN
4
NN
I\I

N
I\

&
~
N

N
Y

Nombre de celtules a chlorure sur le filament/200 um
=

7,

KA
. Ll
0 7 14
Jour

Figure 21 : Nombre de cellules & chlorure sur les filaments branchiaux chez les
deux souches pures d’ombles de fontaine (anadrome et résidente) maintenues en
eau de mer ou en eau douce en juin. Moyenne + erreur type. Les lettres montrent les
différences significatives entre les formes pour un milieu donné.
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Figure 22 : Nombre de cellules a chlorure sur les lamelles respiratoires chez les
deux souches pures d’ombles de fontaine (anadrome et résidente) maintenues
soit en eau douce ou en eau de mer en juin. Moyenne £ erreur type. Les *
indiquent la présence de différences significatives entre le jour 14 eau douce et
eau de mer alors que les lettres différentes indiquent la présence de différences
significatives entre les jours 0, 7 et 14. L’ANOVA a été effectuée sur une
transformation de type Logarithmique, la présentation graphique a été faite
avec les données non transformées.
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322 KEpaisseur du filament branchial et de Ia lamelle respiratoire

L’utilisation des ANOVAs & deux facteurs sur les deux traitements séparés
complexitie la description des résultats. Pour simplifier la compréhension, seulement les
résultats les plus signifiants sont présentés sous la forme graphique mais I’ensemble des

résultats des ANOV As sont présentés dans les tableaux 5 et 6.

En eau douce, chez les deux formes de poissons, les filaments sont beaucoup plus
¢épais au début de [Pexpérimentation (jour 0) qu’a la fin des deux semaines
d’expérimentation et, au jour 14, I’épaisseur du filament est significativement supérieure en

eau salée a celle observée en eau douce (Tableau 7).

L’¢épaisseur de I’épithélium du filament suit les mémes tendances que [’épaisseur du
filament. Ainsi, I’épithélium diminue significativement d’épaisseur entre les jours 0 et 14,
en eau douce, chez les deux souches pures et ’épithélium est significativement plus épais

en eau de mer qu’en eau douce au jour 14 (Tableau 7).

Au niveau des lamelles respiratoires, sur les 14 jours de suivi, les modifications de
I’épaisseur des lamelles branchiales sont similaires chez les deux souches pures que les
animaux aient ét¢ en eau douce ou en eau de mer (Figure 23). En eau douce, on observe une
diminution significative de I’épaisseur des lamelles branchiales entre le jour 0 et le jour 14.
En eau de mer, au jour 14 (28 %), il y a également une diminution significative de
I’épaisseur des lamelies respiratoires. La diminution de I’épaisseur de la lamelle est donc

semblable pour les deux traitements (Figure 23 ; Tableaux 5 et 6).



Tableau 5 : Résultats des ANOVAs a deux facteurs : Jours (0 et 14) et Forme (Résident et Anadrome) en eau
douce seulement.

Variable Transformation Jour Forme Jour*Forme

Distance interlamellaire Aucune F 1},322 ;,(9),;)0 FI;i ;’g’gz Fl;i 392’977

Epaisseur du filament Aucune Flézi ;,3’249 F!F’)zi (2),(;’708 Fl;i (:)’(3/31 2

Epaisseur de 1'pithélium du Aucune Fi,28 = 8,65 Fi,28=0,05 F1,22=0,12
filament p=0,00 p=0,81 p=20,73

Distance de diffusion Aucune Flbzi ;,2’52 Flr’)zi(:),g’:;& Fl;i ;’21’345

Epaisseur de la lamelle Aucune F‘}’;i;,(g)’(?“ F]F’)Ziz,g’jz F]r’)ziz,g’zl

Epaisseur de I'épithélium de la Ancune Fis=1,13 Fi,28=0,01 Fi 2 =1,61
lamelle p=0,30 p=10,94 p=0,21

Nombre de cellules a chlorure Aucune Fi,28=1,69 Fi1,28 = 0,03 Fi,28=0,21
sur le filament p=0,21 p=0,86 p=10,65

Nombre de cellules & mucus sur Aucune Fi,2=2,54 Fi28=4,13 Fi28=0,16
le filament p=0,12 p=0,05 p = 0,69

Nombre de cellules a chlorure Fi 25=0,02 Fi 28 = 0,00 Fi.28=0,13
sur la lamelle Aucune p=0,80 p=0,96 p=0,72

Nombre de cellules a mucus sur Aucune Fi,28=3,22 Fi,28 =2,07 Fi,28=0,02
la lamelle p=0,08 p=20,16 p=0,87




Tableau 6 : Résultats des ANOVAs a deux facteurs : Jours (0, 7 et 14) et Forme (Résident et Anadrome) en eau de

mer seulement.

Variable Transformation Jour Forme Jour*Forme

Distance interlamellaire Aucune F2,42=0,32 F1,42=0,17 F2,42=1,05
p=0,73 p=0,68 p=0,36

L F2,42=0,68 Fi,42=0,00 F242=10,02
Epaisseur du filament Aucune D= 0,5] p=0,99 p=098

Epaisseur de I'épithélium du Aucune Fa 4= 1,01 Fl 42 =023 Fa, 42 = 0,66
filament p=10,37 p=0,63 p=10,52

Distance de diffusion Aucune F2,42=0,76 Fre2= 1,96 F2,42=0,34
p=0,47 p=0,17 p=20,72

Epaisseur de la lamelle Aucune F2,42= 3,34 Fir.2=031 F22=0,11
p=0,04 p=0,58 p=0,90

Epaisseur de 'épithélium de la Aucune Fs 42 = 2,06 Fi =339 Fa. 42 = 0,62
lamelle p=0,14 p=0,07 p=0,54

Nombre de cellules a chlorure Aucune Fya=4,77 Fla=1,18 F242=0,57
sur le filament p=0,0] p=0,28 p=0,57

Nombre de cellules a mucus sur Aucune F2 42 =0,83 Fi,42=6,81 F2,42=10,10
le filament p=0,44 p=0,01 p=0,90

Nombre de celiules a chlorure . . F240=13,99 Fi 42=0,47 F2,42=10,55
sur la lamelle Logarithmique p=0,00 p=10,50 p=0,58

Nombre de cellules & mucus sur Aucune Fo40=1,54 F1,42=3,87 F2.42=0,94
la lamelle p=0,23 p=10,06 p=0,40
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Tableau 7 : Epaisseur du filament branchial et de ’épithélium du filament branchial chez
les deux souches pures d’ombles de fontaine (anadrome et résidente) maintenues soit en
eau douce ou en eau de mer au mois de juin. Les * indiquent la présence de différences
significatives entre le jour 0 et le jour 14 en eau douce et les caractéres gras indiquent la

présence de différences significatives entre le jour 0 et le jour 14 en eau de mer.
Moyenne = erreur type.

Epaisseur du filament (um)

Souche N Jour 0 (eau douce) N Jour 14 (eau douce) N Jour 14 (eau de mer)
Anadrome 8 4428 + 443 8§ 3667 + 3,66 8 4984 <+ 638
Résident 8 4450 + 243 8 3554 + 229* 8 5081 + 6,76
Epaisseur de 1'épithélium du filament (um)
Anadrome 8 1597 + 1,72 8 1282 + 1,27* 8 18,04* + 2,10
Résident 8 16,11 £ 095 8 12,12 £ 063* 8 18,78 + 2,05
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Figure 23 : Epaisseur des lamelles respiratoires chez les deux souches pures d’ombles
de fontaine (anadrome et résidente) maintenues soit en eau de mer et en eau douce en
juin. Moyennes =+ (errewr-type). Les * indiquent la présence de différences
significatives entre les jours O et 14 alors que des lettres différentes indiquent la
présence de différences significatives entre les jours 0, 7 et 14,



Tableau 8 : Distance interlamellaire (D), distance de diffusion (DD), épaisseur de I’épithélium lamellaire (EEL) et
nombre de cellules 2 mucus sur les lamelles respiratoires (CML) chez les deux souches pures d’ombles de fontaine
(anadrome et résidente) maintenues en eau douce (ED) ou en eau de mer (EM) au mois de juin.

Moyenne + erreur type.

Résident Anadrome

Traitement N  Moyenne Erreur-type N Moyenne Erreur-type
Dist nter] llaire (DI) ED 16 46,94 + 0,95 16 46,74 + 1,01
istance interlamellaire ( EM 24 47,15 £ 062 24 4754 £ 0,71
. . . ED 16 4,15 + 0,19 16 3,92 + 0,20
Distance de diffusion (DD) EM 24 3.68 + 0.12 24 4.02 N 0.20
Epaisseur de I'épithélium de la ED 16 3,76 + 0,18 16 3,74 + 0,18
lamelle (EEL) EM 24 3,43 + 0,10 24 3,81 + 0,18
Nombre de cellules & mucus ED 16 0,19 * 0,04 16 0,29 + 0,06
par lamelle (CML) EM 24 0,17 + 0,03 24 0,30 + 0,05
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3.2.3 Autres mesures histologiques

Plusieurs autres mesures ont été prises sur les coupes histologiques soit la distance
interlamellaire (DI), la distance de diffusion (DD), Pépaisseur de I’épithélium lamellaire
(EEL) et le nombre de cellules 2 mucus sur les lamelles branchiales (CML) (Tableau 8).
Cependant, & une exception pres, aucune différence signitficative n’a été observée entre les
formes ni entre I’eau douce et ’eau de mer ou entre le début et la fin de Pexpérience. Le
nombre de cellules a mucus présentes sur les filaments branchiaux est toutefois
significativement différent entre les formes pour le traitement « eau de mer » avec un plus
grand nombre de cellules @ mucus chez les anadromes que chez les résidents. 1l y a donc
une réponse face au traitement eau de mer qui est différente de ’eau douce oli les deux
formes ne sont pas significativement différentes. Egalement, une comparaison entre le jour
14 en eau de mer (28 %o) et en eau douce montre qu’il v a bien une différence entre les
traitements ou le nombre de cellules a mucus est plus élevé dans I’eau de mer par rapport a

I’eau douce (Tableau 9).
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Tableau 9 : Nombre de cellules a mucus sur le filament (CMF) chez les deux
souches pures d’ombles de fontaine (anadrome et résidente) maintenues soit
en eau douce ou en de mer au mois de juin. Les * indiquent la présence de
différences significatives entre les résidents et les anadromes en eau de mer et
les lettres indiquent la présence de différences significatives entre le jour 14
en eau douce et en eau de mer. Moyenne + erreur type.

Nombre de cellules a mucus sur le filament (CMF)

Eau douce Eau de mer
Anadrome 16 2,55 + 049 24 288* =+ 0,35
Résident le 1,39 + 0,3] 24 1,75*% = 023

Jour 14 16 1,51 + 031 16 2,58 + 0,36




3.3  COMPARAISON DE L.’EXPRESSION GENIQUE ENTRE LES SOUCHES PURES

Il 0’y a pas de différences significatives dans les niveaux d’expression génique des
génes grancalcine et annexine 2 entre les traitements au cours de la premicére semaine
d’exposition a I’eau de mer (Figures 24 et 25). Au jour 14, soit a une salinité¢ de 28 %o,
’expression génique de la grancalcine et de P’annexine 2 étaient plus faibles chez les
résidents en eau de mer que chez ceux demeurés en eau douce (Figures 24 et 25). A la fin
de I’été, ’expression génique était similaire entre les deux milieux et les deux formes pures

pour les deux génes (Figures 24 et 25).
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Figure 24 : L’expression génique du géne Grancalcine (-AACT) chez des ombles de
fontaine résidents (Forme R) et anadromes (Forme A) maintenus soit en eau douce ou
en eau de mer durant la période estivale. Moyenne + erreur type. L’astérisque * montre
la présence de différences significatives entre les deux milieux pour une forme donnée.



-AACT
o

0.0

3.6

-1.0
o =3~ Forme
16 . . . 4~ Forme

ED EM £D EM ED EM ED EM ED EM
jour 0 Jour 3 Jour 7 Jour 14 lour 60

Figure 25: L’expression génique du géne Annexine A2 (-AACT) chez des ombles de
fontaine résidents (Forme R) et anadromes (Forme A) maintenus soit en eau douce ou en
eau de mer durant la période estivale. Moyenne + erreur type. L’astérisque * montre la

présence de différences significatives entre les deux milieux pour une forme donnée.
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DISCUSSION

Dans cette étude sur 'omble de fontaine, deux principaux objectifs étaient ciblés afin
de vérifier certaines hypothéses posées par Bastien ef al. (2010) et Boulet ef al. (2012).
Dans un premier temps, nous voulions vérifier si utifisation d’une salinité plus élevée
pourrait permettre de contraster la capacité d’acclimatation a I’eau de mer entre résidents-
eau douce et anadromes. L’¢tude de transcriptomique effectuée par Boulet er al. (2012)
ayant démontré au niveau branchial des patrons d’expression différents entre résidents-eau
douce et anadromes pour certains génes liés a [’apoptose, nous voulions également vérifier
la présence d’une réorganisation cellulaire plus importante chez les anadromes que chez les
résidents en eau douce en début d’été, ce qui correspond a la période de migration en eau de

mer en milieu naturel.

4.1 REPONSE DES DIFFERENTS CROISEMENTS A UN TRANSFERT EN EAU DE MER A 28 %o

En transtérant les ombles jusqu’a une salinité de 28 %o, nous avons pu montrer que
’osmolalité plasmatique €tait plus €levée chez les résidents que chez les anadromes, ce qui
indique, a priori, une moindre capacité d’ajustement osmotique. En effet, aprés un transfert
a 20 %o, Bastien (2010) avait observé une augmentation de 306-310 mOsm/kg a environ
320 mOsm/kg chez les résidents d’ombles de fontaine alors que nous avons observé des
hausses pouvant aller jusqu'a 370 mOsm/kg chez les résidents comparativement a une
augmentation jusqu’a 330 mOsm/kg chez les trois autres croisements a I’étude soit les

anadromes, les anadromes-résidents et les résidents-anadromes.
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Au cours de la méme période de I’année, Boula et al. (2002) ont observé, sur la
riviere Laval, des valeurs moyennes de 290 = 5 mOsm/kg (moyenne * erreur-type) chez
des adultes résidents capturés en riviére alors que sur la Petite-Cascapédia, Janssoone
(2002) a observé des valeurs moyennes de 310 + 2 mOsm/kg chez des adultes résidents en
riviere pendant ’été. Ces valeurs sont plus faibles que les valeurs moyennes obtenues en
eau douce, dans la présente étude, chez les résidents de rivieres qui sont de
332,0 £3,7 mOsm/kg. Méme si, dans notre étude, la hausse d’osmolalité¢ a la suite du
transfert en eau salée est plus €levée chez les résidents que chez les anadromes, elle n’en
demeure pas moins dans les limites de ce qui est observé chez des anadromes en milieu
naturel (ol le stress de capture et de contention s’ajoute au changement de milieu en
période de dévalaison). En effet, Boula et al. (2002) et Janssoone (2002) ont mesuré,
respectivement, des osmolalités plasmatiques moyennes de 490 + 10 mOsm/kg et

362 + 6 mOsm/kg chez des anadromes capturés en estuaire.

Si le stress osmotique est plus €levé chez les résidents que chez les anadromes, on
devrait s’attendre a observer des différences pour d’autres indicateurs secondaires de stress
(e.g. Salvelinus fontinalis, eau douce a eau de mer, variations de P’hématocrite, de
P’hémoglobine et du MCHC selon fes mois, Claireaux et Audet, 2000 ; Salvelinus
Sontinalis, eau de mer, activité spécifique de la Na'-K™-ATPase 2 fois supérieure chez
résidents, Janssoone, 2002 ; Salvelinus fontinalis, eau douce, hémoglobine élevée, Houston
et De Wilde, 1969 ). Or, ce n’est pas le cas pour plusieurs de ceux-ci. Ainsi, I’hémoglobine
et la concentration d’hémoglobine par globule rouge (MCHC) au jour 14, a 28 %o, sont
similaires entre résidents et anadromes. De plus, alors que Bastien (2010) avait obtenu une
baisse des réserves énergétiques chez les résidents a I’atteinte de 20 %o, ce qu’elle avait
interprété comme I’indication d’une plus grande utilisation des réserves énergétiques et
reliée & un stress d’acclimatation, nous observons ’inverse. Effectivement, en eau de mer,
I’indice hépatosomatique est significativement plus élevé qu’en eau douce chez les
résidents et celui-ci reste identique pour les anadromes entre les deux milieux. Donc, méme
si I’acclimatation se fait moins rapidement chez les résidents que chez les anadromes, il ne

semble pas que cela résulte en un stress accentué chez les premiers.
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Lorsque I’on décortique les résultats obtenus durant I’ensemble de la saison estivale,
aucune différence n’est observée entre les résidents et les anadromes. Teoutefois, on observe
un hématocrite plus faible chez les individus qui ont passé I’été en eau de mer que chez
ceux demeurés en eau douce. On ne peut attribuer cette différence a un effet osmotique. En
effet, s’il y avait eu débalancement osmotique, ["augmentation de I’osmolarité plasmatique
aurait résulté en une diminution de la proportion d’eau présente dans le sang et donc en un
hématocrite plus élevé. Comme I’hématocrite est plus élevé en eau douce qu’en eau de mer
et que ’on observe aprés une semaine en eau de mer, une augmentation du pourcentage
d’hématocrite au cours de la saison, on peut supposer que la hausse observée est fonction
de la température. Ainsi, au cours de 1'été, la température a augmenté de 10 a 17 °C en eau
douce et de 5 & 12 °C en eau de mer. Comme P'oxygéne dissous est moindre & température
chaude qu’a température froide, les animaux doivent augmenter leur capacité de liaison et
de transport d’oxygene en eau plus chaude afin de conserver un méme registre aérobie (Fry
et al., 1947). D’ailleurs, la concentration d’hémoglobine sanguine est significativement
plus élevée a la fin de I’été qu’en début d’expérimentation peu importe le milieu dans
lequel les poissons ont été maintenus. Le MCHC est €galement pius élevé en fin d’été pour
I’ensemble des formes, mais encore plus chez les poissons d’eau douce. 11 est possible que
cette augmentation de la capacité de liaison et de transport de ["oxygene soit également iiée
a Paugmentation de poids des animaux et donc & une augmentation de la charge présente
dans les bassins (nombre de kg de poissons par metre cube d’eau). Quoi qu’il en soit, des
expériences supplémentaires seraient nécessaires pour isoler les effets de la température de
ceux de la densité. Il faut noter que la croissance a ¢ét€ similaire entre les animaux gardés en
eau douce et ceux élevés en eau de mer confirmant que tous les groupes se sont bien
acclimatés a I’eau de mer. En effet, un indicateur tertiaire de stress est la diminution de la
capacité de croissance (Barton et al, 2002). Lorsqu’il y a des changements
environnementaux comme le changement de salinité, le syst¢éme endocrinien joue un rdle
« critique » en tout temps puisqu’il régule la fonction osmorégulatrice et que les animaux
sont toujours soit en hypo ou soit en hyper osmorégulation (McCormick, 2001). Comme le

cortisol, I’hormone de croissance joue également un réle important dans cette régulation
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(McCormick, 2001). Chez les salmonidés, le cortisol et I’hormone de croissance agissent en
synergie pour augmenter la tolérance a I’eau de mer (McCormick, 1996 ; McCommick,
2001). On aurait donc pu s’attendre a observer une plus forte croissance chez les animaux
élevés en eau de mer, ce qui ne fut pas le cas. A noter cependant que les poissons élevés en
eau de mer avaient un indice hépatosomatique plus élevé que les animaux demeurés en eau
douce indiquant, chez les premiers, une plus grande accumulation de réserves énergétiques

en période estivale.

En travaillant avec des hybrides, nous voulions vérifier la présence d’effets parentaux
ou d’hétérosis sur la réponse osmotique. Comme nous avons effectué des croisements pour
obtenir des familles demi-fréres, il est possible de tester la présence d’effets maternels. On
constate que les individus de nos deux croisements hybrides ne présentent pas toujours les
mémes réponses que celles des souches maternelles. A la salinit¢ maximale (28 %o,
jour 14), Posmolalité¢ plasmatique est plus élevée chez les résidents que chez les
anadromes, mais elle est également plus élevée que chez les deux croisements hybrides. Par
conséquent, nos hybrides s’acclimatent aussi rapidement que les poissons anadromes et la
présence d’un seul parent (mére ou pére) suffit pour exprimer ce trait puisqu’il n’y pas de
différence entre les deux types de croisement hybride. La réponse des hybrides ne se
distingue qu’au niveau du MCHC, celui-ci étant significativement plus élevé chez le
croisement anadrome-résident que chez les trois autres types de croisement. Les individus
de ce croisement €taient d’ailleurs plus gros et plus longs (meilleure croissance). Crespel et
collaborateurs (2012) ont observé un effet d’hétérosis pour ce trait sur des croisements
entre trois souches d’omble de fontaine, soit une souche domestique, la souche Laval et la
souche Rupert, une souche résidente-eau douce. Dans cette étude, I’augmentation de la
masse par rapport aux souches parentales était de 4,9 a 23,8 % dépendamment du
croisement hybride considéré (souches Laval et Rupert) et de I’environnement (dans ce cas-
ci des sites de production différents, mais tous en eau douce). Dans une autre étude, Crespel
et collaborateurs (2013b) ont démontré Ia présence d’effets non-additifs chez des hybrides
anadromes x résident au niveau des réserves corporelles et de la concentration en glycogene

dans le foie. A I’hiver, en eau douce, chez les individus de la souche domestique et de la



souche Laval, Crespel et collaborateurs (2013a) ont observé un IHS significativement plus
élevé que chez les individus de la souche Rupert. Cela suggére également qu’il y a eu
utilisation des réserves énergétiques pour soutenir la croissance au lieu de ’emmagasiner
pour ["automne et I’hiver a venir. La réponse pour I’IJHS au niveau des hybrides était
intermédiaire aux lignés parentales ce qui suggére un effet additif. De plus, ces auteurs ont
montré que la stratégie d’utilisation des réserves €nergétiques en hiver différait entre les
souches : utilisation des réserves hépatiques de glycogéne avec une diminution du facteur
de condition chez la souche Laval et utilisation des lipides autour des viscéres chez la
souche Rupert. Dans notre étude, la réponse des hybrides au niveau de la croissance semble

typiquement additive et ne met pas en lumi¢re de phénomenes génétiques particuliers.

4.2  COMPARAISON DE LA STRUCTURE DU TISSU BRANCHIAL ET DE L’EXPRESSION DE GENES
RELIES A L’APOPTOSE ENTRE RESIDENTS ET ANADROMES

Tel qu’indiqué précédemment, un de nos objectifs était de confirmer ou d’infirmer
I’hypothése d’une réorganisation cellulaire plus importante dans les branchies des ombles
anadromes que chez les résidents en eau douce, au printemps. Nous avons également voulu
vérifier si la réponse structurelle au niveau des branchies était similaire entre les deux

formes.

D’un cbté, en eau douce, nous n’avons relevé aucune différence d’expression pour
nos deux génes cibles, la grancalcine et I’annexine A2. En période de présmoltification,
Boulet ef al. (2012) ont observé une surexpression de I’annexine A2 et de la grancalcine
chez des résidents en comparaison aux anadromes en utilisant la technique des micropuces.
Afin de pousser plus loin notre analyse, nous avons combiné nos premieres journées
d’échantillonnage qui correspondent a la période saisonniére normale de la dévalaison
(¢’est-a-dire jours 0, 3 et 7) pour augmenter le n en eau douce afin de mieux comparer nos
deux souches en eau douce, mais cela n’a pas modifié¢ les résultats (Fy 40 = 12,77,

p =0,80). La discordance entre nos résultats et ceux de Boulet e al. (2012) pourrait étre
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liée a la technique utilisée. En effet, la technique des micropuces permet de comparer une
grande variété de génes en méme temps mais cette technique a tout de méme des limites.
Une étude effectuée par Canales er al. (2006) a montré qu’en comparant I’expression
génique de plus de 997 TagMan Gene Expression Assays avec cinqg plaques commerciales
de micropuces (MicroArray Quality Control), il y avait une forte corrélation entre les
résultats mais €galement des discordances. La principale cause de variabilit¢ est la
différence entre la sonde de la séquence et I’emplacement visé. En effet, la méthode
Tagman est beaucoup plus précise en utilisant une sonde d’une vingtaine de nucléotides sur
la séquence du geéne choisi alors que la biopuce utilise la complémentarit¢ du transcrit
d’ADN ne tenant pas compte de I’emplacement vis€ sur le gene. Une deuxiéme source de
variabilité est la sensibilité variable et limitée des différentes plaques de micropuces pour
détecter I’expression génique faiblement exprimée. Canales et ses collaborateurs (2006) ont
conclu qu’il était nécessaire d’avoir une autre méthode de quantification génique pour

confirmer les résultats des micropuces.

Méme si des différences n’ont pas été¢ observées en eau douce au niveau de la
génomique, nous avons poussé I’étude par des observations histologiques. Des travaux
effectués sur Salmo trutta (Madsen, 1990) et sur Salmo salar (McCormick, 1996) ont
montré que les hormones de croissance exogénes et le cortisol avaient pour effet
d’augmenter I’activité branchiale de la Na™-K*-ATPase, le nombre de cellules a chlorure et
la tolérance a la salinité. En effet, bien que le cortisol soit une hormone liée au stress, le
role qu’il joue dans la prolifération ou la différenciation cellulaire avant la smoltification
est attesté par plusieurs études et chez différentes espéces de salmonidés (Oncorhynchus
kisutch, Richman 11l et Zaugg, 1987; Richman I1I et al., 1987 ; Salmo gairdneri, Laurent et
Perry, 1990 ; Salmo salar, Bisbal et Specker, 1991). Egalement, il a été démontré que
’augmentation du cortisol plasmatique induit une hausse du nombre de cellules a chlorure
chez différents téléostéens (e. g. Oreochromis mossambicus, McCormick, 1990). De plus,
chez le tilapia, le nombre de cellules a chlorure apoptotiques est un indicateur de stress li¢ a
la salinit¢ au méme titre que I’augmentation de I’osmolalité¢ plasmatique et de Pactivité de

la Na*-K*-ATPase (Sardella et al., 2004).
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En eau douce, dans la période de I’année ou les anadromes entreprendraient leur
migration, nos résultats ne montrent pas de différences du nombre de cellules a chlorure sur
les filaments branchiaux ou sur les lamelles respiratoires. L’absence de différences
significatives entre le jour 0 et le jour 7 nous démontre que les animaux a I’étude présentent
peu d’indices de présmoltification. Il en va de méme pour I’épaisseur des lamelles
respiratoires qui demeurent inchangées entre les premicres journées d’échantillonnage. Nos
résultats ne supportent donc pas notre hypothése de base suggérant une différenciation
cellulaire et apoptotique pour la présmoltification chez les anadromes. Egalement, sur la
base de nos résultats, nous ne pouvons pas conclure que nos animaux demeurés en eau
douce étaient en préparation pour une migration en eau de mer méme si ceux-ci étaient
soumis aux mémes conditions environnementales (photopériode et température) qu’en

milieu naturel.

D’un autre coté, chez les poissons transférés en eau de mer, nous avons observé des
changements dans les différents paramétres histologiques et génétiques Ainsi, la
grancalcine et I’annexine A2 sont sous-exprimées en eau de mer par rapport a I’eau douce.
A prime abord, nous aurions plutdt dii voir une surexpression de I’annexine A2 aprés Je
transfert en eau salée puisque cette protéine est impliquée dans la différenciation cellulaire
(Gilmore et al., 2004) et est exprimée dans les branchies des poissons qui font des
migrations (Monopteris albus, Shang et al., 2007 et Onchorhyncus mykiss, Martin et al.,
2007). Si on se rétére a nos résultats d’histologie, c’est-a-dire une diminution du nombre de
cellules a chiorure et de P’épaisseur du filament branchial, la sous-expression de I’annexine
A2 semble cohérente. Cependant, cette observation ne supporte pas ’hypothése selon
laquelle il y a une augmentation du processus d’apoptose apres le transfert en eau de mer.
Janssoone (2002) a observé, chez I’omble de fontaine anadrome de la riviere Petite
Cascapédia, une prolifération des cellules & chlorure au niveau des filaments branchiaux
chez les individus capturés en estuaire en période de dévalaison. La méme observation a éte
faite par Ura et al. (1997) sur Oncorhynchus masou et Shikano et Fujio (1998) sur Poecilia
reticulata. D’un autre coté, Christensen et collaborateurs (2012) ont mesur€, en laboratoire,

[’abondance d’ionocytes sur les filaments branchiaux chez le gaspareau (dlosa
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pseudoharengus) avant et aprés le passage a I’eau de mer & une salinité de 26,3 %o et n’ont
pas observé de différence entre les deux milieux. Selon ces observations on devrait donc
observer une constance ou une augmentation du nombre de cellules a chlorure sur les
filaments et les lamelles suite au transfert en eau salée. Dans la présente étude, on observe
plutdt une diminution significative de celles-ci sur les filaments branchiaux des poissons a
Patteinte de 28 %o, soit deux semaines aprés le début du transfert gradue! en eau de mer.
Comme soutenu par nos premiéres analyses sur la physiologie, il pourrait y avoir d’autres
facteurs comme la température et le lieu d’échantillonnage qui expliqueraient que nos
animaux réagissent de la méme fagon, indépendamment du milieu. Notons que I’étude de
Janssoone (2002) a été réalisée sur des poissons sauvages et non dans le cadre d’une
expérimentation en laboratoire. Dans les bassins d’élevage, les poissons sont a [’abri de
plusieurs stress environnementaux (diftérences de courants, présence de prédateurs, etc.).
Les exigences métaboliques étant moindres, il se peut que cela ait eu un effet sur les
modifications physiologiques en lien avec la régulation osmotique. A salinité maximale,
nous avons observé une diminution du nombre de cellules a chlorure au niveau des lamelles
respiratoires. Cependant, cette diminution s’observe a la fois sur les animaux demeurés en
eau douce et ceux qui ont migré en eau de mer. Cela suggere que la diminution du nombre
de cellules a chlorure n’est peut-étre exclusivement liée a la salinité mais aussi a d’autres

facteurs.

Selon nos observations, il y a plus de cellules & mucus sur le filament chez les
anadromes que chez les résidents en eau de mer. Egalement, au niveau des cellules a mucus
sur le filament pour les deux souches, il y a plus de cellules en eau de mer par rapport a
I’eau douce chez les individus échantillonnés au jour 14, Une augmentation du nombre de
cellules & mucus chez les anadromes pourrait indiquer une réponse de protection accrue a
une exposition a de nouveaux pathogénes (Mladineo et al., 2009). Le milieu marin étant
différent de ’eau douce d’un point de vue des microorganismes présents, il est possible que
les animaux ont eu a rencontrer plusicurs contraintes autres que la salinité¢ dans leur
environnement. D’ailleurs nous avons des données non analysées qui pourraient démontrer

cela. L’augmentation du nombre de cellules 2 mucus chez les anadromes en eau de mer
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permet de valider partiellement notre premiere hypothése suggérant qu’il y aurait des
différences entre les souches pures. De plus, le fait que les animaux en eau de mer aient
plus de cellules a mucus sur les filaments que les animaux en cau douce nous démontre que

I’augmentation de la salinité a un effet sur I’histologie du tissu branchial.

Nous avons observé une sous-expression du geéne grancalcine en eau de mer
comparativement a I’eau douce, et ce, pour ensemble des poissons a 1’étude au jour 14, a
Patteinte d’une salinité de 28 %o. La grancalcine joue un role dans le systéme immunitaire
inné puisqu’il s’agit d’une protéine spécialisée exprimée dans les neutrophiles et les
monocytes/macrophages (Xu ef al., 2006). On sait ¢galement qu’elle est exprimée dans les
globules rouges apres un stress thermique chez les salmonidés (Lewis ef al., 2010). 1l a déja
gte attesté que méme les neutrophiles déficients en grancalcine exercent quand méme leur
role dans les sites inflammés pour I’apoptose (Xu ef al., 2006). On peut ainsi supposer que
méme une sous-expression de la grancalcine n’empéche pas que les systémes de défense
soient pleinement efficaces. Cependant, le nombre de cellules & mucus ayant augmenté en
cau de mer, il devient alors plus ambigu d’établir que la réponse de la grancalcine soit
toujours aussi efficace. En effet, ’augmentation du nombre de cellules & mucus pourrait
étre liée a une réponse du systéme immunitaire suite a la baisse d’expression de la
grancalcine. Lewis ef al. (2010) ont démontré, chez la truite arc-en-ciel provenant d’une
ferme océanique, qu’un choc de température crée une surexpression génique 4 fois plus
importante du geéne grancalcine par rapport a [’expression génique de ce géne a une
température plus basse. Considérant que I’eau douce était plus chaude que Peau de mer
dans nos expériences, on peut penser que la réponse observée pourrait avoir ét€ influencée

ou encore étre directement liée a une réponse aux conditions thermiques.

Si 'on se réféere 4 nos hypothéses exprimées a la suite de nos résultats
physiologiques, nous avons en partie rejeté¢ I’idée d’un stress osmotique sur la base des
résultats obtenus et nous avons suggéré que plusieurs des modifications observées sur le
plan hématologique pouvaient plutdt étre liés a des réponses aux conditions de température.

Parallélement, on constate que les lamelles respiratoires sont de moins en moins €paisses
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chez les deux formes a mesure que la période estivale avance, et cela pour les deux types
d’habitats étudiés. Une diminution de I’épaisseur de la lamelle devrait résulter en une
diminution de la distance de diffusion ce qui confirmerait une augmentation de la capacité
d’échange d’oxygéne avec la hausse saisonni¢re de la température, mais les mesures
directes sur la distance de diffusion n’ont pu confirmer ceci. La diminution de I’épaisseur
de I’épithélium lamellaire pourrait ainsi simplement refléter la diminution du nombre de
cellules a chlorure, beaucoup plus grosses que les cellules respiratoires. Il faut noter que le
filament branchial et I’épithélium du filament sont plus épais chez les animaux demeurés en
eau de mer que les animaux en eau douce. Considérant les résultats obtenus au niveau
histologique et génomique, nous ne pouvons conclure que la réorganisation cellulaire
differe entre les anadromes et les résidents puisque nous avons obtenu peu de différences
dans la composition tissulaire branchiale et I’expression des génes ayant un rdle a jouer

dans la régulation de I’apoptose.



CONCLUSION GENERALE

Les objectifs de cette maitrise étaient de vérifier deux hypothéses émises a la suite de
différents travaux réalisés par Boulet et al., (2012) et Bastien (2010) sur deux populations
d’ombles de fontaine de la riviere Laval soit une anadrome et I'autre résidente. La premiére
hypothese tirée de Bastien (2010) était de vérifier, pendant la période estivale, la présence
de différences physiologiques entre les formes pures et les croisements hybrides en eau de
mer (28 %o au lieu de 20 %o). De plus, pour répondre a I’hypothése soulevée par Bastien
(2010), les populations ont également été suivies en eau douce afin d’établir si les
différences physiologiques y sont également présentes. Nous avons pu établir que les
anadromes avaient la réponse osmorégulatrice la plus efficace et que les individus élevés en
eau de mer durant la période estivale accumulaient plus de réserves hépatiques que ceux
élevés en eau douce. Quant aux hybrides, aucun phénomeéne de vigueur hybride n’a été
observé a ’exception d’une croissance plus importante chez les anadromes-résidents. La
deuxiéme hypothése émise par Boulet ef al. (2012) était de vérifier dans le tissu branchial
s’il y avait une réorganisation cellulaire chez les ombles anadromes et s’il y avait une
différenciation génique entre les deux formes. Cependant, nos résultats n’ont pas permis
d’infirmer ou de confirmer cette hypothese. Nous avons cependant constaté qu’aprés deux
semaines en eau de mer, ’expression génique de la grancalcine et de I'annexine A2 était
plus faible qu’en eau douce. Cette étude aura permis d’accroitre nos connaissances en eau
de mer et en eau douce sur la physiologie de la forme anadrome, mais également sur les
résidents et les croisements hybrides. Bien que peu de différences soient visibles, on
observe que I’cau de mer affecte ’expression génique chez nos deux formes. D’autres
génes en lien avec I’apoptose pourraient nous donner de plus amples informations sur le
processus d’acclimatation a i’eau de mer et les différenciations entre les populations. De

nombreuses études restent a faire pour mieux comprendre I’impact d’un changement
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d’habitat sur les processus physiologiques et génomiques. Une meilleure compréhension de
cette espéce permettra aussi de mieux la protéger et d’assurer la viabilité de son habitat.
Dans le futur, 'omble de fontaine anadrome étant le successeur au saumon atlantique pour

la péche sportive, it devient primordial de la connaitre sous toutes ses formes!
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Annexe 1 : Quantification relative de I’expression génique des génes Annexine A2,

Transcétolase et Grancalcine avec la méthode Tagman en fonction des groupes
biologiques (Jour =0, 7 ou 14 et r = résident, ¢ = anadrome).
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Annexe 2 : Concentration d’hémogiobine chez des ombles de fontaine de souches
pures (A et R) et de croisements hybrides (RA et AR) pendant la période estivale.
Les moyennes tiennent compte des données obtenues pour les différents traitements.
Moyenne + erreur-type. Les lettres différentes montrent les différences significatives
entre les jours pour une forme donnée.
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Annexe 3 : Concentration moyenne d’hémoglobine par globule rouge chez des ombles
de fontaine de souches pures (A et R) et de croisements hybrides (RA et AR) durant la
période estivale. Les moyennes tiennent compte des données obtenues pour les
différents traitements. Moyenne + erreur-type. Les lettres différentes montrent les
différences significatives entre les jours pour une forme donnée.
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Annexe 4 : Osmolalité plasmatique chez des ombles de fontaine de souches pures (A
et R) et de croisements hybrides (RA et AR) pendant la période estivale. Les
moyennes tiennent compte des données obtenues pour les différents traitements.
Moyenne + erreur-type. Les lettres différentes montrent les différences significatives

entre les jours pour une forme donnée.
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