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AVANT-PROPOS

Cette these de doctorat a €té réalisée dans le cadre d'un projet en partenariat entre
I'Institut des sciences de la mer de Rimouski (ISMER, Université du Québec a Rimouski),
I'Institut Maurice Lamontagne (Ministere des Péches et Océans Canada) et I'Association

des Capitaines Propriétaires.

Cette these fait partie d'un projet de recherche plus large mené sur les réponses a
I'hypoxie de deux especes d'intérét commercial dans 'estuaire et le Golfe du Saint-Laurent :
la crevette nordique et le flétan du Groenland. Ce projet comprend plusieurs volets : I'étude
sur le terrain de l'impact de I'hypoxie sur la distribution et la croissance du flétan du
Groenland, I'¢tude en laboratoire du développement des ceuts de flétans du Groenland sous
différentes conditions hypoxiques, l'analyse des réponses métaboliques des flétans du
Groenland et des crevettes nordiques par respirométrie et finalement, [1dentification des
réponses a I'hypoxie au niveau enzymatiques chez ces deux espéces. Au cours de mon
doctorat, J'al eu la responsabilit¢ de mener a bien ce dernier volet, en analysant les réponses
enzymatiques, en étudiant celles-ci dans différents tissus et chez deux stades de
développement pour ces deux organismes. Ce projet de recherche a ét¢ financé par le
programme stratégique du Consell de recherches en sciences naturelles et en génie

(CRSNG) du Canada.

Cette theése, rédigée en francais sous forme de dissertation, se compose dune
introduction générale, d'un matériel et méthodes général, de 4 chapitres détaillant les
résultats obtenus au cours de ce travail, d'une discussion générale et d'une conclusion
générale, ainsi que d'une partie référencée. Les chapitres 1 et 2 portent sur les réponses
métaboliques a I'hypoxie aigiie et chronique de la crevette nordique et les chapitres 3 et 4

portent sur ces mémes réponses chez le flétan du Groenland.
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RESUME

L'hypoxie est un phénomene ayant de nombreux impacts sur les espéces aquatiques,
allant parfois jusqu'a menacer leur survie. Dans la couche d'cau profonde de 'estuaire et du
Golfe du Saint-Laurent, les niveaux d'oxygeéne dissous sont trés faibles tout au long de
l'année et peuvent atteindre 18 % de saturation. Les populations de crevettes nordiques et
de flétans du Groenland, deux espéces d'intérét commercial, y restent cependant trés
abondantes, notamment dans les différents chenaux (Laurentien, Esquiman et Anticosti} ou
les conditions d'oxygéne sont les plus faibles. Le but de cette recherche était d'étudier les
contraintes métaboliques chez ces deux especes, en utilisant des indicateurs biochimiques et
génomiques. En observant les impacts de la diminution en oxygéne dissous sur ces deux
especes, j'ai amélioré la compréhension des mécanismes d’acclimatation mis en place face
a cette contrainte. J'al étudié des indicateurs du métabolisme aérobie et anaérobie chez la
crevette nordique (méles et femelles) et chez le flétan du Groenland (adultes et juvéniles)
sous différentes intensités et durées d'hypoxie, en se basant sur I'hypothése qu'a partir d'un
certain niveau d'oxygene, les organismes allaient passer progressivement de ['utilisation du
métabolisme aérobie a celle du métabolisme anaérobie. Les niveaux de défenses
antioxydantes ont été analysés en se basant sur l'hypotheése selon laquelle ['hypoxie
engendre une diminution du stress oxydatif et que des mécanismes de défense vont s'ajuster
a l'intensité de celui-ci. Finalement, j'ai essayé de comprendre ’implication des différents
genes intervenant dans la transcription des indicateurs enzymatiques ¢tudiés pour vérifier si
des modifications de transcription ¢étaient corrélées aux modifications dactivité
enzymatique.

Pour ce travail, deux expériences ont été réalisées : 1) les organismes ont été exposés
a une hypoxie aigiic pendant quelques heures ; 2) les organismes ont été exposés a
I'hypoxie chronique pour une durée d'une semaine, a des niveaux d'oxygene de 40 %, 30 %
et 20 % de saturation. Ces expériences ont €té réalisées sur des crevettes nordiques males et
femelles et des flétans du Groenland juvéniles et, pour la premiére, des flétans du
Groenland adultes ont aussi été utilisés. Suite a ces expériences, la capacité maximale
aérobie, anaérobic et antioxydante a ¢t¢ analysée en mesurant l'activité d'enzymes
impliquées dans le métabolisme aérobie (citrate synthase et cytochrome c oxydase),
anacrobie (lactate déshydrogénase, pyruvate kinase et phosphoénolpyruvate carboxykinase)
et dans les défenses antioxydantes (glutathion peroxydase, catalase et superoxyde
dismutase) dans le muscle et I'hépatopancréas des crevettes nordiques et dans le muscle et
le foie des flétans du Groenland. Chez les flétans du Groenland juvéniles, des mesures de
I'expression des génes codant pour ces mémes enzymes ont aussi été réalisées.
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Dans le muscle, I'hypoxie aigiie et chronique provoquent des réponses vari€¢es mais
entrainent soit une absence de réponse, soit une diminution de l'activité enzymatique
étudiée. Chez les crevettes nordiques, bien que les males et les femelles répondent de la
méme fagon a l'hypoxie chronique (diminution des capacités maximales aérobie et
anacrobie et augmentation des défenses antioxydantes), les males semblent plus résistants
que les femelles a I'hypoxie aiglie car on observe beaucoup moins de modifications
enzymatiques chez ces derniers. Chez les flétans du Groenland, les adultes et les juvéniles
répondent différemment a l'hypoxie aigiie. Bien que tout deux conservent leur capacité
maximale aérobie et que la capacité maximale anaérobie diminue dans le muscle, les
adultes augmentent leur capacité antioxydante, contrairement aux juvéniles. En hypoxie
chronique, les capacités maximales aérobie et anaérobie diminuent chez les juvéniles et leur
capacité antioxydante est maintenue. La comparaison des résultats d'activité enzymatique et
d'expression génique montre que les réponses a ces deux niveaux sont différentes ; soit
I'hypoxie inhibe la traduction, soit la différence de temps de réponse des deux processus
empéche de mesurer un effet au niveau enzymatique. D'autres analyses seraient nécessaires
pour vérifier ces hypothéses.

En conclusion, mes résultats montrent que ces deux organismes sont résistants a
I'hypoxie, ce qui explique leur présence et leur abondance dans l'estuaire et le golfe du
Saint-Laurent malgré les baisses d'oxygéne dissous enregistrées entre les années 30 et 80.
Cependant, si les niveaux d'oxygene diminuent encore dans les années a venir, ce que
laissent présager les changements climatiques anticipés, la survie des crevettes nordiques
femelles et des flétans du Groenland juvéniles pourrait étre affectée, ainsi que celle des
deux populations dans leur ensemble.

Mots clefs : hypoxie, crevette nordique, flétan du Groenland, métabolisme, aérobie,
anacrobie, antioxydant, enzymes, génes



ABSTRACT

Hypoxia 1s a phenomenon known to have many impacts on aquatic species,
sometimes threatening their survival. Dissolved oxygen levels in the deep water layer of the
Estuary and Gulf of St.-Lawrence are very low all year long, and can reach 18 % of
saturation. Northern shrimp and Greenland halibut, two species of commercial interest, are
abundant in this area, including the Laurentian, Esquiman and Anticosti channels, where
oxygen levels are the lowest. This research aims to study the metabolic constraints imposed
by low dissolved oxygen levels on these two species using biochemical and genomic
indicators, in order to enhance our understanding of their acclimation mechanisms allowing
them fo cope with such environmental conditions. Aerobic and anaerobic metabolism
indicators were studied in the northern shrimp (males and females), and the Greenland
halibut (adults and juveniles) under several intensity and durations of hypoxia. This was
based on the assumption that organisms would gradually used anaerobic metabolism
instead of aerobic metabolism when oxygen levels decreased. The antioxidant defense
levels were analyzed under the same hypoxic conditions, based on the assumption that
hypoxia would decrease oxidative stress, and that the antioxidant defense levels will be
adjusted to the intensity of the stress. Finally, to check if the transcription modifications
were linked to the enzymatic activity variations, the different genes involved in the
transcription of these enzymatic indicators were also analyzed.

Two experiments were conducted. In the first one, organisms were exposed to acute
hypoxia for several hours. In the second one, they were exposed to chronic hypoxia for one
week, with 40 %, 30 % and 20 % of oxygen saturation. The second experiment used male
and female northern shrimp and juvenile Greenland halibut, and the first also used adult
Greenland halibut. At the end of the experiments, maximal metabolic capacities were
measured using enzymes involved in the aerobic metabolism (citrate synthase and
cytochrome ¢ oxydase), in the anaerobic metabolism (lactate dehydrogenase, pyruvate
kinase and phosphoenolpyruvate carboxykinase) and in the antioxidant defenses
(glutathione peroxidase, catalase and superoxide dismutase) in the northern shrimp muscle
and hepatopancreas and in the muscle and liver of Greenland halibut. The expression of
genes coding for these enzymes was also analyzed in juvenile Greenland halibut.

In muscle tissue, the response to acute and chronic hypoxia was variable but it was
characterized either by the absence or a decrease in enzymatic activity. Male and female
northern shrimp respond similarly to chronic hypoxia (a decrease in the maximal aerobic
and anaerobic capacities, and an increase in the antioxidant defense). Less modifications of
enzymatic activity were observed in malcs, suggesting they are more tolerant to hypoxia
than females. Adult and juvenile Greenland halibuts had different responses facing acute
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hypoxia. They maintained similar level of maximal aerobic capacity but their maximal
anaerobic capacity decreased in muscle. Adults enhanced their antioxidant capacity unlike
the juveniles. Facing chronic hypoxia, maximal aerobic and anaerobic capacities of
juveniles decreased while their antioxidant capacity was stable. The comparison between
enzymatic activity and genomic expression results shows different responses for theses two
levels of analysis. These results can be explained by the fact that hypoxia inhibited
translation; or the time response of these two processes is different. Further analyzes would
be needed to test these hypothesis.

To conclude, our results show that both organisms are resistant to hypoxia, explaining
their presence and abundance in the Estuary and Gulf of St. Lawrence, despite the decrease
of oxygen levels between the 1930s and the 1980s. However, if oxygen levels fall further in
the future due to climate changes, the survival of female northern shrimp and Greenland
halibut juveniles could be affected, as well as their whole population.

Keywords: hypoxia, northern shrimp, Greenland halibut, metabolism, aerobic,

anaerobic, antioxidant, enzymes, genes
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INTRODUCTION GENERALE

Dans l'environnement aquatique, l'oxygene de l'atmosphere et celui produit par la
photosynthese du phytoplancton se dissous dans les eaux de surface. L'oxygéne dc l'eau est
alors en équilibre avec l'atmosphére et on parle d'eau parfaitement saturée en oxygeéne
(100 % de saturation). La saturation en oxygene est relative a celle de l'eau en équilibre
avec l'air a 101,325 kPa et est appelée % sat. dans le reste du document. Elle est utilisée
car, représentant un rapport de pression partielle, c'est I'unité la plus pertinente pour
représenter la pression partielle d'oxygéne entre sang et eau qui contréle le taux de
diffusion de l'oxygene vers le sang de l'organisme (Hofmann ef al., 2011 ; Seibel, 2011). En
conditions optimales, l'oxygéne de la couche de surface est ensuite mélangé avec les
couches d'eau plus profondes pour approvisionner tous les organismes en oxygene.
Cependant, ’environnement aquatique est caractérisé par une hétérogénéité spatiale et
temporelle des conditions de salinité, température et d’hydrodynamisme, ainsi que par la
variabilité de I’activité photosynthétique, de la respiration des organismes, des phénomenes
d’eutrophisation, ... etc. (Kramer, 1987 ; Diaz, 2001 ; Nikinmaa et Rees, 2005 ; Lushchak et
Bagnyukova, 2006). Tous ces processus peuvent produire des gradients horizontaux et
verticaux de concentration en oxygene. Quand le niveau d'oxygene devient plus faible qu'en
surface, on parle d'hypoxie, en particulier quand la teneur en oxygene dissous commence a
avoir des effets mesurables sur les espcces aquatiques (physiologie, comportement,
changements de distribution, de croissance, survie... etc.), et d'anoxie quand l'absence
d’oxygene est totale (Diaz, 2001). Certains milicux présentent donc des parametres
hydrodynamiques ou physico-chimiques qui favorisent [|’apparition de conditions
hypoxiques. Les causes de I’hypoxie en milieu aquatique sont diverses et peuvent €tre

d’origine naturelle ou anthropique. Les principaux facteurs responsables de telles



conditions sont la stratification de la colonne d’eau, qui empéche les échanges d’oxygene
entre les différentes couches, la décomposition de la matiere organique au fond de la
colonne d’eau, qui diminue le niveau d’oxygéne, particulierement dans les couches
profondes, et le faible renouvellement de I'eau (Diaz, 2001). Ainsy, les environnements ou
la circulation est restreinte, tels que les estuaires, les baies et les zones cotieres, sont
particulierement propices a I’apparition de phénomenes hypoxiques (Gilbert et al., 2005 ;

Nikinmaa et Rees, 2005).

Depuis les 50 dernieres années, |’oxygene dissous est le parametre qui a vari€ le plus
rapidement et de la fagon la plus importante dans les eaux mondiales (Diaz, 2001). Les
zones hypoxiques apparaissent plus fréquemment, de fagon plus intense et durent plus
Jongtemps, entrainant un fort déclin de la qualité des habitats estuariens et cotiers (Diaz et
Rosenberg, 1995 ; Brouwer et al., 2004). Dans les zones cotieres, on attribue souvent cette
diminution du niveau d’oxygene a des facteurs anthropiques tels que le développement de
PPagriculture et de D'urbanisation (Diaz, 2001 ; Wu, 2002). L’augmentation des apports
nutritifs suite aux rejets agricoles (essentiellement nitrates et phosphates) accroit la
productivité des eaux de surface et favorise le développement algal (Richmond et al,
2006). Le phytoplancton de surface se retrouve donc en plus grande abondance et ce qui
n’est pas consommeé chute dans la colonne d’eau et se dépose sur le fond ou il est dégradé
via la décomposition bactérienne, processus qui entraine une importante consommation de
'oxygeéne au fond de la colonne d’eau et qu’on appelle eutrophisation (Rabalais e al.,

2010).

Dans les années a venir, les zones hypoxiques risquent d’apparaitre encore plus
fréquemment et de toucher de plus grandes étendues, notamment suite a I’augmentation de
la densité des populations humaines et aux changements climatiques globaux (Diaz, 2001
Wu, 2002 ; Gewin, 2010 ; Rabalais et al., 2010) car 'augmentation de la température des

eaux diminue la solubilité de I’oxygene (Richmond et al., 2006).



REVUE DE LITTERATURE
L’HYPOXIE DANS L’ESTUAIRE ET LE GOLFE DU SAINT-LAURENT

L’estuaire et le golfe du Saint-Laurent forment un grand systéme estuarien de
230 000 km® caractérisé par des chenaux profonds (300-540 m) et une stratification
permanente en deux couches I’hiver et trois couches 1’été (Koutitonsky et Bugden, 1991).
La couche de surface et la couche intermédiaire froide sont saturées en oxygene. La couche
d’eau profonde ne peut pas se mélanger aux couches supérieures plus oxygénées (Chabot,
2004) a cause de la barriere physico-chimique créée par la présence d'une halocline et d'une
thermocline. Dans le détroit de Cabot ou les eaux profondes pénétrent dans te golfe, elles
sont légérement hypoxiques (50-60 % sat.) et le deviennent de plus en plus lors de leur
progression vers |’estuaire (20-30 % sat. ; Chabot, 2004 ; Gilbert et al., 2005) suite a la
respiration des animaux marins et a la reminéralisation de la matiére organique lorsque le
plancton chute dans la colonne d’eau (D'Amours, 1993 ; Gilbert et al., 2005 ; Gilbert et al.,
2007 ; Genovesi et al., 2011). A la téte des trois principaux chenaux de I'estuaire et du
golfe (Laurentien, Esquiman et Anticosti), le niveau de saturation de la couche profonde est
typiquement de 20 a 30 % sat. (figure 1) (Gilbert et al, 2007). Comme le niveau de
saturation diminue quand la profondeur augmente, l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent
présentent des diminutions des niveaux d'oxygeéne des 150 m de profondeur tout au long de
'année. Les zones sous les 300 m présentent des valeurs minimales d'oxygéne atteignant

moins de 20 % sat. (Thibodeau et al., 2006).

Entre les années 1930 et 1980, le niveau d’oxygeéne dans les eaux de ['estuaire a
diminué¢ de moiti€¢ (passant d'environ 38 % sat. dans les années 1930 a environ 21 % sat.
entre 1984 et 2003). Cette diminution est due avant tout a |'augmentation de la proportion
des eaux chaudes en provenance de I'Atlantique nord dans le mélange penétrant dans le
chenal Laurentien (Gilbert et al., 2005 ; Thibodeau et al., 2006 ; Gilbert ef al., 2007). Ce
phénomene explique environ les deux tiers de la baisse en oxygéne dissous. Le reste serait

di & une augmentation des flux de matiére organiquc marins et terrigénes, suite a des



floraisons massives de diatomeées. L'intensification de l'agriculture et donc l'augmentation
des concentrations de nitrates dans les eaux de surface seraient responsables de ces

floraisons massives (Gilbert et al., 2007).

LATITUDE

Saturation d'oxygéne (%)

LONGITUDE

Figure 1 : Pourcentage de saturation d'oxygene dans le fond de I'estuaire et du golfe du
Saint-Laurent durant les étés 2004 et 2005. Carte issue de Rabalais et al. (2010) adaptée a
partir de Gilbert ef al. (2007)

Dans les années a venir, l'hypoxie pourrait devenir plus sévere dans l'estuaire et le
golfe du Saint-Laurent et s'étendre a des zones plus grandes (de Vernal et al., 2011 ;
Genovesi et al, 2011). En effet, la hausse des températures prédite par les modéles
(Thibodeau et al., 2010) augmenterait encore la stratification des différentes couches d'eau,
ce qui limiterait le mélange et la ventilation hivernale. Les eaux pénétrant dans l'estuaire
seraient encore moins oxygénées qu'actuellement. Le pourcentage d'eau chaude et moins
oxygénée, en provenance du Gulf Stream, entrant dans le golfe pourrait devenir plus

important a cause de la possible migration vers le nord du Gulf Stream. Finalement,
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l'augmentation de température des eaux ne diminuerait pas uniquement la solubilité de
loxygene dans l'eau, mais elle provoquerail également une hausse du taux de respiration
des organismes (Gillooly et al., 2001 ; Genovest et al., 2011), et donc une consommation
plus importante d'oxygéne dans la couche d'eau profonde lors de sa progression vers

'estuaire.

REPONSES DES ORGANISMES A L’HYPOXIE

Les phénomenes hypoxiques peuvent étre continus, saisonniers, journaliers ou méme
influencés par les marées selon les milieux. Ainsi, tous les organismes marins ou estuariens
sont 4 méme de rencontrer une diminution d’oxygene au cours de leur vie (Storey, 1996 ;
Brown-Peterson et al.,, 2008). 1l est nécessaire de comprendre I’impact d’une rencontre
avec de telles conditions environnementales sur |’organisme, ses réponses face a celles-ci et

les conséquences a long terme sur la biodiversite.

Les effets de I’hypoxie chronique, cyclique ou intermittente ont été¢ étudiés chez de
nombreuses especes estuariennes ou marines. Face a cette contrainte, des changements
comportementaux, physiologiques et cellulaires a long terme ont été observés chez
beaucoup d'organismes, par cxemple chez les crustacés en général (Burke, 1979 ;
McMahon, 2001), chez le crabe bleu Callinectes sapidus (Brouwer et al., 2004 ; Brown-
Peterson et al., 2005) ou chez des poissons démersaux, tels que la morue franche Gadus
morhua (Claireaux et Dutil, 1992 ; Herbert et Steffensen, 2005 ; Johansen et al., 2006 ;
Chabot et Claireaux, 2008), le tambour croca Leiostomus xanthurus (Cooper et al., 2002)
ou le fondule Fundulus grandis (Martinez et al., 2006). Les conditions hypoxiques peuvent
entrainer une mortalité massive chez les invertébrés et les poissons (Gewin, 2010}, des
déplacements d’espéces ou une baisse de biodiversité. Ainsi, au niveau écosystémique, la
productivit¢ diminue et les relations proies-prédateurs sont modifiées (Diaz et Rosenberg,
1995 ; Diaz, 2001 ; Chabot et Claireaux, 2008). La tolérance a [’hypoxie varie selon les

espéces et les plus tolérantes sc sont adaptées, ce qui leur permet de faire face a ces



conditions (McMahon, 2001 ; Nikinmaa et Rees, 2005 ; Lushchak et Bagnyukova, 2000).
Par exemple, les crustacés pourraient survivre a des pourcentages de saturation d’oxygeéne

trés faibles en ajustant leur consommation d’oxygene (e.g. McMahon, 2001).

Lorsqu’un organisme mobile se retrouve dans une zone ou les conditions d’oxygene
ne sont plus optimales, sa premiére réaction sera de se déplacer vers un milieu ou les
conditions lui sont plus favorables. Cependant, cette option nécessite qu’un autre milieu
présentant des conditions de vie plus appropri€es soit disponible (Kramer, 1987 ; Wu,
2002 ; Chabot et Claireaux, 2008). Or un autre habitat n’est pas toujours disponible. Se
déplacer vers une zone ou le niveau de saturation d’oxygene est plus élevé peut aussi étre
défavorable si d'autres conditions abiotiques (température, salinité...) et biotiques
(prédation, compétition...) sont défavorables (Kramer, 1987 ; Chabot et Claireaux, 2008).
L’organisme doit donc faire un compromis et il est parfois plus intéressant au niveau
énergétique de demeurer dans un milieu hypoxique si les autres conditions sont favorables,

et ce malgré le stress associ¢ a la baisse du niveau de saturation d’oxygene (Kramer, 1987).

Si un organisme ne peut pas ou choisit de ne pas fuir hors de la zone hypoxique, il
doit faire face a des conditions physiologiques plus ou moins contraignantes car son
registre aérobie diminue. Ce registre aérobie est défini comme le cadre métabolique aérobie
disponible entre le métabolisme standard (SMR) et le métabolisme maximum (MMR). Le
SMR est défini par Fry (1971) comme le métabolisme minimum pour maintenir la vie chez
un organisme a jeun et au repos. Le MMR est défini comme le métabolisme généralement
associ¢ avec un effort intense, et durant lequel l'organisme doit répondre a ses besoins
(Bennett, 1978). Lorsque la contrainte hypoxique devient importante et que le niveau de
saturation d'oxygéne se rapproche d'un seuil critique pour l'organisme, celui-ci doit
s'acclimater physiologiquement pour augmenter ses chances de survie. Ainsi, le transport
d’oxygene peut étre amélioré par une augmentation des rythmes cardiaque et ventilatoire, la
perfusion des branchies et la capacité de transport du sang via une augmentation de la

concentration en globules rouges, en hémoglobine et une modifications de ’affinité des



pigments respiratoires pour I'oxygene (Czyzyk-Krzeska, 1997 ; McMahon, 2001 ; Wu,
2002). En parallele, la demande €nergétique peut étre réduite en régulant le métabolisme
(Hochachka, 1986 ; Boutilier, 2001 ; McMahon, 2001 ; Wu, 2002 ; Nikinmaa et Rees,
2005), ce qui permet d’étendre la durée de survie sur la base des mémes réserves
énergétiques (Storey, 1996). Cette diminution va avolr des impacts sur la locomotion et les
performances de nage, la croissance, la prise de nourriture ou la reproduction (Chabot et
Claireaux, 2008). La limitation de [’alimentation et de la digestion serait a [’origine de la
diminution de la croissance en conditions d'’hypoxie (Kramer, 1987 ; Chabot et Dutil, 1999
; Wu, 2002). La réduction du métabolisme peut aussi affecter les défenses immunitaires des
individus, augmentant leur risque de maladies et de mortalité (Brouwer et al, 2007).
L'¢tude des parametres physiologiques de [’animal en relation avec les parametres
environnementaux, tels que le niveau de saturation d'oxygene de I’eau, peut permettre de
mieux comprendre la distribution et les causes des migrations a petite échelle chez ces

especes (Claireaux et Dutil, 1992).

Au niveau métabolique, les organismes aérobies utilisent I’oxygéne pour produire de
’énergie en quantité suffisante grace a la phosphorylation oxydative (figure 2) (Czyzyk-
Krzeska, 1997). Ce processus est associé a la réduction des molécules d’oxygene en eau par
la cytochrome ¢ oxydase (COX) qui utilise 90 % de I'oxygene inspiré par |’organisme
(Storey, 1996) et a l'utilisation du cycle de Krebs (figure 3) dont la citrate synthase (CS)

régule l'entrée.
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Figure 2 : Représentation schématique du fonctionnement de la phosphorylation oxydative,

illustrant le réle de la cytochrome ¢ oxydase (complexe IV de la chaine respiratoire).
Inspiré de Voet et Voet (1995)
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Figure 3 : Représentation schématique du cycle de Krebs illustrant le réle de la citrate
synthase (encerclé en pointillés). Inspiré de Voet et Voet (1995)



Lorsque le niveau d’oxygeéne ne permet plus le fonctionnement du métabolisme
acrobie malgré les mécanismes mis en place, le métabolisme anaérobie prend le relais pour
compléter "apport €nergétique (Hochachka, 1986 ; Czyzyk-Krzeska, 1997 ; Plante et al.,
1998 ; Boutilier, 2001 ; Cooper et al., 2002 ; Wu, 2002 ; Nikinmaa et Rees, 2005). Ainsi,
plus la contrainte hypoxique va devenir importante, plus l'organisme va favoriser
['utilisation du métabolisme anaérobie par rapport au métabolisme aérobie (Hochachka et

Lutz, 2001).

Le métabolisme anaérobie se caractérise par la formation de pyruvate par la glycolyse
(figure 4), lequel est alors transformé en lactate par l’action de la lactate déshydrogénase
(=LDH ; figure 5) (Childress et Somero, 1979 ; Ton et al., 2002). La mise en place du
métabolisme anaérobie n’est pas une réponse sur le long terme car elle produit peu
d'énergie (2 ATP par molécule de glucose comparativement a 36 ATP via la
phosphorylation oxydative). Cette voie entraine |’accumulation de produits finaux (tels que
le lactate) toxiques a forte concentration (Boutilier, 2001) et pouvant induire la mort par
suffocation (Wu, 2002). La néoglucogenese, synthese du glucose a partir de substrats non-
glucidiques tels que le pyruvate, est aussi utilisée (figure 6). La taille des individus est aussi
un facteur a prendre en compte dans la régulation métabolique. Chez une méme espece, les
individus de grande taille utilisant la respiration anaérobie a des niveaux de saturation
d'oxygéne plus élevés que les petits poissons (Cooper et al, 2002). Une meilleure
connaissance des mécanismes de mise en place de la respiration anaérobie par rapport a la
respiration aérobie sous de faibles niveaux de saturation d’oxygene dissous permettrait de

mieux comprendre la réponse des especes a de telles conditions environnementales.
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Une exposition a I'hypoxie modifie la régulation des genes au niveau moléculaire, ce
qui provoque une cascade de réponses au niveau biochimique, notamment au niveau de
lactivité des enzymes antioxydantes (Chot et al., 2000 ; Brouwer et al.,, 2004). Lors de la
respiration aérobie, des dérivés réactits de l'oxygene (Reactive Oxygen Species = ROS) sont
produits suite a la formation d'électrons libres dans la chaine respiratoire (Hermes-Lima et
Zenteno-Savin, 2002 ; Lushchak et Bagnyukova, 2006). Ainsi, le taux de ROS est

dépendant de la consommation d’oxygene et de la quantité¢ de mitochondries présente dans



les tissus (Storey, 1996). Si le taux de production des ROS devient supérieur a leur
dégradation, 1l y a apparition de stress oxydatif (Hermes-Lima et Zenteno-Savin, 2002 ;
Lushchak et Bagnyukova, 2006 ; Lushchak, 2011a). Les ROS peuvent endommager les
composants cellulaires, ciblant particulierement les lipides membranaires, les protéines et
les acides nucléiques, et ainsi causer des dommages tissulaires (Storey, 1996 ; Lushchak et
Bagnyukova, 2006). Les ROS doivent donc étre éliminés le plus rapidement possible pour

limiter leur pouvoir destructeur (Storey, 1996).

Pour se protéger contre les effets du stress oxydatif, les organismes ont développé un
systéme antioxydant. Ce systeme comprend des enzymes telles que la superoxyde
dismutase (SOD) qui catabolise ['anion superoxyde (O, ; équation 1) et la glutathion
peroxydase (GPx ; équation 2) ou la catalase (Cat ; équation 3) qui dégradent le peroxyde
d'hydrogene (H;O,) (produit induisant la formation des ROS ; Storey, 1996 ; Demple,
1999 ; Choi et al., 2000 ; Cooper et al., 2002 ; Lushchak et Bagnyukova, 2006 ; Lushchak,
2011a).

()20, +2H" — 0, + H,0,

(2) 2 GSH + H,0, — GS-SG + 2 H,0

(3)2 H,0O, — 2 H,O + O,

Les cellules ajustent leur taux d’enzymes antioxydantes en fonction de la quantité de
ROS pour se protéger de dommages éventuels (Storey, 1996 ; Demple, 1999 ; Lushchak et
Bagnyukova, 2006). En hypoxie, la respiration aérobie est moins utilisée donc la
production de ROS est plus faible. Cependant, il peut quand méme vy avoir une production
de ROS via l'auto-oxydation de certaines enzymes (Cooper et al., 2002 ; Olsvik et al.,
2006). Le systeme antioxydant, et donc la quantité d’enzymes, doit alors s'ajuster pour

¢éliminer ces ROS au besoin (Cooper et al., 2002). Ainsi, Choi et al. (2000) ont démontré



chez une espece de diptere (Chironomus riparius) que les conditions hypoxiques
entrainalent une augmentation de "activité de la SOD. Cependant, toutes les enzymes ne
sont pas régulées de la méme fagon et ces auteurs ont observé chez C. riparius une
diminution de activité de la GPx en hypoxie (Choi ef al., 2000). Il serait donc intéressant
de comprendre comment ["activité des différentes enzymes est exprimée sclon le niveau de

saturation d’oxygene de |’eau.

Au niveau moléculaire, la régulation des génes est la premiére réponse physiologique
face a des changements environnementaux, tels que I’hypoxie. L’expression différentielle
des geénes sous des conditions hypoxiques va former une cascade de réponses biochimiques
ou physiologiques, permettant a ’organisme de survivre sous de telles conditions (Wu,
2002). Ainsi, I’étude de I’expression génique permet de mieux comprendre comment les
organismes répondent a [’hypoxie au niveau moléculaire et quelles sont les relations entre

expression des génes et conditions environnementales (Ton et al., 2002).

LE CAS DE LA MORUE

Chez les poissons marins de l'estuaire et du golfe du Saint-Laurent, les impacts de
’hypoxie ont été étudiés principalement chez la morue franche car au moins deux stocks
(celui du nord du golfe du Saint-Laurent et celui de la mer Baltique) font régulierement
face a I'hypoxie. Beaucoup de données biologiques, physiologiques et comportementales
sont disponibles sur cette espéce (Schurmann et Steffensen, 1992 ; Plante ef al, 1998 ;
Schurmann ef al., 1998 ; Petersen et Steffensen, 2003 ; Chabot, 2004 ; Herbert et
Steffensen, 2005 ; Johansen et al., 2006 ; Jordan et Steffensen, 2007 ; Chabot et Claireaux,
2008 ; Hall et al., 2009 ; Methling et al., 2010 ; Petersen et Gamperl, 2010a, b ; Petersen et
Gamperl, 2011).

Plante et al. (1998) ont montré qu'aprés 96 h d’exposition, les valeurs de CLsy

(concentration létale pour 50 % de la population testée apres une période de temps donnée)
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et de CLys (concentration létale pour 5 % de la population testée) de la morue franche sont
de 21,2 % et 27,7 % sat. respectivement. Ainsi, cette espece ne peut pas vivre longtemps
dans des zones dont le niveau d'oxygene est inférieur a 20 % sat. (Chabot et Claireaux,
2008) et elle évite les zones ou il est inférieur a 30 % sat. La croissance de la morue est
affectée par des niveaux d’oxygene compris entre 30 et 70 % sat. (Chabot et Dutil, 1999) et
sa locomotion et son mécanisme de digestion sont fortement inhibés dés 50 % sat. (Chabot
et Claireaux, 2008). Malgré cela, Plante et al. (1998) ont démontré qu’elle peut faire des
incursions rapides dans des zones ou le niveau d’oxygene descend jusqu’a 15 % sat., pour
aller se nourrir par exemple, sans que cela n’ait de conséquences négatives, ce qui a €té
démontré en laboratoire (Claireaux et al, 1995) ainsi que sur le terrain (Neuenfeldt et al.,

2009).

Au niveau physiologique, Claireaux et Dutil (1992) ont constaté que sous des
conditions hypoxiques moyennes (38 % sat.), la morue modifiait en premier lieu son taux
de ventilation et que cette seule modification lui permettait d’éviter d’autres réponses
physiologiques plus importantes. Cependant, Petersen et Gamper! (2010a) ont montré qu'a
40-45 % sat., la vitesse maximale de nage de la morue franche diminue, ce parameétre étant
associé a une diminution de la consommation maximum d'oxygene et du registre aérobie de
I'organisme. A des conditions hypoxiques plus importantes (19 % sat.), une augmentation
de la concentration en lactate dans le muscle, le ceeur et le foie est enregistrée (Claireaux et
Dutil, 1992 ; Hall et al., 2009), ce qui est la conséquence du passage au metabolisme
anaérobie et indique un état temporaire qu’il n’est pas possible de maintenir sur le long

terme.

Au niveau génique, Hall ef al. (2009) ont montré que l'exposition a des niveaux
d'oxygeéne dissous inférieurs a 45 % sat. durant environ trois semaines augmentait la
transcription du géne de la COX dans les branchies de la morue franche. Olsvik et al
(2006) ont quant a eux montré que dans le foie I’hypoxie modifiait la transcription des

genes impliqués dans le systeme antioxydant, et ce méme apres six semaines d’exposition a
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de faibles niveaux d’oxygene (46 % sat.). En effet, chez la morue franche, les génes codant
pour la GPx et la SOD sont sous-régulés en conditions hypoxiques. L'hypoxie affectant le
taux de croissance spécifique de cette espece, les auteurs émettent 'hypothese que I'hypoxie
affecterait le niveau de transcription de ces deux genes. En effet, leurs résultats montrent
que le taux de croissance spécifique est positivement corrélé au taux de transcription de ces

deux genes et négativement corrélé a l'index de stress oxydatif (Olsvik ef al., 2006).

Ainsi, les quelques €tudes précédentes permettent d’affirmer que de grandes parties
du golfe du Saint-Laurent ne sont plus des habitats favorables a la morue franche (Plante es
al., 1998). En particulicr, la téte des trois principaux chenaux, donc l'estuaire maritime, ont

des teneurs en oxygene dissous inférieures au CLgs de la morue franche.

PRESENTATION DES ESPECES

Contrairement a la morue, la crevette nordique (Pandalus borealis, Kroyer, 1838) et
le flétan du Groenland (Reinhardtius hippoglossoides, Walbaum, 1792) sont deux especes
exploitées commercialement et encore abondantes dans des zones profondes et hypoxiques
de l’estuaire et du golfe du Saint-Laurent (Gilbert er al,, 2007). Leur distribution
géographique semble indiquer que ces deux espcces sont tolérantes a I’hypoxie et trouvent
peut étre des avantages (baisse de la prédation/compétition, etc...) a utiliser les milieux
touchés par la diminution d’oxygéne. Non seculement ces espéces n'évitent pas les zones
hypoxiques, mais plus de 80 % de leur biomasse se trouvent dans les zones a moins de

40 % sat. (Gilbert et al., 2007).
Crevette nordique
La crevette nordique est une espece de décapode des eaux froides de I’hémisphere

nord. Dans I’Atlantique, elle est présente le long de la c6t¢ américaine entre Cape Cod et

I'lle de Baftin, a l'ouest du Groenland depuis Cape Farewell a la baie de Melville et a l'est
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du Groenland jusqu'au 708 paralléle nord (Bergstrém, 2000 ; Garcia, 2007). C’est une
espeéce dominante de I'estuaire et du golfe du Saint-Laurent. Elle vit sur des fonds argileux
a des profondeurs variant de 20 a 1 330 m. Dans [estuaire et le golfe du Saint-Laurent, elle
est retrouvée entre 150 et 350 m de profondeur ou le niveau d’oxygene varie souvent de 50
a moins de 20 % sat. (figure 7). Les individus peuvent atteindre une longueur maximale de
céphalothorax de 28 nmun pour les males et 32 mm pour les femelles (Bergstrom, 2000).
Cette espéce se développe en passant par différents stades ayant des habitats distincts
(Simard et Savard, 1990). Tout d'abord, les stades larvaires vivent dans un environnement
pélagique, puis les juvéniles acquierent une position plus benthique et vivent en eaux peu
profondes. En grandissant, les juvéniles muent et se transforment en crevettes méles et au
bout de quelques années, ces derniers changent de sexe pour se transformer en femelles.
Ces deux derniers stades adultes migrent dans les eaux plus profondes (Simard et Savard,

1990 ; Daoud, 2008).

La crevette représente un des produits les plus importants pour les pécheries de
I”’Atlantique nord (Holthuis, 1980). Ce commerce a connu un développement trés rapide,
les débarquements passant de 152 t en 1982 a environ 1 000 t dans les années 2000 dans
l'estuaire du Saint-Laurent (Savard, 2011), et de 1 000 t au début des années 1970 a
36000t en 2010 dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent réunis (DFO, 2011a).
Aujourd’hui, cette industrie est la quatrieme pécherie mondiale et la troisiéme dans
'estuaire et le golfe du Saint-Laurent au niveau du volume total de production de
mollusques et crustacés. Les principales zones de capture de I’est canadien se situent dans
le golfe du Saint-Laurent, les bancs de la Nouvelle-Ecosse, les détroits de Davis et au large

de Terre-Neuve.
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Flétan du Groenland

Le flétan du Groenland est une espéce retrouvée sous les hautes latitudes, dans les
eaux boréales de I’Atlantique et du Pacifique nord. Dans I’Atlantique, il est plus
particuliérement retrouvé le long de la cote du Labrador, sur les Grands Bancs de Terre-
Neuve et dans le golfe du Saint-Laurent (figure 8). L'estuaire du Saint-Laurent représente
une nourricerie pour le stock de l'estuaire et du golfe du Saint-Laurent et les juvéniles y
sont particulicrement abondants (Ait Youcef et al., 2013). Cette espece vit dans des eaux
froides et profondes, a des températures variant entre -0,5 et 6 °C et entre 90 et 1 600 m de
fond (Scott et Scott, 1988). Malgré sa morphologie de poisson plat, le flétan quitte
régulierement le fond pour s'alimenter et présente alors un comportement pélagique (Scott
et Scott, 1988). Les individus peuvent atteindre une longueur maximale de 120 cm et une

masse de 25 kg (Scott et Scott, 1988).

Dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, les péches de flétan du Groenland
s'élevaient a environ 3 800 t annuelles pour l'année 2010-2011 (DFO, 2011b), ce qui

€quivaut a 52 % de la biomasse totale de poissons démersaux péchée cette méme année.

Cette étude est réalisée pour aider a comprendre comment ces deux especes
répondent physiologiquement aux tres faibles teneurs en oxygene dissous qui sont typiques
des eaux profondes de I'estuaire et du golfe du Saint-Laurent, et ou elles sont toutes deux

abondantes.
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Figure 8 : Distribution des taux de capture (kg/trait de 15 minutes) de flétans du Groenland
dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent lors de la mission d'évaluation du Téléost de
2008 (Chabot, communication personnelle)

Cette thése fait partie d'un projet de recherche plus large mené sur les réponses a
'hypoxie de ces deux especes. Ainsi, Dupont-Prinet ef al. (2013a ; b) ont déja apporté, par
des mesures de respirométrie, des informations quant aux réponses métaboliques a
'hypoxie des flétans du Groenland et des crevettes nordiques. Ces auteurs ont mesuré le
SMR, le MMR et le registre aérobie pour les crevettes nordiques femelles et males ainsi
que pour les flétans du Groenland adultes et juvéniles en normoxie (tableau 1). Aprés des
mesures de SMR et de MMR en différentes conditions d'hypoxie (19, 23 et 28 % sat.) chez
les flétans du Groenland juvéniles, ils ont montré que bien que I'hypoxie n'ait pas d'impact
sur le SMR, le MMR diminue de 57 % en hypoxie, quelque soit le niveau d'’hypoxie. Le
registre aérobie a 19 % sat. représente quant a lui seulement 27 % de sa valeur en normoxie

(Dupont-Prinet er al,, 2013a). Des mesures de SMR et de MMR chez les crevettes



nordiques femelles en différentes conditions d'hypoxie (35, 26, 22 % sat.) ont donné des
résultats similaires. Le SMR des crevettes reste stable en hypoxie, quelque soit le niveau
d'hypoxie. Par contre, le MMR des individus diminue de 40 a 44 % en hypoxie, sans
différence significative entre les niveaux d'hypoxie, par rapport a la normoxie. Le registre
aérobie en hypoxie, quelque soit les conditions d'hypoxie testées, représente quant a lui

seulement 42 % de sa valeur enregistrée en normoxie (communication personnel).

Tableau 1 : Récapitulatif des données métaboliques de la crevette nordique et du flétan du
Groenland obtenues par respirométrie par Dupont-Prinet e al. en normoxie (n = 12 pour les
flétans juvéniles et n = 14 pour les adultes)

Espeéce - stade SMR MMR Registre aérobie
(mg O, h” kg") (mgO;h” kg') (mgO,h" kg™)

Crevettes nordiques femelles 342+ 36

Crevettes nordiques males 478 £ 11,6

Flétan du Groenland adultes 18+ 1,6

Flétan du Groenland juvéniles 6,2+3 122,8 £ 13,2 84 + 13,1

Dupont-Prinet et al. (2013a ; b) ont aussi mesuré la valeur d'O,y,, définie dans cette
étude comme le niveau d'oxygene a partir duquel I'organisme n'est plus capable de soutenir
son SMR et donc le niveau d'oxygene auquel il ne peut plus soutenir ses fonctions vitales.
Les valeurs d'O,,i; de chaque groupe étaient respectivement de 9 £ 7 % sat. et de 14 £4 %
sat. pour les crevettes nordiques femelles et males et de 11,1 £ 1,4 % sat. et de 14,9 1,8 %

sat. pour les flétans du Groenland adultes et juvéniles.

Cette thése porte plus spécifiquement sur les mécanismes d'acclimatation
moléculaires, biochimiques et métaboliques mis au point pour survivre dans les conditions
hypoxiques actuelles du Saint-Laurent. Ces résultats de physiologie intégrative pourront

étre utilisés dans un contexte de gestion prévisionnelle d’évolution de I’hypoxie.

OBJECTIFS
L’objectif général de cette étude est d’étudier les contraintes métaboliques chez la

crevette nordique et le flétan du Groenland en fonction du niveau d’hypoxie, en utilisant



des indicateurs biochimiques et génomiques. En observant les impacts de la diminution en
oxygene dissous sur ces deux especes, cette ¢tude vise a améliorer la compréhension des
mécanismes d’acclimatation mis en place en réponse a cette contrainte. L’interprétation des
résultats devrait permettre de mieux comprendre les réponses métaboliques des organismes,
d’envisager les effets d'unc éventuelle baisse des niveaux de saturation d’oxygéne dans les
eaux profondes de l'estuaire et du golfe du Saint-Laurent sur leur croissance et leur

distribution, ainsi que de prédire les impacts commerciaux sur les pécheries s'il y a lieu.

Dans la premiere partie de la thése, [’accent est mis sur la crevette nordique. En
premier lieu, 'objectif est d'é¢tudier les métabolismes aérobie et anacrobie sous des
conditions hypoxiques de différentes intensités et durdes. Le registre aérobie des
organismes est plus faible en hypoxie qu'en normoxie et ces derniers passent
progressivement en métabolisme anaérobie lorsque l'oxygéne dissous approche puis passe
sous un seuil critique auquel is ne peuvent plus maintenir 'apport énergétique nécessaire a
leurs fonctions vitales par le métabolisme aérobie (Fry, 1971). Cette partie de la thése se
base sur I'hypothese selon laquelle l'activité des enzymes du meétabolisme acrobie va
progressivement diminuer en hypoxie (fortement en hypoxie aigiie et progressivement en
hypoxie chronique). Les enzymes du métabolisme anaérobie auraient alors des niveaux plus
¢levés lorsque le niveau d'oxygéne se rapprocherait puis dépasserait le seuil critique. Pour
vérifier cette hypothése, les réponses enzymatiques des crevettes nordiques exposees a
différents niveaux d'oxygene (hypoxie aigie et chronique) ont été comparées. Pour mesurer
I'importance des différents types de métabolisme, j'ai mesuré ’activité d’enzymes clefs des
métabolismes  aérobie  (CS et COX) et anaérobie (pyruvate kinase = PK,
phosphoénolpyruvate carboxykinase = PEPCK et LDH). Ces enzymes ont €t€ mesurées au
niveau du muscle blanc, qui est capable de fonctionner a de hauts taux métaboliques

notamment en anaérobie (Bennett, 1978 ; Hochachka, 1985).

Un deuxiéme objectif est d'analyser les niveaux de défense contre le stress oxydatif

en réponse a des conditions hypoxiques de différentes intensités et durées. Cette partie est



basée sur ['hypothése selon laquelle ['hypoxie engendre une diminution du stress oxydatif et
que les niveaux de défense vont également diminuer pour répondre a la quantité de ROS en
production. Ces défenses contre le stress oxydatif sont étudiées en comparant [’activité des
enzymes (Cat, SOD et GPx) a différents niveaux d'oxygene, dans I'hépatopancréas. Ce tissu
est le plus sensible au stress oxydatif (Ruppert ef al., 2004) et la réponse antioxydante y est
la plus forte, comme démontré par exemple chez la crevette blanche du Pacifique
Litopenaeus vannamei (Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011) ou chez la littorine

commune Littorina littorea (Pannunzio et Storey, 1998).

La deuxieme portion de la thése porte sur le flétan du Groenland. Les mémes
objectifs sont visés et les mémes hypotheses que chez la crevette nordique sont testées chez
cette espece. Pour le flétan, un autre objectif est de comprendre ’implication des différents
génes intervenant dans les métabolismes aérobie, anaérobie et dans les défenses oxydatives
dans les réponses et les acclimatations a I’hypoxie. L'utilisation en parallele des méthodes
enzymatiques et génomiques permet d'interpréter les réponses a ['hypoxie a un autre niveau
et de voir si réponses enzymatique et génomique sont corrélées. Pour cet objectif, j'ai émis
I'hypothése selon laquelle l'expression des geénes refléte l'activité des enzymes pour
lesquelles ils codent. Pour vérifier ces hypothéses chez le flétan du Groenland, des
juvéniles et des adultes ont été exposés a différents niveaux dhypoxie. Des analyses
d’activité pour les enzymes intervenant dans les processus aérobie et anaérobie dans le
muscle et dans les défenses contre le stress oxydatif dans le foie ont été réalisées, de la
méme maniere que chez la crevette nordique. En complément, au niveau moléculaire,

l'expression des genes codant pour ces mémes enzymes est étudice.



MATERIEL ET METHODES

CAPTURE ET MAINTIEN DES ORGANISMES A L'ETUDE

Les crevettes nordiques femelles et males ont ¢été¢ péchées dans l'estuaire du Saint-
Laurent, au large de Godbout, a environ 140 m de profondeur a la fin juillet et au début
aolt 2009. Elles ont ensuite été transférées a I’Institut Maurice Lamontagne (IML, MPO,
Mont-Joli, Québec) ct gardées dans des bassins rectangulaires de 2 m® & une température de
4,5 £ 0,2 °C, une salinité moyenne a 27,3 + 0,3 et un débit de 3 L/min. Elles ont été
nourries trois fois par semaine en exces, avec un mélange composé de krill atlantique
Meganyctiphanes norvegica et pacifique Euphausia pacifica, de capelan Mallotus villosus

et de crevettes nordiques congelés et préalablement hachés.

Les flétans du Groenland ont été capturés dans [’estuaire du Saint-Laurent, entre 200
et 350 metres de profondeur. Les adultes ont été péchés a la palangre au large de Riviere-
au-Renard en septembre 2009 et les juvéniles au chalut lors des campagnes de péches du
MPO dans l'estuaire du Saint-Laurent en octobre 2009. Ils ont ensuite été transférés a I’[ML
et élevés dans des bassins de 15 m® avec un débit de 30 L/min pour les adultes (densité
d’environ 4,48 g/L) et des bassins de 8 m’ (15 L/min) pour les juvéniles (densité d’environ
0,87 g/L.). lls ont €té nourris deux fols par semaine avec du capelan et des crevettes. Les
conditions de température (4,1 = 2,6 °C) ct de salinité¢ (27,3 £ 1,3) correspondatent aux
conditions retrouvées dans la couche d’eau profonde de I’estuaire du Saint-Laurent

{Koutitonsky et Bugden, 1991 ; Thibodeau et al., 2006).

Que ce soit pour les bassins de crevettes ou de flétans du Groenland, I’eau des bassins

provenait de ’estuaire, en face de 'IML, a un kilométre au large. La photopériode était



ajustée pour correspondre aux conditions environnementales de la latitude de ['IML
(N 48°37'41") et variait entre 16 heures d’obscurité - 8 heures de jour en hiver a 16 heures
de jour - 8 heures d’obscurité¢ en été. L’intensité lumineuse a la surface était d’environ
I lumen. Les expériences ont €té réalisées en accord avec les réglementations du Conseil
canadien pour la protection des animaux et ont ¢té approuvées par les comités de protection

des animaux de I'Université du Québec a Rimouski et de I'IML.

PROTOCOLE EXPERIMENTAL
EXPERIENCE D'EXPOSITION A UNE HYPOXIE AIGUE

Le montage utilisé (figure 9) était le méme que celui décrit par Dupont-Prinet et al.
(2013a ; b). Les respirometres étaient placés dans un bassin permettant un renouvellement
d'eau de mer (3 L/min pour le montage des crevettes et 10 L/min pour le montage des
flétans du Groenland) & une température constante (5 = 0,2 °C). La pression partielle
d'oxygene était enregistrée en continu par un systeme régulateur (Lolioxy, Loligo Systems,
Danemark). Le taux de saturation d’oxygeéne était régulé avec de I’azote ou de I'air selon le
taux désiré. Le bassin contenant les respirometres était isolé par un plastique opaque pour

éviter de perturber les organismes.

La consommation d'oxygeéne dans les respirometres était mesurée selon la méthode de
respirométrie par flux intermittent (Steffensen, 1989), c'est-a-dire que les respirométres
¢talent renouvelés en cau pendant 5 min environ toutes les 20 min. La diminution
d'oxygeéne pendant la période ou le respiromeétre était clos a permis de mesurer la
consommation d'oxygéne en utilisant l'équation 2 de I'étude de Steffensen (1989) et
I'équation 8 de Garcia et Gordon (1992) pour la solubilit¢ de l'oxygéne. Le taux de
saturation d’oxygéne dans les respirométres était mesuré en continu par une optode
(Presens, Allemagne) reliée a un senseur d’oxygeéne (Oxy-4 mini 4-channel Minisensor ou
Fibox Minisensor - Presens) associé au logiciel AutoRespTMl v1.6.0 ou AutoRespTM4

v1.8.0 (Loligo Systems, Danemark).
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Figure 9 : Montage de respirométrie par flux intermittent tel qu'utilisé lors de l'expérience
en hypoxie aigilie

Les organismes (crevettes nordiques femelles et males, flétans du Groenland adultes
et juvéniles) ont été transférés dans des bassins d’acclimatation de 2 m’
(températurc = 5,3 = 0,3 °C, salinité = 26,2 + 0,6, débit = 10 L/min) avant les mesures
métaboliques. La densité¢ de poissons dans les bassins était d’environ 3,37 g/L pour les
adultes et 0,23 g/l pour les juvéniles. Apres une semaine d’acclimatation dans la
pénombre, les organismes (tableau 2) ont été placés individuellement dans les respiromeétres
a flux intermittent pour quatre jours ou utilisés comme organismes témoins. Pour chaque
manipulation des flétans du Groenland, du Stress Coat® (0,26 mL/L; Mars Fishcare North
America Inc., PA, USA) était ajouté a l'eau pour réduire la perte de mucus. La taille du
respirometre était adaptée a celle de ’animal : 0,57 L et 0,39 L respectivement pour les
crevettes nordiques femelles et males, et 2,18 L et 48,8 L respectivement pour les flétans du

Groenland juvéniles et adultes.



Tableau 2 : Traits morphologiques des organismes utilisés pour l'expérience en hypoxie
aigiie (les tailles sont des longueurs de céphalothorax pour les crevettes nordique et des
longueurs totales pour les flétans du Groenland)

Groupe - Organismes . n_ Taille

Exposés a I'hypoxie aigiie Crevettes femelles 13 256 £ 1,5 mm
Crevettes males 14 17,3+ 1,5mm
Flétans du Groenland juvéniles 12 23,7=3,7cm
Flétans du Groenland adultes 14 51,5+t 4cm

Témoins restés en normoxie Crevettes femelles 13 279 £ 8,1 mm
Crevettes males 10 16,4+ 1,6 mm
Flétans du Groenland juvéniles 10 22,8 £ 0,6 cm
Flétans du Groenland adultes 10 48,5+ 4,6 cm

Aprés 24 heures d’acclimatation dans le respirométre dans la pénombre, la
consommation d'oxygene des organismes a €ét¢ mesurée pendant 48 h. Ces données ont
ensuite ét¢ utilisées pour mesurer le SMR en utilisant la méthode des quantiles (Daoud et
al., 2007). Aprés ces mesures, le niveau d’oxygene a ¢té¢ diminué pendant 12 h par paliers
d'une heure (100, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10 et 5 % sat.) pour déterminer 'Oy de
I'individu (figure 10). L'expérience était arrétée si un organisme montrait des signes de
détresse respiratoire (retournement sur le dos, arrét du mouvement des branchies...etc.) ou
lorsque la consommation d'oxygene était sous le seuil du SMR pendant au moins une heure.
A ce stade, 'Oacri, définie dans cette étude comme le niveau d'oxygéne a partir duquel
l'organisme n'est plus capable de soutenir son SMR et donc le niveau d'oxygene auquel il
ne peut plus soutenir ses fonctions vitales (Wang et al., 2009), était considérée atteinte. La
valeur d'Oqci a été calculée en utilisant un algorithme écrit sous R (R Development Core
Team, 2011) permettant d'identifier les points inférieurs au SMR. A partir de ceux-ci on
trace une régression (figure 10b) et la valeur d'oxygene (sur l'axe des abscisses)
correspondant a l'intersection entre cette ligne de régression et celle, horizontale, du niveau
du SMR, est définie comme la valeur d'Os (figure 10b) (Dupont-Prinet ef al., 2013a ; b).
Dans cette €tude, les valeurs de SMR et d'Oyy, ont €té corrigées pour prendre en compte la

consommation d’oxygene bactérienne. Pour cela, la consommation d'oxygene dans le
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respirometre a €té mesurée avant 'introduction de l'organisme dans le respirométre et a la

fin de J'expérience une fois que l'organisme en ait été retiré.
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Figure 10 : Exemple d'une session de respirométrie (a) et de la méthode de mesure
d’OZCI'lI (b)

Les crevettes ont ¢été anesthésiées sur glace, immédiatement sacrifiées et des
¢chantillons de muscle blanc ainsi que d'hépatopancréas ont été prélevés (étant donné la
taille des crevettes, c'est I'ensemble de chaque tissu qui a été prélevé). Les flétans du
Groenland ont été anesthésiés dans du MS-222 (sulfonate de tricaine méthane) a raison de
0,4 g/L pour les adultes et 0,18 g/L pour les juvéniles, sacrifiés et immédiatement disséqués

pour récupérer des échantillons de muscle blanc (dans la partie la plus large du poisson) et
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de fole. Le muscle blanc a été choisi pour sa fonction principalement anaérobie et son role
dans les efforts importants et le foie/hépatopancréas pour son role de détoxification et de
dégradation des produits métaboliques. Les échantillons de tissus des crevettes nordique et
des flétans du Groenland ont été séparés en deux parties, immédiatement congelés dans de

I’azote liquide et conservés a -80 °C jusqu’aux analyses de laboratoire.
EXPERIENCE D'EXPOSITION A UNE HYPOXIE CHRONIQUE

Cette expérience a été réalisée dans des bassins de 0,8 m’ (température = 52 =+
0,2 °C, salmité = 27,4 £ 0,5 pour les crevettes nordiques et température = 54 £ 0,3 °C,
salinité = 25,3 + 0,7 pour les flétans du Groenland, débit = 10 L/min) équipés d'une colonne
d'échange de gaz et d'une sonde a oxygene (Oxyguard®, modéle 420, Oxyguard
International, Danemark). Un systeme informatisé mesurait l'oxygene dissous de ces
bassins toutes les 5 minutes et ajustait la proportion d'air et d'azote injectée dans la colonne
au besoin. L'oxygene a été diminué progressivement a l'aide d'azote, jusqu'a atteindre des
taux de 41+0,1, 29,4 £ 0,1 et 18,6 £ 0,1 % sat. pour l'expérience sur les flétans du
Groenland et 39,7 + 1,5, 30 + 1,4 et 20,2 + 1,3 % sat. pour l'expérience sur les crevettes
nordiques {(pour le reste du document, je vais considérer que ces niveaux sont 40, 30 et
20 % sat.). Une fois ces niveaux stables, les organismes ont été transférés dans les bassins,
araison de 10 crevettes femelles (24,8 + 1,3 mm) et 10 crevettes males (19,7 + 2,1 mm) par
bassin ou 10 flétans juvéniles (24,7 = 2,8 cm) par bassin pour une semaine d’acclimatation
durant laquelle ils n'ont pas ét€ nourris. Les crevettes ont été placées dans des paniers
installés dans les bassins. La figure 11 montre la stabilité du niveau d'oxygéne dans les
bassins expérimentaux durant les sept jours d'acclimatation des flétans du Groenland. Pour
chaque espece, des individus ont €t¢ laissés dans des bassins en normoxie et utilisés comme

groupe témoin.
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Figure 11 : Courbe de suivi d'oxygene dans les bassins en hypoxie lors de 'exposition d'une
semaine des flétans du Groeniand juvéniles a différents niveaux de saturation d'oxygéne

A la fin de l'expérience, les crevettes nordiques et les flétans du Groenland ont été
anesthésiés et sacrifiés de la méme fagon que pour l'expérience en hypoxie aigiie. Les

mémes tissus ont €té échantillonnés et conservés pour la suite des analyses.

ACTIVITE ENZYMATIQUE

Les capacités métaboliques maximales ont ét€¢ analysées en utilisant l'activité des
différentes enzymes. La CS, la COX, la LDH, la PK, la PEPCK, la GPx, la Cat et la SOD
ont été mesurées sur un ¢chantillon de muscle et/ou d'hépatopancréas chez les crevettes
nordiques et de muscle blanc et/ou de foie chez les flétans du Groenland. Pour les
expériences en hypoxie aiglie, toutes les enzymes ont été¢ mesurées dans le muscle des deux
especes. La PEPCK, la GPx et la SOD ont été aussi analysées dans le foie des flétans du
Groenland ou I'hépatopancréas des crevettes nordiques. Pour les expériences d'exposition a

long terme, la CS, la COX, la LDH et la PK ont ét¢ mesurées dans le muscle alors que la
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PEPCK et la GPx ont ét¢ analysées dans le foie ou I'hépatopancréas. Les dosages de la Cat
dans le fole ou I’hépatopancréas n’ont pu étre mis en point avec la trousse d’analyse

utilisée.
PREPARATION DES HOMOGENATS DE TISSU

Pour chaque individu, un échantillon de tissu a été pesé et homogeénéisé sur glace a
[’aide d’un sonicateur (sonicator ultrasonic processor XL2020, Heat Systems Inc.) dans
5 volumes de solution tampon phosphate saline (PBS, pH 7,5) contenant 0,1 % de Triton X-
100 et | mM d’acide éthyléne diamine-tétra-acétique (EDTA). Les homogénats ont ensuite
été centrifugés 15 min a 4 °C a 1500 g. Le surnageant a ét¢ récupéré, divisé en huit
aliquotes (une pour chaque analyse enzymatique) et conserve a -80 °C pour les analyses des

différentes enzymes.
ANALYSES ENZYMATIQUES

Les échantillons étaient placés sur glace pour dégeler avant chaque analyses puis

¢taient analysés immédiatement.

L’activité de la CS (E.C.2.3.3.1) a été¢ mesurée selon la méthode décrite par Childress
et Somero (1979) et modifiée par Bailey et al. (2005). Les échantillons dilués ont été
ajoutés dans un mélange contenant du tampon Trizma® hydrochloride a 100 mM (Tris-
HCI; pH 8; 25 °C), de 'acétylcoenzyme A (acétyl-CoA) a 0,2 mM et de I’acide 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0,1 mM. De ['oxaloacétate a 500 uM a été ajouté
pour initier la réaction et la production d’acide S-thiobenzoique (NTB) a ét¢ observée a 412
nm. La mesure de l'activité de la COX (E.C.1.9.3.1) a été effectuée selon la méthode de
Marie et al. (2006), adaptée a partir des recherches de Hand et Somero (1983). Le milieu
réactionnel était composé de phosphate de sodium dibasique (HNa,PO4) a 50 mM (pH 7 ;
25 °C), de phosphate de sodium monobasique (NaH,PO4) 2 50 mM (pH 7; 25 °C) et de
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cytochrome ¢ sous forme réduite a 30 uM. La réduction du cytochrome ¢ était réalisée en
ajoutant 0,25 M de dithionite diluée dans SO0 mM de tampon phosphate (pH 7 ; 25 °C) 4 2
M de cytochrome ¢. Une fois réduit, le cytochrome ¢ est séparé de la dithionite sur une
colonne de chromatographie (2 cm de diametre) contenant un gel sephadex G-25 M (2,5 cm
de hauteur). Le taux de réduction du cytochrome c est vérifié par spectrophotométriec en
effectuant le rapport d’absorbance entre 550 et 565 nm. L'activité de la COX a été mesurée
a 550 nm a partir de l'utilisation du ferrocytochrome c. L'activit¢ de la LDH (E.C.1.1.1.27)
a été analysée selon la méthode de Childress et Somero (1979) modifiée par Bailey et al.
(2005). Le milieu réactionnel était composé de tampon Tris-HCl a 80 mM (pH 7,5 ; 25 °C),
de pyruvate de sodium a 2 mM, de B-nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) a 150 uM
ct de chlorure de potassium (KCl) a 100 mM. La diminution du NADH a été mesurée a 340
nm. L'activité de la PK (E.C.2.7.1.40) a ét¢ mesurée selon la méthode de Childress et
Somero (1979) modifiée par Bailey ef al. (2005). Le milieu réactionnel était composé de
tampon Tris-HCI (pH 7,5 ; 4 °C) a 80 mM, de KCI a 100 mM, de sulfate de magnésium
(MgS04) a 10 mM, de fructose biphosphate a 0,1 mM, de phosphoénolpyruvate (PEP) a |
mM, d’adénosine 5’-diphosphate (ADP) a 5 mM, de NADH a 150 mM et de LDH a 20
U/mL (une unit¢ enzymatique U =1 uM de substrat transformée/min). La consommation
de NADH a été mesurée a 340 nm. L'activité de la PEPCK (E.C.4.1.1.32) a été analysée
selon la méthode de Petrescu e al. (1979) adaptée par Jamieson et al (1999). Les
échantillons dilués ont été ajoutés a une solution contenant du tampon Tris-HCI & 50 mM
(pH 7,5 ; 25 °C), du mangancse (1I) chloride (MnCly) a I mM, du PEP a 1 mM, du NADH
a 0,25 mM, de I’hydrogénocarbonate de sodium (NaHCOs) a 50 mM et 1,4 unité de malate
déshydrogénase (MDH ; E.C.1.1.1.37). La réaction a été initiée en ajoutant 0,15 mM de
déoxyguanosine-5’-diphosphate et la consommation de NADH a €t€¢ mesurée a 340 nm.
L’analyse de l'activité de la SOD (E.C.1.15.1.1) a été réalisée selon la méthode modifice de
Marie et al. (2006). La réduction de la cytochrome ¢ a 2 uM a été¢ mesurée a 550 nm, dans
une solution composée de tampon phosphate a 50 mM (pH 7,8 ; 25 °C), ’EDTA a | mM
et d’hypoxanthine a 5 mM. La réaction a ét¢ initiée par I’ajout de 0,2 U/mL de xanthine

oxydase (E.C.1.1.3.22). L'activité de la GPX (E.C.1.11.1.9) a ¢té réalisée selon la méthode
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de Paglia et Valentine (1967) modifiée par Marie ef al. (2006). Le milieu réactionnel était
composé de tampon Tris-HCl & S0 mM (pH 7,6 ; 25 °C), ’EDTA a 1 mM, de
B-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) a 0,14 mM, de L-glutathion
réduit (GSH) a 1 mM et d’une unité de glutathion réductase (E.C.1.8.1.7). La réaction a été
initiée par [’ajout de 0,2 mM de t-butyl-hydropéroxyde et la consommation de NADPH a
été mesurée 4 340 nm. L'activité de la Cat a été délerminée & Uaide du kit Amplex® Red

Catalase d’Invitrogen™ (Burlington, Ontario, Canada).

Pour chaque analyse, dans les deux tissus, la concentration de ['homogénat a été
ajustée pour que les données d'absorbance en fonction du temps (consommation du substrat
ou accumulation du produit de réaction) représentent une pente linéaire sur la période la
plus longue possible dans un intervalle de cinq minutes (figure 12). Ainsi, dans le muscle
des crevettes, les échantillons pour les analyses de CS, COX, PEPCK et SOD ont été dilués
25 fois, ceux pour celles de LDH et de Cat, 100 fois et ceux pour celle de PK 500 fois.
Dans I'hépatopancréas des crevettes, les échantillons pour les analyses de GPx et de SOD
¢taient respectivement dilués respectivement 50 et 100 fois. Chez les flétans du Groenland,
les échantillons pour les analyses de CS ont été dilués 25 fois, ceux pour celles de LDH et
de PK 500 fois, ceux pour celle de PEPCK cinq fois, ceux pour celle de Cat 2500 fois et
ceux pour celle de SOD 1000 fois dans le muscle. Dans le foie, les échantillons pour les

analyses de SOD ont été dilués 25 fois et ceux pour celles de PEPCK et de GPx cing fois.

La concentration en protéines (concentration totale) a ¢t¢ déterminée dans les tissus
de muscle et de foie en utilisant la méthode de Lowry modifiée par Peterson (1977) et

adaptée pour microplaques 96 puits (200 uL).

Toutes les analyscs ont €té réalisées a 4 °C en duplicatas techniques et en utilisant les
méthodes standards adaptées pour un lecteur de microplaques (SpectraMass 190, Molecular

devices, Sunnyvale, Californie, USA). Les coefficients d'extinction molaire utilisés pour les
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calculs d'activité valaient respectivement 9245, 4928, 2160 et 2827 L/mol/cm pour le

cytochrome c, le NTB, le NAPDH et le NADH aprés correction pour microplaque.
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Figure 12 : Exemple de mesure d'absorbance sur 5 min a 340 nm représentant la
consommation de NADH pour un individu (mesure dans deux puits de la
microplaque = duplicatas)

EXPRESSION GENIQUE

Les analyses génomiques ont été réalisées uniquement chez les flétans du Groenland

Juvéniles.

EXTRACTION ET TRANSCRIPTION INVERSE

L’acide ribonucléique (ARN) des échantillons de foie a été extrait avec le kit RNeasy
Plus Mini (Qiagen Inc., Mississauga, ON, Canada) et celui du muscle avec le kit RNeasy
Fibrous Tissue Mini (Qiagen Inc., Mississauga, ON, Canada). Il a ensuite été quantifi¢ a
260 nm avec le spectrophotometre NanoVue™ Plus (GE Healthcare, Québec, Canada), et

sa pureté a été vérifiée en utilisant le ratio 260/280 nm qui indique que I’ARN est pur si sa
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valeur est comprise entre 1,9 et 2,1. L intégrité¢ de I’ARN a ét€ vérifice sur un gel d’agarose
(figure 13) a 2 % avec un marqueur au bromure d’ethidium a 500 ug/mL pour déterminer
s’1l y avait eu dégradation lors du stockage ou des analyses. L’ARN extrait a ensuite été

immédiatement utilisé pour la transcription inverse (RT).
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Figure 13 : Gel d'agarose a 2 % avec marquage au bromure d'ethidium (500 pg/mL)
permettant de vérifier la qualité de 'ARN extrait des tissus (de gauche a droite, I'échelle
moléculaire Tracklt S0 bp DNA ladder de chez Invitrogen et les échantillons extraits en
duplicata) grace a la présence des deux bandes, 28S et 18S

Les réactions de RT ont ¢été réalisées en duplicata avec le kit Quantitect Reverse
Transcription (Qiagen Inc., Mississauga, ON, Canada). La réaction était réalisée en deux
étapes. Pour la premiere, le mélange réactionnel €tait composé de 2 uL de tampon gDNA
Wipeout 7x, de 7 nL d’eau sans RNase et de 1 pg d’ARN précédemment extrait. Ce
mélange a €€ incubé 2 minutes a 42 °C. Pour la seconde étape, le mélange réactionnel
contenait | puL de transcriptase Quantiscript RT, 4 uL de tampon Quantiscript RT 5x et
l uL de mélange d’amorces a été ajouté¢ au mélange de I’étape 1. Cette solution a été
incubée 15 min a 42 °C et 3 min a 95 °C. La concentration et la pureté de I’acide

désoxyribonucléique complémentaire (ADNCc) ont été mesurées avec le spectrophotométre



NanoVue™ Plus (GE Healthcare, Québec, Canada). Les échantillons d’ADNc ont été
sépareés en aliquotes et conservés congelés a -20 °C jusqu’a 'analyse de I'expression des

différents genes.

SEQUENCAGE

Pour obtenir des séquences partielles des différents geénes de référence
(Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase = GAPDH et 18S ribosomal = [8S) et des
genes d'intérét (COX, CS, LDH, PK, PEPCK, Cat, GPx and SOD) chez le flétan du
Groenland, des amorces ont été construites a partir de séquences de genes disponibles sur le
centre  national  d’informations  en  biotechnologiec  (NCBI) de  GenBang
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Les séquences ont ¢té¢ choisies en fonction de leur
homologie avec d’autres séquences de poissons et d’informations trouvées dans la
littérature. Les amorces ont ¢t¢ dessinées en utilisant le logiciel Primer-Blast disponible
sous NCBI et elles ont ensuite ¢ét¢ synthétisées chez Integrated DNA Technologies™
(Coralville, 1A, USA). Les amorces et le numéro de référence des séquences GenBang

utilisées sont notés dans le tableau 3.



Tableau 3 : Amorces utilisées chez le flétan du Groenland et numéro de référence GenBang des séquences utilisées pour les

dessiner (sens de I’amorce : F = sens et R = antl sens)

Géne Espeéce Numéro de Amorces (52 3°)
référence
Glycéraldéhyde 3- Danio rerio BC095386 F- CAACGGCGACACTCACTCCTC
phosphate déshydrogénase R - TCGCAGACACGGTTGCTGTAG
18S Paralichthys EF126037 F - GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC
olivaceus R - AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC
Citrate synthase Gadus morhua DQ059757.1 F - TCCCACCAACCTGCACCCCA
R - ACGCAGGGCAGCTTGGCAAT
Cytochrome ¢ oxydase Pleuronectes EU752157.1 F-TCACTGCCGTCCTTCTTCTT
americanus R - GTTGGTAGAGGATGGGGTCA
Pyruvate kinase Scophthalmus AF467775 F - CCATGCTGAGACCATCAAGA
maximus R-TTTCTGGTCCTTTGGTGTCC
Phosphoénolpyruvate Platichthys JF414418 F - ATGCAGAACCGCAAGGCCCC
carboxykinase stellatus R - ACGCGGGCATTCTCGCCAAA
Lactate déshydrogénase Fundulus L43525.1 F - AACCTGGTGCAGCGCAACGT
heteroclitus R - GTCCAGGTTGGTGCCGGAGC
Superoxyde dismutase P. olivaceus EF681883.1 F - TGGAGACAACACAAACGGG
R - CATTGAGGGTGAGCATCTTG
Catalase P. olivaceus GQ229479.1 F - GCAGAGGTGGAGCAGCTGGC
R - GCTCCCAGCCGATGTCGGTG
Glutathion peroxydase P. olivaceus EU095498.1 F-TGAACGAGCTGCACTCTCGGT

R - AGGGGTGCGCATCCTTCCCA
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Les seéquences de chaque geéne ont été¢ amplifiées par réaction en chaine par
polymérase (PCR) en utilisant le kit AmpliTaq Gold” 360 Master Mix (Applied
Biosystems, Foster city, CA). Toutes les réactions PCR ¢étaient des réactions de 25 uL
contenant 0,9 uM d'échantillon d'acide désoxyribonucléique (ADN), | uM de chaque
amorce sens et anti-sens, 12,5 pL de mix AmpliTag Gold® 360 Master et la quantité
appropriée de 360 GC Enhancer et d'eau de qualité PCR en fonction de leur pourcentage de
GC. Ces solutions ont été incubées dans une machine PCR (Bio-Rad, MyiQ-icycler-Real
time PCR) suivant le protocole pour un cycle de 10 min & 95 °C, suivi de 40 cycles de 30 s
a95°C,30sa60°Cetl mina72°C, avec un cycle final de 7 min a 72 °C. Un contréle
négatif a été réalisé¢ pour chaque couple d'amorces en remplacgant I'échantillon d'ADN par
de l'eau stérile. Les produits PCR ont été analysés sur gel d'agarose 2 % avec marqueur au
bromure d'ethidium a 500 pg/mL (figure 14). Les produits atteignant la taille désirée ont été
purifiés sur colonne avec le kit QIAquick PCR Purification (Qiagen Inc., Mississauga, ON,

Canada), clonés et séquencés ou directement séquences.
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Figure 14 : Gel d'agarose a 2 % avec marquage au bromure d'ethidium (500 pg/mL)
permettant de vérifier la longueur des produits amplifiés. De droite a gauche : l'échelle
moléculaire Tracklt 50 bp DNA ladder de chez Invitrogen et pour chaque échantillon, les
blancs et les produits amplifiés dans trois différents tissus, en duplicata. Pour I'échantillon
de droite, il y a une contamination des blancs et un 2°" produit amplifié qui ne fait pas la
longueur désirée. Pour I'échantillon de gauche, il n'y a pas de contamination et le produit
mesure environ 100 paires de bases, ce qui est la longueur attendue
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Pour 1'étape de clonage, la ligature et la transformation ont ¢€té réalisées
respectivement avec les kits TOPO TA Cloning Kit for sequencing et One Shot Chemically
competent Escherichia coli chez InvitrogenTM (Burlington, Ontario, Canada). L'ADN
bactérien a été extrait avec le kit EZNA Plasmid Mini d'Omega Bio-Tek Inc. (Norcross,
GA). Cet ADN a été amplifié suivant une réaction PCR classique réalisée avec le kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle sequencing d'Applied Biosystems (Foster city, CA). Les
nucléotides ont été isolés avec le kit Ultra-Step Dye Terminator Removal, Easy Nucleic
[solation, Ezna, d'Omega Bio-Tek Inc. (Norcross, GA) et ensuite séquenceés dans le
séquenceur 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems-Hitachi, Foster city, CA). Les
séquences obtenues (tableau 4) ont été alignées avec les séquences disponibles sous NCBI

pour vérifier qu’il s’agissait bien des séquences attendues.
PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL

Les geénes d'intérét (CS, COX, LDH, PK, PEPCK, SOD, Cat et GPx) et ceux de
référence (GAPDH et 18S) ont été quantifiés par réaction de PCR en temps réel en utilisant
l'ensemble des réactifs TaqMan® et le systtme de PCR en temps réel 7900HT (Applied
Biosystems, Foster city, CA). Les produits d'ADNc précédemment séquenceés chez le flétan
du Groenland juvénile ont €té utilisés pour dessiner les amorces et la sonde TaqMan® avec
le logiciel Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Foster city, CA). Les séquences de ces

amorces et sondes sont présentées dans le tableau 4.



Tableau 4 : Amorces et sonde TagMan” dessinées avec le logiciel Primer Express et utilisées pour la PCR quantitative en

temps réel
Géne Séquence Amorces (5°237) (Sso,n_()j;)
18S GCCCTTGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGG  F - CCACACTG
GCTGCACGCGCGCCACACTGACTGGATCGGCGT CCTTGGTCTGTGATGCCC  ACTGGATC
GTGTCTACCCTTCGCCGAGAGGCGCGGGTAACC TT
CGCTGAACCCCACTA R -
TCTCGGCGAAGGGTAGAC
AC
Glycéraldehyde 3- TCGCAGACACGGTTGCTGTAGGCAAACTCATTG F - CATGAGAC
phosphate TCGTACCATGAGACCAGCTTGACAAAGTGGTCA GCTGTAGGCAAACTCATT CAGCTTGA
déshydrogénase TTGAGGGCGATGCCAGCGCCAGCATCAAAGAT  GTCGTA
GGAGGAGTGAGTGTCGCCGTTGA R -
ATCGCCCTCAATGACCAC
TT
Citrate synthase TTCCCACCAACCTGCACCCCATGTCTCAGTTCA  F - TGCTGCCA
GTGCTGCCATCACAGCTCTGAACAGCGAGAGC  GCACCCCATGTCTCAGTT TCACAGC
GGCTTTGCACGGGCTTACTCTGAGGGCGTCCAC CA
AAGACCAAGTACTGGGAGTTTGTCTATGAAGAC R -
TCCATGGACTTGATTGCCAAGCTGCCCTGCGTA  GCCGCTCTCGCTGTTCAG
Cytochrome ¢ GCCGTCCTTCTITCTTCTGTCCCTTCCCGTCTTAG  F - CAGGGATT
oxydase CCGCAGGGATTACAATGCTACTAACAGACCGC  TCTGTCCCTTCCCGTCTTA ACAATGCT
AACCTCAACACAACCTTTTTTGACCCCGCCGGA GC AC
GGTGGTGACCCCATCCTCTACCAACA R -
GTGTTGAGGTTGCGGTCT
GTT
Lactate TAACCTGGTGCAGCGCAACGTCAACATTTTCAA F - CTGATGGT
déshydrogénase GTTCATCATCCCCAACATCGTCAAGTACAGCCC CAAGTACAGCCCCAACTG GGTCTCC
CAACTGCATCCTGATGGTGGTCTCCAACCCAGT CAT

GGACATCCTGACCTACGTGGCCTGGAAGCTGAG

R -
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TGGCTTCCCCCGTCACCGCGTCATTGGCTCCGG  GGCCACGTAGGTCAGGAT
CACCAACCTGGACA GT

Pyruvate kinase TCCATGCTGAGACCATCAAGAATGTCCGCGAGG T - TCCGCGAG
CAGCCGAGAGCTTCGGTGCAGGATCTGTTGATT TCCATGCTGAGACCATCA GCAGC
ACAGACCACTGGCCGTCGCTCTGGACACCAAA  AGAA

GGACCAGAAAA R -
ACAGATCCTGCACCGAAG
CT
Phosphoénolpyruvate TAATGAAGAACCGCAAGGCCCCCACTCAGCTG  F- TTCCACGTC
carboxykinase CCCAAGATCTTCCACGTCAACTGGT/CAGAAAG  CCACTCAGCTGCCCAAGA AACTGGT
AACCCCAGCGGATCTTTCCTCTGGCCCGGCTTT  TC
GGCGAGAATGCCCGCATG R -
ATCCGCTGGGGTTCTTTCT
G
Catalase CCGATGTCGGTGTGTGTCTGGGTAAGAGAAGAG F - AGAAGAGA
ACGACCCTGCAGCATCTTGTCGGGGCTTGCTTC  TGTCGGTGTGTGTCTGGG  CGACCCTG
AATGCCTGGTGGCATGTTACTGGGGTCGAAGGC TAA C
CAGCTTCTCCACCTCTGACA R -
GCAAGCCCCGACAAGATG
Glutathion TGCTACTTTGGTTCTGAGCCATTTCCAGGCCGG  F - CTGATTGC
peroxydase AATACTTTAGACAATTCAGGATTTCTTCATTCTT TTGCAGTTCTCCTGATGTC AGGGAACA

GCAGTTCTCCTGATGTCCAAACTGATTGCAGGG CAA
AACACCCAGAACAACGAGACCCTTGGAGGAAT R-

ACCGAGAGTGCAGCTCGTTCAA TCCAAGGGTCTCGTTGTT
CTG
Superoxyde GGAGACAACACAAACGGGTTCATGAGTGCAGG  F - ACAGGCAC
dismutase ACTTCACTTCAATCTCCACAGCAAGAGTCATGC CATGCTGGTCCTACTGAT  ATTGGAG

TGGTCCTACTGATGCAGACAGGCACATTGGAGA GCA
CCTGGGGAATGTGACTGCTGGAGCAGATAATGT R-
TGCTGAGATAAACATCTCTGACAAGATGCTCAC TGCTCCAGCAGTCACATT
CCTCAATGA CcC
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En fonction de leur activité différentielle dans chacun des tissus, les génes de CS,
COX, LDH et PK ont ét¢ analysés dans le muscle et ceux de PEPCK, Cat, SOD et GPx
dans le foie. Les génes de références GAPDH et 18S ont été analysés dans les deux tissus.
Les réactions de PCR quantitatif en temps réel ont été réalisées suivant le protocole du
fabricant en utilisant le mélange TaqMan® Fast Advanced PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster city, CA). Le milieu de réaction contenait 18 uM de chaque amorce
(sens et anti-sens), 5 uM de la sonde TaqMan®, 5 uL de solution TaqMan® Fast Universal
PCR Master Mix (2x) et 50 ng d'échantillon d'ADNc, pour un volume total de 10 pL. Le
programme thermal était composé d'un cycle de 2 min a 50 °C puis de 20 s a 95 °C, suivi
par 40 cycles d'une seconde a 95 °C et de 20 s a 60 °C. Chaque échantillon a été analysé en
triplicatas techniques et normalisé par rapport aux génes de référence. Une fois le
programme de PCR en temps réel terminé, les données ont été analysée avec les logiciels
SDS 2.4 et Expression Suite 1.0 (Applied Biosystems, Foster city, CA). La méthode AACt
de comparaison des cycles seuil (Ct) a été utilisée pour déterminer les quantités relatives de
chacun des génes suite a l'exposition a une hypoxie aiglie suivant la formule (Livak et
Schmittgen, 2001) :

quantité relative = 2eact

ou AACt est la différence entre le ACt de l'échantillon et celui du groupe de
calibration. ACt est la différence entre le Ct du gene cible et celul du géne de référence. La
valeur 2 est utilisée parce que l'efficacité de la réaction a éte vérifiee a 100 % par PCR
quantitative (Bio-Rad, MyiQ-icycler-Real time PCR) avec la chimie du SYBR Green®.
Cette efficacité a ¢té vérifiée en faisant une dilution en série (de 100 ng a 10 pg) de I'ARN
extrait des tissus et en faisant 1'étape de la RT sur ces dilutions. Ensuite, une PCR
quantitative a ¢té réalisée avec des amorces pour les génes cibles et de références dans

chacun des tissus pour vérifier si la pente de la courbe standard était de -3,3 (figure 15).
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Figure 15 : Exemple de courbe standard de PCR de la GAPDH dans le foie permettant de
véritier I'efficacité de la RT a 100 %

TESTS STATISTIQUES

Chez les crevettes, les sexes ont été analysés séparément, car le nombre d'individus,
ainsi que l'éventail de tailles, €taient trop restreints pour pouvoir faire des corrections
allométriques. Chez les flétans, le sexe n'a pas €té pris en compte et les analyses ont été
réalisées séparément pour les stades juvénile et adulte, encore une fois a cause du nombre

d'individus restreint qui a empéché de déterminer un facteur de correction pour la taille.

Pour les résultats des analyses enzymatiques du chapitre 1, la normalit¢ de la
distribution des données a été vérifice avec le test de Kolmogorov-Smirnov et
'homogénéité des variances par un test de Levene. Pour les données de SOD dans
'hépatopancréas et de PEPCK dans le muscle des crevettes lors cette expérience en hypoxie
aigiie, la distribution des données n'étaient pas normale et une transformation log a été
utilisée pour obtenir une distribution normale. Par la suite, des tests t de Student ont été
utilisés pour vérifier l'effet de I'hypoxie aigiie sur l'activité enzymatique chez les crevettes
nordiques femelles et méles pour chacun des tissus. Une corrélation de Pearson (voir
annexes [) a €té réalisée entre activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) et activité
spécifique (U/mg de protéine). Comme ces deux variables étaient significativement
corrélées pour toutes les enzymes, seule l'activité totale est présentée dans ce travail. Les

activités spécifiques ont présentées a l'annexe V. Pour l'activité de la CS chez les crevettes



femelles l'activité spécifique est également présentée car le niveau d'oxygéne avait un effet
significatif sur l'activité spécifique mais pas sur l'activité totale. Pour ces analyses, la
normalit€ de la distribution des données a été vérifiée avec le test de Kolmogorov-Smirnov.
Pour les données de PEPCK dans le muscle et de SOD dans I'hépatopancréas des crevettes
dans cette expérience, une transformation log des données a été nécessaire pour obtenir la
normalité. Finalement, pour les données de Cat dans le muscle, aucune transformation ne
permettait d'obtenir une distribution normale des données, une corrélation de Spearman a

donc été utilisée.

Pour les résultats des analyses enzymatiques du chapitre 2, la normalité de la
distribution des données a ¢été vérifiée avec le test de Kolmogorov-Smirnov et
'homogénéité des variances par un test de Levene. Pour les données de SOD dans
I'hépatopancréas des crevettes lors cette expérience en hypoxie chronique, la distribution
des données n'étaient pas normale et une transformation log a été utilisée pour obtenir une
distribution normale. Des ANOVAs a un facteur ont ensuite permis de vérifier l'effet des
trots niveaux d'hypoxie chronique par rapport a la normoxie sur l'activité des différentes
enzymes dans chacun des tissus des crevettes nordiques femelles et males. Lorsqu'un effet
¢t¢ démontré, un test a posteriori de Tukey a été réalisé. En cas d'hétérogénéité des
variances (uniquement pour les données de LDH dans le muscle des crevettes lors de cette
expérience) et lorsque qu'aucune transformation des données ne permettait de résoudre, les
comparaisons de moyennes ont été effectuées par un LSD de Fisher sur les rangs (Quinn et
Keough, 2002). Une corrélation de Pearson (voir annexe II) a ét¢ réalisée entre activité

enzymatique totale (U/g de tissu humide) et activité spécifique (U/mg de protéine).

Comme ces deux variables étaient significativement corréiées pour toutes les
enzymes, seule l'activité totale est présentée dans ce travail. Les activités spécifiques sont
présentées a I'annexe VI. Pour ces analyses, la normalité de la distribution des données a été

vérifiée avec le test de Kolmogorov-Smirnov. Lorsque cette normalité n'était pas vérifiée,
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une transformation log a été utilisée sur les données (données de COX et de LDH dans le

muscle des crevettes exposées a I'hypoxie chronique).

Pour les résultats des analyses enzymatiques du chapitre 3, la normalit¢ de la
distribution des données a été vérifiée avec lc test de Kolmogorov-Smirnov et
I'homogénéité des variances par un test de Levene. Par la suite, des tests t de Student ont €té
utilisés pour vérifier I'effet de I'hypoxie aigiie sur l'activité enzymatique chez les flétans du
Groenland adultes et juvéniles pour chacun des tissus. Une corrélation de Pearson (voir
annexe [I) a été réalisée entre activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) et activité
spécifique (U/mg de protéine). Comme ces deux variables étaient significativement
corrélées pour toutes les enzymes, seule 'activité totale est présentée dans ce travail. Les
activités spécifiques ont présentées a l'annexe VII. Pour ces analyses, la normalité de la
distribution des données a été vérifiée avec le test de Kolmogorov-Smirnov. Lorsque cette
normalité n'était pas vérifiée, une transformation log a €té utilisée sur les données (données

de LDH et SOD dans le muscle des flétans du Groenland exposés a une hypoxie aigiie).

Pour les résultats des analyses enzymatiques du chapitre 4, la normalité¢ de la
distribution des données a été vérifiée avec le test de Kolmogorov-Smirnov et
'homogénéité des variances par un test de Levene. Des ANOVAs 4 un facteur ont ensuite
permis de vérifier 'effet des trois niveaux d'hypoxie chronique par rapport a la normoxie
sur l'activité¢ des différentes enzymes dans chacun des tissus des flétans du Groenland
juvéniles. Lorsqu'un effet était démontré, un test a posteriori de Tukey a été réalisé. Une
corrélation de Pearson (voir annexe IV) a été réalisée entre activité enzymatique totale (U/g
de tissu humide) et activité spécifique (U/mg de protéine). Comme ces deux variables
¢taient significativement corrélées pour toutes les enzymes, seule l'activité totale est
présentée dans ce travail. Les activités spécifiques ont présentées a I'annexe VIII. Lorsque
le niveau d'oxygéne avait un effet significatif sur l'activité spécifique mais pas sur l'activité
totale, l'activité spécifique est également présentée (uniquement pour l'activité de la CS

chez les flétans du Groenland juvéniles exposés a ['hypoxie chronique). Pour ces analyses,
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la normalit¢ de la distribution des données a été vérifie avec le test de Kolmogorov-
Smimov. Pour les données de LDH dans le muscle et de SOD dans le foie des flétans
Juvéniles de cette expérience, transformation log a été nécessaire pour obtenir la normalité

des données.

Concernant les données d'expression génique chez les flétans du Groenland juvéniles
exposés a une hypoxie aigiie et chronique (chapitre 3 et 4), elles ont ¢té traitées par la
méthode de Livak et Schmittgen (2001), décrite précédemment. Comme il est nécessaire de
normaliser les données par rapport a un ou plusicurs genes de références (Bustin ef al.,
2009 ; Nikinmaa et Rytkonen, 2011), 18S et GAPDH ont ¢té utilisés comme génes de
référence. Leur stabilité par rapport a 'effet de l'oxygene a €té vérifiee au préalable par des
tests t de Student pour les données en hypoxie aigiie et par des ANOVAs & un facteur pour
l'expérience en hypoxie chronique. Le groupe témoin, qui est resté en normoxie, a €té
utilisé comme groupe de calibration. Les valeurs de quantité relative ont ensuite été
comparées avec des tests t de Student pour l'expérience en hypoxie aigiie et par des
ANOVAs a un facteur pour l'expérience en hypoxie chronique, pour tester l'effet de
I'hypoxie sur I'expression génique chez les juvéniles flétans du Groenland, de la méme

maniére que les données d'activité enzymatique.
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CHAPITRE 1

IMPACTS DE L'HYPOXIE AIGUE SUR LE METABOLISME DE LA
CREVETTE NORDIQUE PANDALUS BORFEALIS

1.1 RESULTATS

Le chapitre | porte sur les résultats obtenus chez la crevette nordique en réponse a un
stress hypoxique aigu. Il est important de préciser que les femelles et les méles ont été
analysés séparément a cause de leur taille différente (la crevette est une espece protandre,
donc les males deviennent des femelles apres quelques années) et de mon incapacité a faire
des corrections allométriques suite au petit nombre d'individus utilisés et au faible éventail
de taille. De plus, tel qu'expliqué dans la partie "Matériel et méthodes", les résultats
d'activité totale et d'activité spécifique étant corrélés, seule l'activité totale est présentée
dans ce chapitre (sauf pour l'activité¢ de la CS chez les crevettes nordiques femelles ol
l'oxygene a un effet significatif sur l'activité spécifique et non sur l'activité totale malgré la
corrélation positive entre les mesures d'activités). Les résultats d'activité spécifique sont

présentés a I'annexe V.

1.1.1 CHEZ LES CREVETTES NORDIQUES FEMELLES

Chez les crevettes femelles exposées a une hypoxie aigiie, j'al observé une diminution
significative de [’activité enzymatique totale pour la majorité des enzymes mesurées.
Toutefois, les concentrations en protéines, que ce soit dans le muscle ou dans
I'hépatopancréas, étaient similaires chez le groupe exposé a une hypoxie aigiie et chez le

groupe témoin {100 % sat.) (tableau 5).



Tableau 5 : Concentration tissulaire en protéines (mg/g de tissu humide) dans le muscle et
I'hépatopancréas des crevettes nordiques femelles exposées & une hypoxie aigiie ou restées
en normoxie (moyenne = erreur type ; n = 13 pour les témoins et n = 10 pour les individus
exposés a une hypoxie aigiice)

Tissu Normoxie Hypoxie aigiie
muscle 174,7 £9,9 209,1 £ 16,3
hépatopancréas 1852 +6,6 2197+ 94

1.1.1.1 Métabolisme aérobie

Les analyses de l'activité des enzymes du métabolisme aérobie ont été réalis€¢es dans
le muscle. Pour les deux enzymes impliquées dans des processus du métabolisme aérobie
(CS et COX), les activités étaient plutdt faibles dans le muscle des crevettes témoins en
normoxie. De plus, I'activité spécifique de la CS a diminu€ de 33,3 % lorsque les femelles
étalent exposées a une hypoxie aigiie (figure 16 ; Fj121;=1,5; p = 0,02). Par contre, je n'ai
pas observé de différence significative pour I'activité totale de la CS, ni pour celle de la
COX (tableau 6). Ceci est peut-étre di a la forte variabilit¢ interindividuelle qui a été

enregistrée lors des analyses enzymatiques.
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Figure 16 : Activite spécifique de citrate synthase dans le muscle des crevettes nordiques
femelles expos€es a une hypoxie aigiie ou restées en normoxie (moyenne + erreur type,
Nigmoins = 13 €0 Npypoxic aigee = 10). La présence d'astérisque indique une différence
significative entre individus des deux groupes (* p < 0,05)
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Tableau 6 : Activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) dans le muscle des crevettes
nordiques femelles exposées a une hypoxie aigiie ou restées en normoxic (moyenne =+
erreur type). Chez les témoins, n = 13 sauf pour l'activité de la Cat ol n = 12 et en hypoxie
aigiie, n = 10 sauf pour la Cat ou n = 8. La présence d'astérisque indique une différence
significative entre témoins et individus exposés a une hypoxie aigiie (¥ p < 0,05)

Enzyme Normoxie Hypoxie aigiie
Citrate synthasc 1,9+ 0,1 1,5+ 0,2
Cytochrome ¢ oxydase 0,14 £ 0,01 0,15 £ 0,2
Lactate déshydrogénase 21,2 + 0,8 15,7 £ 2,6%*
Pyruvate kinase 53,9+7 332 £ 6,1*
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 1,6 £0,6 0,70 £ 0,1*
Catalase 245,8 £ 48,6 246,2 £ 583
Superoxyde dismutase 172,9 + 50,1 116,4 = 31,5

1.1.1.2 Métabolisme anaérobie

Les analyses de l'activité des enzymes glycolytiques LDH et PK ont été réalisées dans
le muscle et celles de la PEPCK, enzyme de la néoglucogenése, dans I'hépatopancréas.
L'activité totale des enzymes impliquées dans les processus de fermentation (LDH) et de
glycolyse (PK) avait des niveaux relativement éleves alors que celle impliquée dans la
néoglucogenese (PEPCK) avait un niveau plutét faible. L’activité de toutes ces enzymes a
diminué dans le muscle lors d'une exposition des femelles a I'hypoxie aigiie. L'activité
totale (tableau 6) de la LDH a diminué de 26,1 % (F[1211=9,2 ; p = 0,04), celle de la PK de
38,4 % (Fji211=1,7; p = 0,04) et celle de la PEPCK de 56,6 % (Fj1217=3,5; p=10,05) en
hypoxie. Je n'al pu déceler aucune activit¢ de la PEPCK dans ['hépatopancréas des

crevettes.
1.1.1.3  Enzymes antioxydantes

Les analyses de l'activité des enzymes antioxydantes ont été réalisées dans le muscle
et dans |'hépatopancréas. Dans I'hépatopancréas, les résultats enzymatiques indiquaient une
diminution d'activité totale de 61,6 % de la SOD chez les femelles exposées a une hypoxie

aigiie (tableau 7 ; F[y2)= 5,8 ; p=0,01). Par contre, il n'y a cu aucune variation de l'activité
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totale de la GPx en fonction du taux de saturation d’oxygeéne du milieu. Dans le muscle, je
n'ai pas observé de différences dans I’activité des enzymes reliées a 'activité antioxydante
entre témoins et femelles exposées a une hypoxie aigiie. Ainsi les niveaux d'activité totale
(tableau 6) étaient similaires pour la Cat et pour la SOD dans le muscle entre le groupe
témoin et celui exposé a l'hypoxie aigiie. Je n'ai pu déceler aucune activité¢ de la GPx dans

le muscle des crevettes.

Tableau 7 : Activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) dans I'hépatopancréas des
crevettes nordiques femelles exposées a une hypoxie aigiie ou restées en normoxie
(moyenne * erreur type ; n = 13 pour les témoins et n = 10 pour les individus exposés a une
hypoxie aigiie). La présence d'astérisque indique une différence significative entre témoins
et individus exposés a une hypoxie aigiie (* p <0,05)

Enzyme Normoxie Hypoxie aigiie
Glutathion peroxydase 2,4+ 0,6 29+0,5
Superoxyde dismutase 11665 = 2190 4485 £ 1033*

1.1.2 CHEZ LES CREVETTES NORDIQUES MALES

1.1.2.1 Protéines

Chez les males, les résultats ont été quelque peu différents de ce qui a été observé
chez les femelles sauf pour les concentrations en protéines, que ce soit dans le muscle ou
dans ['hépatopancréas, qui étaient similaires chez le groupe exposé a une hypoxie aigiie et

chez celui exposé a 100 % sat. (tableau 8).

Tableau 8 : Concentration tissulaire en protéines (mg/g de tissu humide) dans le muscle et
I'hépatopancréas des crevettes nordiques males exposées a une hypoxie aiglie ou restées en
normoxie (moyenne * erreur type ; n = 10 pour les témoins et n = 14 pour les individus
exposés a une hypoxie aigiie)

Tissu Normoxie Hypoxie aigiie
muscle 2352+ 12 181,9 £ 11,3
hépatopancréas 167,5 £ 4,4 172,9 £ 4.7
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1.1.2.2 Métabolisme aérobie

Dans le muscle des crevettes males, l'activité totale des enzymes du métabolisme
aérobie (CS et COX) était similaire chez le groupe exposé a I'hypoxie aigiie et le groupe

témoin (tableau 9).

Tableau 9 : Activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) dans le muscle des crevettes
nordiques males exposées a une hypoxie aigiie ou restées en normoxie (moyenne + erreur
type). Chez les témoins, n = 10 sauf pour la Cat ol n = 8 et en hypoxie aigiie, n = 14 sauf
pour la Cat ou n = 12. La présence d'astérisque indique une différence significative entre
témoins et individus exposés a une hypoxie aigiie (** p < 0,01 et *** p <0,001)

Enzyme Normoxie Hypoxie aigiie
Citrate synthase 2,6 +0.2 2,5+02
Cytochrome ¢ oxydase 0,2 £ 0,02 0,2 +0,02
Lactate déshydrogénase 17,2 £ 0,9 158 £ 1,4
Pyruvate kinase 66,3 +59 68,8 £ 83
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 1,3 +£0,2 0,6 £ 0,1**
Catalase 150,8 + 30,3 180,9 + 37
Superoxyde dismutase 226,1 £ 354 68,4 + 14 4%**

1.1.2.3 Meétabolisme anaérobie

Chez les enzymes glycolytiques, seule l'activité de la PEPCK a varié dans le muscle
lors d'une exposition a une hypoxie aigiie. Son activité totale a diminué de 51,5 % chez les
individus exposés a I'hypoxie (tableau 9 ; F(1 21y = 3,2 ; p = 0,006). Dans le muscle, l'activité
totale des autres enzymes glycolytiques (LDH et PK) ne montrait pas de différences

significatives entre le groupe exposé a I'hypoxie aigiie et le groupe témoin (tableau 9).
1.1.2.4  Enzymes antioxydantes
Finalement, les enzymes antioxydantes chez les males ont, comme chez les femelles,

été analysées dans le muscle (tableau 9) et dans ['hépatopancréas (tableau 10). Dans le

muscle, parmi les enzymes antioxydantes, seule l'activité totale de la SOD a diminue
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significativement (tableau 9). Cette activité a diminué de 69,8 % entre les individus témoins
et ceux exposés a une hypoxie aiglie (Fr; 2 =43 ; p < 0,001). L'activité totale de la Cat
était quant a elle similaire entre les deux groupes dans le muscle (tableau 9). Dans
I'hépatopancréas, les deux enzymes qui ont été analysées avaient des activités totales qui
variaient lors de l'exposition a une hypoxie aigiie (tableau 10). Pour la GPx, une forte
augmentation d'activité totale de 400 % a ¢€té observée entre les individus témoins et ceux
exposés a une hypoxie aigiie (Ffj 221 =2,5; p <0,001). Pour la SOD, les niveaux d'activités
¢taient tres importants dans I'hépatopancréas. Comme les femelles précédemment, il y a eu
une forte diminution de l'activité de la SOD suite a l'exposition a une hypoxie aigie.
L'activité totale a diminué de 52,3 % entre les individus témoins et ceux exposés a

I'hypoxie aigiie (Fj217= 1,9 ; p = 0,007).

Tableau 10 : Activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) dans I'hépatopancréas des
crevettes nordiques males exposées a une hypoxie aigiie ou restées en normoxie (moyenne
+ erreur type ; n = 10 pour les témoins et n = 14 pour les individus exposés a une hypoxie
aiglie). La présence d'astérisque indique une différence significative entre témoins et
individus exposés a une hypoxie aigiie (** p < 0,01 et *** p <0,001)

Enzyme Normoxie Hypoxie aigiie
Glutathion peroxydase 0,7+0,3 3,5 £ 0,4%%*
Superoxyde dismutase 10467 + 1738 4997 + 4762%*
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1.2 DISCUSSION

Lors d'une exposition a I'hypoxie, l'organisme cherche au départ a maximiser I'apport
€n oxygene aux organes vitaux en augmentant le rythme cardiaque, le rythme et le taux de
ventilation (Czyzyk-Krzeska, 1997 ; McMahon, 2001 ; Wu, 2002). Quand l'organisme n'est
plus capable d'apporter I'énergie nécessaire par la voie aérobie, le métabolisme anaérobie,
par la voie de la fermentation, prend une place progressivement plus importante. Ceci
permet de produire de I'énergie sans utiliser d'oxygéne, mais la quantité d'énergie produite
est beaucoup plus faible et il y a une accumulation de produits métaboliques
potentiellement toxiques. En méme temps, l'organisme cherche a limiter ses dépenses
d'énergie pour prolonger son temps de survie (Czyzyk-Krzeska, 1997 ; McMahon, 2001 ;
Wu, 2002). Le seull d'Oy utilis€ dans cette étude est défini comme le niveau d'oxygéne
auquel l'organisme n'est plus capable de soutenir son SMR, c'est-a-dire le métabolisme
minimum pour soutenir ses fonctions vitales (Wang et al., 2009). J'ai €émis I'hypothése que
les organismes exposés a une hypoxie aigiie diminueratent l'activité des enzymes du
métabolisme aérobie pour augmenter plutét celles de leur métabolisme anaérobie. La
seconde hypothese était qu'il y aurait une baisse de la production de ROS suite & une
diminution de l'utilisation de la chaine respiratoire et donc que les niveaux de défenses
antioxydantes allaient diminuer. Mes résultats vont a l'encontre de I'hypothese de départ qui
supposait que, bien que le métabolisme anaérobie se mette en place de fagon plus
importante sous le seuil d'Oaqiy, l'activité des enzymes régulant les voies anaérobie n'est pas
plus importante. Par contre, concernant les défenses antioxydantes, I'hypothése de départ
comme quoi les niveaux de défenses vont répondre en fonction de la production de ROS (et

donc du taux métabolique acrobie), est supportée.

Au cours de cette expérience, compte tenu de la fagcon dont O,q est estimée, les
crevettes nordiques ont ét¢ exposées a des tencurs en oxygéne inférieures a Oyeri; pendant
environ une heure. Dans le muscle de la crevette nordique, cette exposition aiglie a
I'hypoxie n'entraine pas ou peu de variations de l'activité des enzymes intervenant dans le

métabolisme aérobie, ce qui est plutdt surprenant étant donné que les crevettes étaient sous
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le seuil d'Oye et que leur consommation d'oxygéne avait diminué (figure 10). Seule
l'activité spécitique de la CS dans le muscle des femelles crevettes est plus faible chez les
individus exposés & l'hypoxie aigiie que chez les témoins. Ceci signifie que ce n'est pas le
nombre de molécules qui est plus faible, mais bien l'activité de la molécule elle-méme. La
capacité adrobie de l'organisme serait donc plus faible en hypoxie aigiie. Cependant, la
COX, qui intervient au niveau de la chaine respiratoire, reste a des niveaux d'activiteé plutot
faibles, que ce soit en normoxie ou en hypoxie aigiie. Chez les males, aucune réponse n'est
enregistrée pour les enzymes du métabolisme aérobie. Leur capacité aérobie semble donc
se maintenir en hypoxie aiglie. De plus, les deux enzymes COX et CS ne sont pas co-
régulées, comme c'est le cas chez le ver de source hydrothermale Paralvinella grasslei
(Marie et al, 2006). Ceci suggére que ce n'est donc pas uniquement la densité
mitochondriale qui régule la capacité oxydative du tissu. Les faibles variations d'activité
des enzymes du métabolisme aérobie de cette ¢tude sont donc plutdt surprenantes, car une
diminution de la capacité aérobie en hypoxie a ét€ démontrée chez plusieurs autres espéces,
telles que le ver de sources hydrothermale P. grasslei (Marie et al., 2006) ou le crabe vert
Carcinus maenas (Burke, 1979) exposés respectivement a environ 4 % sat. (= 12,8 pmol
0,/L) et a 6,5 % sat. (= 10 Torr). La diminution de la capacité aérobie observée chez ces
espéces est expliquée par une baisse de la consommation d'oxygene en hypoxie résultant
d’une limitation de la consommation d'oxygene des mitochondries et d’une diminution
métabolique importante dans le muscle (Abele-Oeschger et al., 1997). Mes résultats sont en
contradiction avec mon hypothese de départ suggérant que I'hypoxie aigiie allait entrainer
une limitation de l'activité des enzymes du métabolisme aérobie chez les crevettes
nordiques. Mes résultats semblent plutét indiquer que la capacité aérobie des femelles ne
diminue que peu. Chez les males, aucune diminution n'étant enregistrée, on peut penser que
ces derniers n'ont pas encore atteint un seuil d'oxygene ou leur capacité aérobie est affectée.
Une autre explication pourrait étre que le temps de réponse physiologique face a cette chute
d’oxygeéne est trop lent chez cette espece pour étre observé dans mes conditions
expérimentales. Les crevettes diminueraient immédiatement leur consommation d'oxygene,

comme cela a été enregistré en respirométrie, mais l'ajustement de la capacité aérobie scrait
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enregistre un peu plus tard. Les activités enzymatiques enregistrées ici seraient en partie

fonction de l'activité des enzymes déja présentes dans l'organisme.

Chez les crevettes nordiques, il y a une baisse d'activité pour toutes les enzymes
itervenant dans le métabolisme anaérobie et qui répondent a l'exposition & une hypoxie
aiglie, ce qui vient encore une fois a l'encontre de mon hypothese de départ. Les activités
des enzymes glycolytiques et de la fermentation diminuent avec I'exposition a une hypoxie
aigiie dans le muscle des crevettes nordiques femelles. Par contre chez les males, seule
l'activité de la PEPCK diminue, les autres activités restent identiques a celles enregistrées
en normoxie. Plusieurs études ont mesuré les niveaux d'activité¢ de LDH dans le muscle de

différentes especes d'invertébrés et de fortes variations sont observées (tableau 11).

Tableau 11 : Activité de lactate déshydrogénase (U/g de tissu humide) observée dans le
muscle blanc de différentes especes (d'apres les études de Hammen, 1969 et de Zammit et
Newsholme, 1976)

Groupe Nom commun Nom latin Activité maximale
Mollusque Palourde américaine  Mercenaria mercenaria 0,19
Mollusques Patelle commune Patella vulgata 1,4
Echinodermes  Oursin globuleux Echinus esculentus 2,4
Crustaces Crabe jonah Cancer borealis 0,27
Crustacés Crevette Crangon allmanni 9,6
Crustacés Crabe marbré Pachygrapsus marmoratus 75,2
~Crustaccs Crabe dormeur Cancer pagurus 77

Dans mon étude, les valeurs d'activités dans le muscle des crevettes nordiques en
normoxie sont élevées par rapport aux valeurs mesurées chez d’autres invertébrés et a peine
plus faibles que celle de 31,4 U/g de tissu trouvée chez le crabe porcelaine Petrolisthes
laevigatus (Yaikin et al., 2002). Concernant la PEPCK dans le muscle des arthropodes,
Zammit et Newsholme (1976) ont mesuré des niveaux d'activité maximale trés faibles en
normoxie (1,3 U/g de tissu chez le homard européen Homarus vulgaris, moins de 0,1 U/g
de tissu chez la crevette Crangon allmanni, 'oursin globuleux Echinus esculentus et |'étrille
Portunus puber). Ces niveaux d'activité sont plus faibles que ceux retrouvés dans le muscle

de la crevette nordique en normoxie dans la présente étude et parfols méme que ccux
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retrouvés dans le muscle des individus exposés a une hypoxie aiglie. Il a été démontré que
les espéces adaptées a I'hypoxie ont de forts niveaux d'enzymes glycolytiques et de la
fermentation car cela leur confére une forte capacité anaérobie (Yaikin ef al., 2002). De
plus, les organismes adaptés a I'hypoxie, tels que le crabe vert, sont capables d'utiliser
rapidement la voie anaérobie une fois que la voie aérobie n'est plus suffisante pour produire
assez d'énergie (Burke, 1979). Dans la présente étude, les activités de la LDH et de la
PEPCK sont plutdt élevées par rapport a celles des autres especes, les crevettes nordiques
auraient une forte capacité anaérobie et semblent donc plutdt adaptées aux conditions
hypoxiques. Cependant, l'activité totale de ces enzymes chez les crevettes nordiques
femelles diminue lorsque ces derniéres sont exposées a une hypoxie aiglie, contrairement a
celles des males. Cette diminution de la capacité anaérobie chez les femelles pourrait
démontrer que les femelles sont moins adaptées a I'hypoxie que les méles. De plus, chez les
femelles, l'activité de la PK, impliquée la glycolyse, diminue aussi, ce qui vient €tayer le

fait que les males seraient plus résistants.

Les enzymes antioxydantes répondent différemment a l'exposition a une hypoxie
aiglie dans le muscle et dans I'hépatopancréas des crevettes nordiques femelles et males.
Dans I'hépatopancréas, les niveaux d'activité de la GPx et de la SOD sont élevés par rapport
a ceux du muscle. De plus les réponses a l'hypoxie y sont plus marquées. De tels niveaux
d'activités variables ont précédemment été enregistrés chez la crevette blanche du Pacifique
(Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 201 1) et sont en relation avec les fonctions différentes de
chaque tissu. Les réponses des enzymes antioxydantes sont aussi tres différentes entre les
femelles et les méles. C'est chez les males que la réponse est la plus marquée. Tout d'abord,
dans le muscle, une variation d'activité est enregistrée seulement chez les males. L'activité
totale et spécifique de la SOD y est plus faible chez les individus exposés a une hypoxie
aigiie que chez le groupe témoin. Les enzymes antioxydantes (GPx, SOD et Cat) étant
souvent utilisées comme biomarqueurs de la présence de stress oxydatif (Choi et al., 2000),
on peut penser que la diminution de l'activité de la SOD dans le muscle serait due a une

baisse de production de ROS, suite a une diminution de la consommation d'oxygéne.
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Cependant, cette diminution de l'activité¢ enzymatique de la SOD dans le muscle est en
contradiction avec les résultats enregistrés chez la crevette blanche du Pacifique dans une
ctude précédente (Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011). Chez cette espéce, les niveaux
de SOD augmentent en hypoxie, non seulement pour faire face a un éventuel stress oxydatif
durant la phase d’hypoxie, mais aussi pour se préparer a I'augmentation brutale de ROS lors
de la phase de ré-oxygénation. Cette crevette anticipe la variation d'oxygéne dans son
environnement, elle est capable de s'y acclimater en augmentant sa capacité antioxydante
(Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011), ce que la crevette nordique ne semble pas capable
de faire. Cependant, 1l faut aussi prendre en compte que l'exposition de la crevette blanche
du Pacifique a l'hypoxie a été¢ de 24 h dans I'étude de Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin
(2011), comparé avec un peu plus dune heure dans mon <¢tude, ce qui a laissé
potentiellement moins de temps a la crevette nordique pour réagir. De plus, la crevette
blanche du Pacifique vit dans des eaux peu profondes qui peuvent &tre sujettes a des
variations d'oxygéne plus rapidement que les eaux profondes ou vit la crevette nordique.
Alnsi, cette espéce pourrait étre adaptée de fagon a répondre plus rapidement aux variations
d'oxygene que la crevette nordique. Dans I'hépatopancréas des crevettes nordiques males,
des réponses plus prononcées furent observées. Cecl suggeére que ce tissu serait plus
sensible aux ROS a cause de son haut taux métabolique (Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin,
2011). Dans ce tissu, chez les males, l'activité de la SOD diminue alors que cefle du GPx
augmente avec l'exposition a une hypoxie aigiie. Plusieurs études ont montré que les
enzymes antioxydantes étaient co-régulées (Chol et al., 2000 ; Marie et al., 2006), mais pas
forcément de la méme facon selon les especes. Généralement, la Cat et la GPx s'associent
pour ¢liminer le H,O, produit par la SOD lorsqu'elle catalyse les O, (Marie et al., 2006).
Cette réponse n'est pas toujours possible, car la formation excessive de ROS peut inhiber
une enzyme, comme c'est le cas chez le ver Chironomus riparius Mg. (Dipftera,
Chironomidae), ot ¢'est la SOD et la Cat qui augmentent alors que la GPx diminue (Choi et
al., 2000). Chez la crevette nordique, comme l'activité de la SOD diminue, on peut penser
que les niveaux de H,O, n'augmentent pas de fagon excessive et que l'activiteé de la GPx est

suffisante pour obtenir une capacité antioxydante efficace. Dans la présente €tude, les
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activités de la GPx et de la CS ne sont pas corrélées positivement comme chez le ver P.
grasslei (Marie et al., 2006), ou une diminution de la CS et donc de la capacité aérobie est
mise en lien avec la diminution des ROS et de l'activité de la GPx. Concernant l'activité de
la Cat qui reste faible et ne semble pas varier lors de l'exposition a une hypoxie aigiie, cela
a déja été noté dans d'autres études, et ce phénomene serait expliqué par une compensation
via les autres enzymes, comme la GPx (Marie er al., 2006 ; Parrilla-Taylor et Zenteno-

Savin, 2011).

Chez les crevettes nordiques femelles, aucune réponse des enzymes antioxydantes
n'est observée dans le muscle, et dans I'hépatopancréas, seule une diminution de l'activité
de la SOD est enregistrée en réponse a l'exposition a une hypoxie aigiie. Ceci pourrait
indiquer que les femelles sont moins adaptées que les males a I'hypoxie car leur capacité
antioxydante est plus faible, ce qui renforce I'hypothése mentionnée précédemment. La
réponse de la SOD est tres rapide alors que celles de la GPx et de la Cat, qui dépendent
aussi d'autres parametres, sont plus lentes a se mettre en place (Choi ef al., 2000). 1l est
possible que l'exposition a une hypoxie aiglie d'environ une heure a €té trop courte pour
enregistrer une réponse significative chez les crevettes nordiques femelles. De plus, chez
les femelles, une diminution de la capacité aérobie est observée et leur consommation
d'oxygene diminue aussi. Il est donc possible que la production de ROS soit moins
importante, que les femelles ne doivent pas faire face a un stress oxydatif et qu'elles n'aient
donc pas besoin d'augmenter leur capacité antioxydante, ce qui confirme mon hypothése de
départ. Cependant, il y a peu d'études sur les réponses enzymatiques a I'hypoxie a court
terme chez les crustacés et il est donc difficile de comparer mes résultats avec ceux d’autres

études.

Selon les résultats de mon étude, les males semblent plus résistants a 'hypoxie aigiic
que les femelles chez la crevette nordique. La valeur d'O;. des méles étant de 9 £ 7 % sat.
et celle des femelles de 14 £ 4 % sat., les males seraient donc capables de supporter des

niveaux d'oxygene plus faibles, et ce sont les seuls chez qui une augmentation de l'activité
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d'une enzyme antioxydante, la GPx, est observée. Cette augmentation de la capacité
antioxydante démontre qu'ils sont capables de s'acclimater a des épisodes d'hypoxie aigiie
et de résister a l'apparition d'un stress oxydatif (par exemple lors de la ré-oxygénation),
comme cela a ¢té démontré chez la crevette blanche du Pacifique (Parrilla-Taylor et
Zenteno-Savin, 2011). Ceci demeure cependant une hypothese, car il n'y a pas eu de phase
de rée-oxygenation dans la présente ¢tude. Les femelles étaient moins résistantes a I'hypoxie
car leur seuil d'Oqcrii (14 £ 4 % sat.) était plus élevé que celui des méles (9 + 7 % sat.). Dans
I'estuaire du Saint-Laurent, les crevettes nordiques femelles sont treés proches de leur seuil
de tolérance a I'hypoxie (Oaqir), c€ qui pourrait mettre leur survie en danger si les niveaux

d'oxygene diminuaient encore (Dupont-Prinet, communication personnelle).

Cette étude est la premiere a mesurer les réponses enzymatiques des crevettes
nordiques femelles et males a I'hypoxie. Chez cette espece protandre, le stade de
développement et le sexe sont liés. Un coefficient allométrique de 0,56 a été enregistré sur
des donnees de métabolisme respiratoire (Daoud ef al., 2007), mais n'ayant pu le vérifier ici
sur les données enzymatiques, aucune correction allométrique n'a été faite dans mon étude,
mats les vanations de masse entre individus du méme sexe étaient faibles. J'ai préféré

analyser les deux sexes séparément.

Toutes les enzymes mesurées ici, excepté la GPx dans I'hépatopancréas des miles,
ont une activité plus faible lors de l'exposition a une hypoxie aigiie. Cette diminution des
capacités mdtaboliques maximales pourrait €tre expliquée par une diminution du
métabolisme en hypoxie, comme cela a déja ¢t€ observé par Abele-Oeschger et al. (1997)
chez la crevette grise Crangon crangon. Cette observation est corroborée par les mesures
de respirométrie prouvant bien que les organismes ont un taux métabolique inférieur a leur
SMR. Comme le métabolisme est limité par la disponibilité en oxygene, les capacités
métaboliques maximales n'ont plus I'obligation d'étre aussi €levées qu'en normoxie, ces
diminutions permettent & l'organisme de diminuer ses demandes énergétiques et donc

d’augmenter son temps de survie lors d'un épisode hypoxique. Cela peut aussi montrer que
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l'organisme n'est plus capable de maintenir les mémes capacités métaboliques sous des
conditions trop exigeantes pour lui. Une diminution de la consommation d'oxygene ayant
été enregistrée chez les organismes, une fois qu'ils €taient sous Ogeiy, il y a aussi une
diminution d'activité des organismes, qui peut aussi expliquer la baisse d'activité au niveau

enzymatique.

Finalement, lors de mon expérience, les crevettes nordiques ont été exposées sous
O, et donc a un niveau d'hypoxie tres sévere pour elles sur une courte période d'environ
une heure. 1l n'était pas possible de faire durer l'expérience plus longtemps, car un
organisme ne peut survivre sous ce seuil que durant peu de temps. La plupart des autres
¢tudes observent des organismes exposés a des niveaux d’hypoxie moins sévere, mais
pendant un temps plus long (au moins 24 h), ce qui laisse le temps a des processus
métaboliques de se mettre en place. Pour essayer de mieux comprendre les réponses de la
crevette nordique a l'hypoxie et de voir si des réponses enzymatiques supplémentaires
auraient été observées lors d'expositions plus longues, des niveaux intermédiaires de

saturations d'oxygene ont €té utilisés et ces résultats sont présentés dans le chapitre 2.



CHAPITRE 2

IMPACTS DE DIFFERENTS NIVEAUX D’HYPOXIE CHRONIQUE
SUR LE METABOLISME DE LA CREVETTE NORDIQUE
PANDALUS BOREALIS

2.1 RESULTATS

Le chapitre 2 porte sur les résultats obtenus chez la crevette nordique en réponse a
différents niveaux de stress hypoxique chronique. Il est important de préciser que les
femelles et les males ont été analysés séparément a cause de leur taille différente (la
crevette est une espeéce protandre, donc les males deviennent des femelles aprés quelques
années) et de mon incapacité a faire des corrections allométriques suite au petit nombre
d'individus utilisés et au faible éventail de taille. De plus, tel qu'expliqué dans la partie
"Matériel et méthodes", les résultats entre activité totale et activité spécifique étant corrélés,
seule 'activité totale est présentée dans ce chapitre. Les résultats d'activité spécifique sont

présentés a I'annexe V1.
2.1.1 PROTEINES

Durant 'exposition a différents niveaux d’hypoxie durant sept jours, je n'ai pas
observé de changements significatifs dans la concentration en protéines chez les crevettes
nordiques femelles, que ce soit dans I'hépatopancréas, avec une moyenne globale de 181,2
+ 3,9 mg/g de tissu humide (n = 42) ou dans le muscle, avec une moyenne globale de 179,7

+ 45,2 mg/g de tissu humide (n = 42).
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Chez les males, quelques différences significatives sont apparues dans les
concentrations en protéines (figure 17). Dans le muscle, la seule différence significative a
été observée entre les males du groupe témoin (100 % sat.) et ceux exposés a 20 % sat. avec
une baisse de 18 % (figure 17A ; Fj336)=3,8 ; p = 0,02). Dans [’hépatopancréas une seule
différence significative a également été observée, mais entre les males témoins et ceux
maintenus a 40 % sat., qui avaient des concentrations en protéines plus faibles de 16,2 %

(figure 17B ; F336) = 5,9 ; p = 0,002).
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Figure 17 : Concentration de protéines (mg/g de tissu humide) dans le muscle (A) et dans
I'hépatopancréas (B) des crevettes males (n = 10) exposées a différents niveaux d'oxygene
pendant 7 jours (moyenne * erreur type). Des lettres différentes indiquent des différences
significatives

2.1.2 METABOLISME AEROBIE

Les enzymes participant au métabolisme aérobie n'ont pas toutes répondu de la méme
facon lors de I'exposition a différents niveaux d'hypoxie chronique. Dans le muscle des
crevettes femelles et males, l'activité totale (figure 18) de la CS était plus faible chez les
groupes exposes a I'hypoxie chronique que chez le groupe témoin. En hypoxie, les activités

ont diminué de 43,5 % chez les femelles (F333)= 13,4 ; p < 0,001) et de 41,3 % chez les
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males (Fppze=13; p < 0,001). Contrairement & la CS, il n’y a pas eu de variations
d’activité musculaire totale de la COX avec une moyenne de 0,13 + 0,01 U/g de tissu
humide chez les femelles (n = 39) et de 0,20 + 0,02 U/g de tissu humide chez les males
(n=40).
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Figure 18 : Activité totale de la citrate synthase dans le muscle des crevettes nordiques
femelles (N20 9 ot 40 % = 10, N30 9% = 9 €t Ngmoin = 13) et males (n = 10) exposées a différents
niveaux d'oxygeéne pendant 7 jours (moyenne * erreur type). Des lettres différentes
indiquent des différences significatives

2.1.3 METABOLISME ANAEROBIE

Dans le muscle, la LDH et la PK ont répondu de la méme facon chez les femelles et
les males. Pour la LDH des différences importantes ont ¢été observées entre les niveaux
d'oxygéne. Chez les femelles, l'activité totale (figure 19) de la LDH des trois groupes
exposés a I'hypoxie chronique était plus faible que celle du groupe témoin (Fr336 = 15,2 ;
p < 0,001). L’activité était plus faible a 20 % qu’a 30 % sat., mais celle & 40 % était
intermédiaire aux deux premicres. Par rapport au groupe t€émoin, l'activité totale a diminué
de 88,2 % chez le groupe exposé a 20 % sat. et de 45,3 % chez celui exposé a 30 % sat.
Chez les males, l'activité totale de la LDH (figure 19) était plus faible de 67,5 % chez les
groupes exposés a 40, 30 et 20 % sat. que chez le groupe témoin (Fp3 36 = 20,7 ; p < 0,001).
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Les traitements d'oxygéne n'ont eu aucun effet sur l'activité totale de la PK, autant pour les
femelles (45,4 + 3 U/g de tissu humide, n = 42) que pour les males (59,2 + 3,2 U/g de tissu

humide, n = 40). Je n'ai pu déceler aucune activité¢ de la PEPCK dans I'hépatopancréas des

crevettes.
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Figure 19 : Activité totale de la lactate déshydrogénase dans le muscle des crevettes
nordiques femelles (n = 9 sauf pour le groupe témoin ou n = 13) et males (n = 10) exposées
a différents niveaux d'oxygeéne pendant 7 jours (moyenne + erreur type). Des lettres
différentes indiquent des différences significatives

2.1.4 ENZYMES ANTIOXYDANTES

Au niveau des enzymes du stress oxydatif, j'ai observé que dans I'hépatopancréas des
crevettes, l'activit¢ totale de la GPx a augmenté lorsque les crevettes femelles et males ont
été¢ soumises a une hypoxie chronique, avec des augmentations plus marquées chez les
males (figure 20A). Chez les femelles, l'activité totale a augmenté de 148,1 % chez le
groupe expos€ a 20 % sat. par rapport au groupe témoin (Fp333=4,9; p = 0,006). Cette
augmentation était progressive avec des niveaux intermédiaires observés chez les groupes
exposés a 30 % et 40 % sat. Chez les femelles, aucune variation significative de l'activité
totale de la SOD dans I’hépatopancréas n’a été observée en réponse a une exposition

chronique a I’hypoxie (12829,6 = 12434 U/g de tissu humide, n = 42).
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Figure 20 : Activité enzymatique totale de la glutathion peroxydase (A) et de la superoxyde
dismutase (B) dans I’hépatopancréas des crevettes nordiques femelles (nag o et 40 %= 10,
Nyo o = 9 et Niegmoin = 13) €t males (n = 10) exposées a différents niveaux d'oxygeéne pendant
7 jours (moyenne = erreur type). Des lettres différentes indiquent des différences
significatives

D'autre part, chez les males, une augmentation significative de 479,7 % pour l'activité
totale de la GPx a €té observée des l'exposition a 40 % sat. (Fi336)= 19,7 ; p < 0,001). Les
réponses de la SOD dans ’hépatopancréas étaient variables (figure 20B ; F;336)=3,5;
p =0,02). Les groupes exposés a I'hypoxie chronique avaient des activités similaires a celle
du groupe témoin, mais ces activités étaient significativement différentes entre elles. Cette

activité totale était plus faible de 66,7 % chez le groupe exposé a 30 % sat. par rapport aux
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groupes exposes a 20 % et 40 % sat. (figure 20B). Les analyses de Cat n'ont pas donné¢ de

résultats exploitables dans I'hépatopancréas des crevettes.
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2.2 DISCUSSION

Les crevettes nordiques peuvent résister a une hypoxie aiglie, comme 1’indiquent les
mesures d'Ozeriy (9 £ 7 % sat. chez les méles et 14 + 4 % sat. chez les femelles). En hypoxie
aigiie, le niveau de réponse mesuré est faible, suggérant que peu d'ajustements
métaboliques sont possibles. Lorsqu'il y a une réponse, j'observe généralement des
diminutions d'activité des enzymes impliquées dans les processus du métabolisme aérobie,
glycolytiques, ainsi que de celles impliquées dans les défenses antioxydantes (chapitre 1).
Comme les travaux de Dupont-Prinet et al. (2013b) ont montré qu'il n'y avait pas de
variations du SMR en hypoxie au dessus de O,.i, on peut supposer que la capacité
enzymatique répond toujours aux besoins de base, méme lorsqu'il y a diminution d'activité.
Toutefois, comme dans les mémes conditions, le registre aérobie est diminué, on peut
supposer que c'est en partie i€ a des baisses de capacités enzymatiques. Cependant, les
males semblent étre plus résistants que les femelles, non seulement a cause de leur Oy
plus faible, mais aussi, parce que ce sont les seuls chez qui une augmentation de l'activité
d'une enzyme antioxydante (GPx) est observée, indiquant une bonne capacité antioxydante
(chapitre 1). Les crustacés étant connus pour étre résistants aux conditions hypoxiques
(McMahon, 2001 ; Ekau et al., 2010), la crevette n'est pas la seule & supporter de trés
faibles niveaux d'oxygeéne pendant quelques heures, le crabe dormeur Cancer pagurus étant
méme capable de supporter l'anoxie pour cette durée d'exposition (Bradford et Taylor,
1982). Cependant, en milieu naturel, les phénoménes hypoxiques peuvent étre de plus
longue durée. C'est pourquol dans cette expérience, les crevettes ont été exposées a des
niveaux d'hypoxie de 20, 30 et 40 % sat. durant une semaine. Chez d'autres especes, telles
que le crabe bleu (Brown-Peterson et al., 2005) ou la crevette Palaemonetes pugio (Brown-
Peterson et al., 2008), il a été démontré que la régulation des genes revient aux niveaux
initiaux lors d'une exposition de plusieurs jours a l'hypoxie, ce qui suggeére la capacité
d'acclimatation de ces espéces a I'hypoxie. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises. Tout
d'abord, le seuil de 20 % sat. étant proche du seuil d'O,ci des organismes, les hypothese
restent les mémes que pour le chapitre 1, a savoir que les organismes exposes a 20 % sat.

diminueraient l'activité des enzymes du métabolisme aérobie pour augmenter celles
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régulant les voies anaérobies. 1l y aurait alors une baisse de la production de ROS suite & la
diminution de l'utilisation de la chaine respiratoire et la capacité antioxydante diminuerait.
Aux niveaux d'oxygene supérieurs (30 et 40 % sat.), la contrainte hypoxique étant moins
importante sur les organismes, on peut penser qu'a ces niveaux d'oxygene, les organismes
seraient capables d'avoir une capacité aérobie et anaérobie similaire qu'en normoxie. Les
animaux étant en hypoxie mais probablement & SMR, la production de ROS serait
identique, sinon plus faible, qu'en normoxie et il y aurait une baisse de la capacité
antioxydante. Mes résultats ne confirment que partiellement I'hypothése qui supposait que
l'activité des enzymes du métabolisme aérobie allait diminuer et que celle des enzymes du
métabolisme anaérobie allait se mettre en place de fagon plus importante en présence d'une
diminution d'oxygene Concernant les défenses antioxydantes, la encore, I'hypothése de

départ n'est pas supportée.

Chez les crevettes nordiques femelles et males, des réponses enzymatiques similaires
ont été observées au niveau musculaire aprés une acclimatation de sept jours aux différents
niveaux d'hypoxie chronique, contrairement aux mesures dans [’hépatopancréas qui
démontraient des différences selon le genre, Comparativement aux résultats obtenus lors de
I’expérience en hypoxie aigiie, I’acclimatation & I’hypoxie sur une durée de sept jours a
permis une réponse plus importante et sur un plus grand nombre d’enzymes. La CS est
reconnue comme une des enzymes majeure régulant la capacité aérobie (Childress et
Somero, 1979). Jai observé de faibles niveaux d'activité enzymatique en normoxie
(chapitre 1), qui se sont encore plus affaiblis aprés une semaine d'exposition a I'hypoxie.
Brouwer ef al. (2007) ont étudié les stratégies de survie chez la crevette P. pugio exposée a
une hypoxie aigiie d'environ 16,6 % sat. (= 1,5 ppm), ce qui équivaut a 'O, de cette
espéce. L'exposition a un niveau aussi sévere d'oxygeéne est létale a long terme pour la
crevette P. pugio. Ils ont observé au début d'un phénomene hypoxique, que cette crevette
tente d'optimiser le transport de l'oxygéne et donc de maximiser l'efficacité du métabolisme
aérobie. Toutefois, lorsque ’exposition se maintient sur une longue période ou qu’elle

devient plus sévere, les réserves énergétiques s'épuisent et ne suffisent plus & maintenir ces
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processus. Les animaux changent alors de stratégie pour économiser de l'énergie et
augmenter leur temps de survie en hypoxie. Le transport d’électrons caractérisant la
respiration a€robie se produit au niveau mitochondrial et une diminution de la respiration
va permettre de limiter la consommation d'énergie. Dans la présente étude, aucun des
niveaux d'oxygene auxquels a été exposé la crevette nordique n'était 1étal car ils étaient tous
au-dessus de son Oqri. Alnsi, a 30 et 40 % sat., le registre aérobie de la crevette nordique
est réduit, elle peut vivre normalement mais est limitée pour produire un effort maximal. A
20 % sat. cependant, le registre aérobie est trés réduit et il est probable que la crevette
nordique doive couper dans des processus superflus, méme si sa survie n'est pas
compromise. Au niveau enzymatique, chez la crevette nordique, on voit que l'activité
enzymatique de la CS dans le muscle est plus faible apres une semaine en hypoxie, quelque
soit le niveau de saturation d'oxygeéne, par rapport aux individus en normoxie. L'activité de
la CS n'est donc pas corrélée au niveau d'oxygeéne, mais elle diminue plutét a partir d'un
certain seuil d'oxygene, niveau qui doit €tre supérieur ou égal a 40 % sat.. Comme le MMR,
et donc le registre aérobie, mesuré chez les crevettes nordique femelles diminue lorsque
'hypoxie augmente, il est possible que cette baisse soit en lien avec la diminution de la
capacit¢ enzymatique liée au métabolisme aérobie. En effet, si le registre aérobie diminue,
I'organisme n'a plus besoin d'une capacité enzymatique aussi €levée qu'en normoxie, ou a
l'inverse des colits métaboliques en hypoxie peuvent engendrer des baisses d'activités
enzymatiques qui elles limitent le registre a€robie. Chez les autres especes, différentes
réponses sont observées. Ainsi, le crabe bleu semble diminuer sa capacité aérobie a partir
de 5 jours d'exposition a environ 25 % sat. (2-3 ppm), les génes mitochondriaux,
notamment celui codant pour la COX, ¢tant moins exprimés (Brouwer ef al., 2004 ; Brown-
Peterson et al., 2005). Des réponses similaires ont €té notées chez le poisson zebre exposé a
5 % sat. pendant 12 h (Ton et al., 2003). Chez la crevette P. pugio, la réponse est un peu
différente, que ce soit en laboratoire ou en milieu naturel. Tout d'abord, une hypoxie
modérée d'environ 25 % sat. (légérement supérieure a 'Oy de la crevette P. pugio)
n'entraine pas de changement de transcription des génes mitochondriaux dans le muscle,

quelque soit le temps d'exposition (Brouwer et al., 2008), mais une exposition a I'hypoxie
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sévere d'environ 15 % sat. (Iégerement inférieur a 'O, de la crevette P. pugio) pendant
une semaine entraine une augmentation de la transcription des génes mitochondriaux
(COX). Cependant, ce phénomene s'inverse a 14 jours, ce qui montrerait une acclimatation
de la crevette a I'hypoxie (Brown-Peterson et al., 2005 ; Brouwer et al., 2007 ; Brouwer et
al., 2008 ; Brown-Peterson et al., 2011). Dans la présente étude, une seule mesure a été
prise a la fin de l'expérience et ne permet pas de montrer si la crevette nordique est capable

d'une telle acclimatation.

Dans le muscle des crevettes nordiques, les enzymes glycolytiques ont des réponses
différentes. Tout d'abord, l'activité de la LDH est plus faible chez les individus exposés aux
trois différents niveaux d'hypoxie par rapport a ceux restés en normoxie. D'autres études
ayant porté sur l'activité enzymatique de la LDH en normoxie, chez différentes especes
telles que le crabe porcelaine P. laevigatus (Yaikin et al., 2002), la palourde américaine
Mercenaria mercenaria, le crabe jonah Cancer borealis (Hammen, 1969), la patelle
commune Patella vulgata, le crabe dormeur, le crabe marbré Pachygrapsus marmoratus ou
lI'oursin globuleux (Zammit et Newsholme, 1976), me permettent de dire que chez la
crevette nordique, l'activité de la LDH est relativement élevée (chapitre 1), suggérant que la
capacité glycolytique maximale de ce tissu est importante (Yaikin ef al., 2002). Les
réponses enzymatiques de la LDH sont différentes chez les femelles et chez les maéles. Chez
les males, l'activité de LDH est plus faible chez les trois groupes exposés une semaine a
différents niveaux d'hypoxie chronique que chez le groupe en normoxie. Cette activité est
cependant simtlaire entre les trois groupes en hypoxie chronique. Ainsi, il semble que la
capacité glycolytique maximale diminuerait a partir d'un certain seuil situé au-dessus ou
pres de 40 % sat. Les niveaux d'activité de la LDH étaient plus faibles en hypoxie
chronique chez les femelles aussi, quoique le niveau plus élevé a 30 % sat. qu'a 20 ou
40 % sat. soit difficile a expliquer. Il est possible que cette diminution de l'activité de la

LDH refléte une baisse de la demande €nergétique dans le muscle.



L'activite de la PK dans le muscle ne varie pas lors d'une exposition des crevettes
nordiques aux différents niveaux d'hypoxie chronique. Ce résultat 1ié a la diminution de
l'activité de la LDH décrite précédemment, est en contradiction avec ce qui a été démontré
en hypoxie chronique dans d'autres études. En effet, chez la crevette a pattes blanches
Penaeus vannamei exposée 12 jours entre environ 16,6 et 27,6 % sat. (1,5 et 2,5 mg O,/L ;
Racotta et al., 2002) ou chez l'huitre creuse Crassostrea gigas exposée une semaine a
environ 22,1 % sat. (2 mg Oy/L ; Woo et al., 2011), on observe une augmentation de la
capacité anaérobie maximale lors d'une exposition & long terme a I'hypoxie. Les auteurs ne
précisent pas si ces niveaux d'oxygene sont supérieurs ou non a 1'Oyey des individus mais
leurs résultats suggerent la capacité de ces especes a s'acclimater & un tel phénomene. Par
exemple, les genes codant pour la PK et la PEPCK chez C. gigas et celui codant pour la
PEPCK chez la crevette P. pugio sont plus exprimés lors d'une exposition de plusieurs jours
a I'hypoxie (Brown-Peterson ef al., 2008 ; Brown-Peterson ef al., 2011 ; Woo et al., 2011).
Mes résultats chez la crevette nordique n'indiquent pas de telles réponses, ni de telles
acclimatations. Cependant, la crevette nordique est présente en forte abondance dans les
zones hypoxique de l'estuaire du Saint-Laurent. Elle est donc capable de survivre a de telles
conditions environnementales. Il est fort probable que I'exposition & I'nypoxie, dans cette
étude, soit de trop courte durée pour forcer la crevette nordique a augmenter sa capacité
anacrobie. La diminution de la capacité métabolique maximale observée dans mon étude,
en limitant les dépenses énergétiques de la crevette, est sirement une stratégie efficace de

survie chez cette espece.

Les enzymes antioxydantes, telles que la GPx ou la SOD, sont souvent utilisées
comme biomarqueurs de la présence de stress oxydatif (Choi et al., 2000). Dans la présente
¢tude, ces deux enzymes ont ¢t analys€es dans I'hépatopancréas, le tissu ou ces enzymes
sont le plus concentrées (Ross et al., 2001), pour voir la capacité antioxydante de la crevette
nordique en hypoxie, lorsque la production de ROS baisserait. Cependant, 1l y a une forte
réponse des défenses antioxydantes des crevettes nordiques en réponse a une exposition

d'une semaine aux différents niveaux d'hypoxie. J'ai observé un maintien de l'activité trés
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élevée de la SOD et une augmentation des niveaux d'activité de la GPx, confirmant ce qui
est décrit par Parilla-Taylor et Zenteno-Savin (2011) chez la crevette blanche du Pacifique.
Ceci n'est pas étonnant, car beaucoup d'invertébrés posseédent un systéme d'enzymes
antioxydantes trés efficace pour les protéger contre les éventuels dommages des ROS (Chot
et al., 2000). Cette caractéristique est d'autant plus importante chez les organismes
estuariens, tels que la crevette nordique, qui doivent s’ajuster a des conditions biotiques
variables (Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011). Ces capacités antioxydantes trés
efficaces leur permettent de s'acclimater aux conditions extrémes d'oxygene et aux fortes
variations de ce parametre (Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011). Cependant, dans la
présente étude, tout spéeialement & 20 % sat., I'hypoxie chronique entraine une diminution
de la capacité aérobie maximale (diminution de l'activité¢ de la CS dans le muscle) des
crevettes nordiques et l'oxygéne dans le milieu est limitant. Il est probable que la
production de ROS soit moins importante a ce niveau d'oxygene. I ne serait donc pas
nécessaire pour la crevette nordique d'augmenter sa capacité antioxydante en hypoxie
chronique. Cette réponse peut étre interprétée comme une réponse préparatoire a la
ré-oxygénation comme cela a déja été démontré chez la crevette blanche du Pacifique
(Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011). L'activit¢ des enzymes antioxydantes dans
I'hépatopancréas des crevettes nordiques est différente selon le sexe des individus. Par
exemple, chez les males, l'activité de la GPx était similaire dans tous les groupes en
hypoxie chronique, ce qui laisse & penser que sa capacité antioxydante augmente a partir
d'un certain seuil d'oxygéne, supérieur a 40 % sat. Chez les femelles, l'augmentation de
l'activité de la GPx est plus progressive. Elle semble en rapport avec le niveau d'oxygene, le
groupe exposé a 20 % sat. étant le seul dont l'activité était significativement différente du
groupe témoin resté en normoxie. J'al observé des variations d'activité de la SOD difficiles
a expliquer chez les males, les niveaux d'activité étaient similaires entre les groupes en
hypoxie et celui en normoxie. Dans la littérature, les réponses intersexes ne sont pas
¢tudiées mais on trouve des différences interspécifiques. Au niveau génique, chez certaines
especes, telles que la crevette P. pugio (Brouwer et al., 2007 ; Brown-Peterson et al., 2008)

ou le crabe bleu (Brouwer et al., 2004), une diminution de l'expression du géne codant pour
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la SOD est observée apres plusieurs jours passés en hypoxie. Au contraire, chez le ver C.
riparius, certains genes codant pour les défenses antioxydantes sont surexprimés (SOD) et
d'autres sont sous-exprimés (GPx) lors d'une exposition a long terme a lI'hypoxie (Choi ef
al., 2000). Les réponses peuvent donc €tre variables selon les espéces. Comme 'hypoxie
semble stimuler les capacités antioxydantes chez la crevette nordique, elle favorise du
méme coup le systeme de défense, ce qui évite les éventuels dommages oxydatif en cas
variation d'oxygene ou de ré-oxygénation (Hermes-Lima et al,, 1998 ; Parrilla-Taylor et

Zenteno-Savin, 2011).

Dans le muscle des crevettes nordiques males, les concentrations en protéines sont
plus faibles chez les groupes exposés a l'hypoxie et plus le niveau d'oxygene est faible, plus
cette diminution est marquée. Ce phénoméne a déja été noté chez le crabe bleu (Brown-
Peterson et al., 2005) et chez certains poissons (Gracey ef al., 2001 ; Ton et al., 2003). Ce
phénomene ne se produit que lors d'une exposition prolongée a I'hypoxie, ce qui explique
pourquoi cela n'avait pas été enregistré lors de l'expérience en hypoxie aigiie (chapitre 1). 1l
serait di a une diminution de la synthése protéique liée a I'augmentation de l'utilisation des
glucides par rapport aux protéines pour produire de I'énergie (Pelletier e al., 1993 ; Brown-
Peterson et al, 2005 ; Martinez et al.,, 2006). Dans la présente ¢tude, il y a aussi des
variations des concentrations en protéines dans l'hépatopancréas des différents groupes de
crevettes, mais ces variations ne sont pas corrélées avec les variations d'oxygeéne. Les
variations des concentrations en protéines pourraient cacher des réponses au niveau de
l'activité spécifique des différents enzymes, mais ¢a n'est pas le cas dans cette étude, car les

réponses au niveau de l'activité totale et spécifique sont toujours similaires.

En conclusion, chez la crevette nordique, 1l y a une diminution des capacités
maximales aérobie et anaérobie, a tous les niveaux d’hypoxie chronique, ce qui contredit
mes hypothéses de départ comme quoi les réponses seraient différentes entre les trois
niveaux d'oxygéne. Ces résultats sont assez étonnants car a 30 et 40 % sat. le registre

aérobie est encore élevé, ce qui ne devrait pas obliger la crevette nordique a limiter ses
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capacités métaboliques. Comme le suggérent les réponses des enzymes antioxydantes, la
crevette semble étre capable de se protéger, au moins en partie, contre les éventuels
dommages oxydatifs. On ne peut pas vraiment vérifier s'ill y a une acclimatation au fur et a
mesure du temps avec les données disponibles ici. Cependant, dans cette étude, la crevette
nordique est généralement affectée de la méme maniere quelque soit le niveau d'hypoxie
chronique (40, 30 ou 20 % sat.). Or dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, la crevette
nordique se retrouve trés souvent dans des conditions d'oxygene entre 30 et 40 % sat. et y
survit. Comme une réponse identique est observée a 20 % sat., ce qui est tres proche de la
valeur d'Oyi, des crevettes, ceci démontre en premier lieu que la crevette est tres résistante
aux conditions hypoxiques. De plus, dans le milieu naturel, il est fort probable que la
crevette soit capable de s'adapter et de s'ajuster au niveau physiologique, vu qu'elle survit a
dans des zones ou les conditions d'oxygene sont identiques a celles de mon étude. Ceci
expliquerait les fortes populations de crevettes nordiques retrouvées dans l'estuaire du

Saint-Laurent malgré les faibles taux d'oxygene enregistrés dans cette région.



CHAPITRE 3

IMPACTS DE L'HYPOXIE AIGUE SUR LE METABOLISME DU
FLETAN DU GROENLAND REINHARDTIUS HIPPOGLOSSOIDES

3.1 RESULTATS
Le chapitre 3 porte sur les résultats obtenus chez le flétan du Groenland en réponse a
un stress hypoxique aigu. L'exposition a une hypoxie aiglie a entrainé des réponses
différentes chez les adultes et les juvéniles, ceux-ci ont donc €té considérés séparément
pour la présentation des résultats. De plus, tel qu'expliqué dans la partie "Matériel et
méthodes", les résultats d'activité totale et d'activité spécifique étant corrélés, seule l'activité
totale est présentée dans ce chapitre. Les résultats d'activité spécifique sont présentés a

['annexe VII.

3.1.1 ACTIVITE ENZYMATIQUE

3.1.1.1 Flétans du Groenland adultes

Chez les flétans du Groenland adultes, les concentrations en protéines (tableau 12) ne
montraient pas de différence significative entre le groupe témoin et celui expos€ a I'hypoxie
aigiie. Des variations d'activité totale entre individus témoins et ceux exposés a une hypoxie
aigiie sont observées pour deux enzymes. Dans le muscle, l'activité totale de la PEPCK,
enzyme impliquée dans la néoglucogenese, a diminué de 32,6 % chez les individus expos€s
a une hypoxie aiglie (tableau 13). Dans le foie, l'activite totale de la SOD, enzyme

impliquée dans les défenses antioxydantes, a augmenté de 85,6 % (tableau 13). Par contre,
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I’activité de toutes les autres enzymes ne variait pas chez les adultes lors d'une exposition a

une hypoxie aiglie, que ce soit dans le muscle ou dans le foie (tableau 13).

Tableau 12 : Concentration de protéines (mg/g de tissu humide) dans le muscle et le foie
des flétans du Groenland adultes et des juvéniles exposés a une hypoxie aigiie ou restés en
normoxie (moyenne =+ erreur type, pour les témoins, n = 10 pour les adultes et n = 10 pour
les juvéniles et en hypoxie aiglie, n = 14 pour les adultes et n = 12 pour les juvéniles)

Stade Tissu Normoxie Hypoxie aigiie

adultes muscle 1594 + 8,5 1578 £ 11,2
foie 208,8 + 12,4 199,5 + 6,8

juvéniles muscle [51,6 £ 9,8 147,3 + 8,3
foie 2254 + 10,1 2229 £ 8,2

Tableau 13 : Activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) dans le muscle et le foie des
flétans du Groenland adultes exposés a une hypoxie aiglie ou restés en normoxie (moyenne
* erreur type). Pour les témoins n = 10 sauf pour la mesure d’activité de la Cat dans le
muscle et de la SOD dans le foie (n = 8). En hypoxie aigiie, n = 14 sauf pour la mesure de
Cat dans le muscle et la mesure de SOD dans le foie (n = 12). La présence d'astérisque
indique une différence significative entre témoin et individus exposés a une hypoxie aigiie
(* p < 0,05)

Tissu Enzyme Normoxie Hypoxie aigiie

muscle Citrate synthase 1,45 + 0,4 0,96 £ 0,2
Lactate déshydrogénase 138,7 + 26,1 186,6 + 30,6
Pyruvate kinase 456 £ 11,8 67,3 £ 13,8
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,46 + 0,05 0,31 £ 0,04*
Catalase 15249 + 205,5 1862,3 + 1304
Superoxyde dismutase 36908,6 = 3329 33674 £ 2070,9

foie Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,65 + 0,04 0,56 + 0,03
Glutathion peroxydase 1,3+04 1,67 £ 0,2
Superoxyde dismutase 231,7 £ 59,6 430,1 + 58,4*%

3.1.1.2  Flétans du Groenland juvéniles

Chez les flétans du Groenland juvéniles, deux enzymes ont répondu a I'exposition a

'hypoxie aigiie, mais ce ne sont pas les mémes que chez les adultes. La LDH, impliquée
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dans le processus de fermentation, et la Cat, enzyme antioxydante, ont toutes les deux des
activités plus faibles dans le muscle (tableau 14). Dans le muscle, l'activité de la LDH a
diminué¢ de 37,6 % entre les individus témoins et ceux exposés a une hypoxie aigiie, tandis
que celle de la Cat a eu une diminution de 95,5 %. L'activité de toutes les autres enzymes,
ainst que les concentrations en protéines (tableau 12), ne variait pas chez les juvéniles lors
d'une exposition a une hypoxie aigiie, que ce soit dans le muscle ou dans le foie (tableau

14).

Tableau 14 : Activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) dans le muscle et le foie des
flétans du Groenland juvéniles exposés a une hypoxie aigiie ou restés en normoxie
(moyenne + erreur type). Pour les témoins, n = 10 sauf pour la mesure d’activité de la Cat
dans le foie (n = §). En hypoxie aigiie, n = 12 dans le muscle sauf pour la mesure de la
PEPCK (n = 10) et n = 14 dans le foie sauf pour la mesure de la Cat (n = 12). La présence
d'astérisque indique une différence significative entre témoin et individus exposés a une
hypoxie aigiie (* p < 0,05 et ** p <0,01)

Tissu Enzyme Normoxie Hypoxie aigiie

muscle Citrate synthase 2,27 £ 0,2 1,86 £ 0,1
Lactate déshydrogénase 88,8 £ 7,8 55,4 £ 9,9*%
Pyruvate kinase 43,1 £ 4 37,6 £ 3,7
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,33 + 0,09 0,37 £ 0,08
Catalase 1540,3 =+ 101,9 969,9 + 152%*
Superoxyde dismutase 31952,1 £ 8172 28974 4 £ 19263

fole Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,78 £ 0,03 0,73 £ 0,03
Glutathion peroxydase 1,52 + 0,1 1,25 +£0.2
Superoxyde dismutase 1409,3 + 218,8 1046,8 = 161,2

3.1.2 EXPRESSION GENIQUE

Chez les flétans du Groenland juvéniles, des analyses d'expression génique ont été
réalisées dans le muscle pour les génes codant pour les enzymes impliquées dans les
processus de respiration aérobie, de fermentation et de glycolyse, et dans le foie pour ceux

impliqués dans le processus de néoglucogenése et de défenses antioxydantes.
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3.1.2.1 Dans le muscle

Les génes codant pour la COX et la LDH étaient exprimés de fagon différente chez
les individus exposés a une hypoxie aiglie et les individus témoins. Ainsi dans le muscle,
les expressions géniques de la COX et de la LDH ont augmenté respectivement de 105,6 %
et de 62 % chez les individus exposés a une hypoxie aigiie relativement aux individus
témoins (figure 21). Aucune variation n'a ét¢ observée pour les expressions géniques de la

CS et de la PK dans le muscle (figure 21).
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Figure 21 : Expression relative (Z'AAC‘) au groupe témoin (dont la valeur est ajustée a 1) des

génes codant pour la citrate synthase, la cytochrome ¢ oxydase, la lactate déshydrogénase et
la pyruvate kinase dans le muscle des flétans du Groenland juvéniles exposés a une hypoxie
aiglie (moyenne + erreur type, n = 10). La présence d’astérisques indique des différences
significatives (* p < 0,05 ; ** p <0,01) entre le groupe exposé a I'hypoxie aiglie et celui des
témoins pour chaque gene
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3.1.2.2 Dans le foie

Dans le foie, les génes codant pour la PEPCK, la GPx, la Cat et la SOD se sont
exprimés de fagon similaire entre témoins et individus exposés a une hypoxie aigiie

(figure 22).
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Figure 22 : Expression relative (2'AAC‘) au groupe témoin (dont la valeur est ajustée a 1) des

génes codant pour la phosphoénolpyruvate carboxykinase, la glutathion peroxydase, la
catalase et la superoxyde dismutase dans le foie des flétans du Groenland juvéniles exposés
a une hypoxie aigiic (moyenne + erreur type, n = 10)
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3.2 DISCUSSION

Au cours de cette expérience, compte tenu de la fagon dont Oy est estimée (Dupont-
Prinet et al., 2013a), les flétans du Groenland ont été exposés a des teneurs en oxygene
inférieures a Oy pendant 2,4 = 0,6 heures. Cette valeur d'Oy correspond au niveau
d'oxygene a partir duquel ils ne peuvent plus soutenir leur SMR. Les flétans du Groenland
adultes et les juvéniles n'ont pas une tolérance €gale a I'hypoxie aigiie. Dupont-Prinet et al.
(2013a) ont montré que le seuil d'Oy¢y des adultes était 11 % de saturation d'oxygene, et
que celui des juvéniles, un peu plus élevé, atteignait 15 % de saturation d'oxygene. A ce
niveau de saturation, l'organisme peut utiliser différentes stratégies de survie, les
principales étant la diminution de ses colits énergétiques et l'utilisation plus importante du
métabolisme anaérobie. Dans ce chapitre, les résultats vont a l'encontre de I'hypothese de
départ qui supposait que l'activité des enzymes des voies anaérobies allaient devenir plus
importante alors que celle des enzymes aérobies allait diminuer sous le seuil d'Ogcrit
Concernant les défenses antioxydantes, l'hypothese de départ comme quoi la capacité
antioxydante va s'ajuster a la diminution de la production de ROS (et donc du taux

métabolique aérobie), n'est pas toujours vérifice.

Une exposition a des valeurs d'oxygene dissous inférieures a Oarir pendant 2,4 h en
moyenne n'a eu aucun impact sur les indicateurs de la capacité aérobie examinés dans le
muscle (activité enzymatique de la CS) pour les flétans du Groenland juvéniles et adultes.
Cependant, la consommation d'oxygene de I'animal entier était bien inférieure au SMR en
hypoxie aigiie (Dupont-Prinet et al., 2013a), il est important de noter que les résultats de
consommation d'oxygene représentent ce qui passe au niveau de l'organisme entier alors
que les résultats enzymatiques représentent uniquement ce qui se passe au niveau de chaque
tissu. L activité des enzymes impliquées dans les processus aérobies est trés faible dans le
muscle. J'ai observé une valeur d'activité moyenne pour la CS de 1,45 £ 0,4 et 2,27 + 0,2
U/g de tissu en normoxie respectivement dans le muscle blanc des flétans du Groenland
adultes et juvéniles Des niveaux d'activité similaires ont ét¢ mesurés dans le muscle blanc

d'autres espcces de poissons (tableau 15).



81

Tableau 15 : Activité de citrate synthase (U/g de tissu humide) observée dans le muscle
blanc de différentes especes de poissons

Nom commun Nom latin Activité  Référence

o maximale
Anchois du Pacifique Engraulis mordax 3,22+0,27 Childress et Somero, 1979
Lampe a grande Lampanyctus ritteri 0,99 £0,06 Childress et Somero, 1979
nageoire

- Bajacalifornia burragei 0,36 = 0,04 Childress et Somero, 1979
Anguille égorgée Synaphobranchus kaupii 0,61 + 0,08 Bailey et al., 2005

bécue

Turbot (juvénile) Scophthalmus maximus 0,5+0,14 Abele et al., 2007

Chez les juvéniles turbots Scophthalmus maximus, l'activité de la COX dans le
muscle a été estimée a 0,74 + 0,11 U/g de tissu (Abele et al., 2007). Ces faibles niveaux
d'activité ne sont pas ¢étonnants dans le muscle blanc puisque ce tissu fonctionne
principalement en mode anaérobie (Lushchak et al., 2005). Cependant, au niveau
génomique, le géne codant pour la COX est plus exprim¢ chez les flétans du Groenland
juvéniles exposés a une hypoxie aigiie comparativement aux individus en normoxie. Ceci a
déja été noté chez le gobie Gillichthys mirabilis (Gracey et al., 2001), espéce que l'on
retrouve dans les eaux coticres saumatres et les baies du Pacifique est, et chez le fondule
(Everett et al., 2012), que ’on retrouve dans les eaux douces a saumatres des baies et
canaux le long de I'Atlantique ouest. Cette surexpression est trés étonnante dans mon étude
car elle laisse a penser que les individus tentent d'augmenter leur capacit€ afrobie
maximale, alors méme que leur consommation d'oxygene était sous SMR (Dupont-Prinet ef
al., 2013a). Il est donc peu probable que les flétans du Groenland s'apprétaient a augmenter
leur capacité aérobie maximale. Il est vral que génomique et mesure d’activité donnent icl
des résultats contradictoires. Les relations moléculaires intermédiaires entre les deux
niveaux d’organisation sont peu connues a ce jour. Dans mon étude, il semble cependant
que I'hypoxie sévére ait un effet inhibiteur sur le procédé de traduction (lorsque le ribosome
traduit les codons du brin d'ARNm en peptides pour former une protéine). En effet, bien
que le géne soit plus exprimé (analyse par rapport au brin d'ARNm), l'activité¢ enzymatique

n'est pas modifiée (analyse au niveau de la protéine).
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Les enzymes glycolytiques ont plutot des activités élevées dans le muscle des flétans
du Groenland, que ce soit en normoxie ou en hypoxie. En normoxie, la LDH et Ja PK ont
dans le muscle respectivement des activités de 138,7 £ 26,1 et de 45,6 £ 11,8 U/g de tissu
chez les adultes et 88,76 + 7,8 et 43,1 + 4 U/g de tissu chez les juvéniles. En hypoxie aigiie,
elles ont des activités de 186,6 + 30,6 et de 67,3 = 13,8 U/g de tissu chez les adultes et
55,35 £ 9,9 et 37,6 + 3,7 U/g de tissu chez les juvéniles. Ces niveaux d’activité sont
cohérents avec le fonctionnement en mode anaérobie du muscle blanc (Childress et
Somero, 1979 ; Knox et al.,, 1980). Chez d'autres especes, l'activité de la LDH dans le
muscle est trés variable (tableau 16). Elle peut étre tres €levée, comme chez l'anchois du
Pacifique (Childress et Somero, 1979) et chez I'anguille égorgée bécue (Bailey ef al., 2005)
ou encore avoir de trés faibles niveaux d’activit¢ comme chez [a plie rouge
Pseudopleuronectes americanus (Hammen, 1969). Ces données proviennent d'organismes
différents dans des conditions différentes. Les données de l'anchois du Pacifique, poisson
pélagique cotier, proviennent d'organismes dans leur milieu naturel (au large de la
Californie du sud pour cette étude), celles concernant l'anguille égorgée bécue, poisson
marin bathy-démersal, proviennent d'une étude de respirométrie (conditions identiques au
milieu naturel) et finalement celles sur la plie rouge, espece marine benthique, proviennent
d'organismes dans leur milieu naturel (au large du Connecticut). Il est difficile de comparer
ces données entre elles car les conditions d'expérimentation ou les habitats ou les
organismes ont €té prélevés ne sont pas identiques. Cependant, l'espece pélagique a une
capacit¢ glycolytique maximale plus ¢levée que celle de l'espece bathydémersale, elle-
méme plus élevée que celle de 'espéce benthique. La capacité glycolytique maximale dans
le muscle (via l'activité de la LDH) pourrait donc €tre liée a la capacité de nage de ces
especes. Chez les especes qui utilisent la nage de fagon plus importante, le muscle aurait
une capacité anaérobique maximale plus importante. Ainsi, l'activité de la LDH chez les
flétans du Groenland est beaucoup plus élevée que chez une autre espéce de poisson plat,
telle que la plie rouge, ce qui lui donnerait une capacit¢ anaérobique maximale plus
importante des le départ. Ceci pourrait étre li€é a son comportement en partie pélagique

(Jorgensen, 1997 ; Vollen et Albert, 2008 ; Albert et al., 2011).
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Tableau 16 : Activité de Jactate déshydrogénase et de pyruvate kinase (U/g de tissu humide)
observée dans le muscle blanc de différentes especes de poissons

Nom commun Nom latin Activité de la Activité de  Référence
lactate la pyruvate
- ) ~ déshydrogénase Kinase

Anchois du Engraulis mordax 213,8+589 57,8+ 7,2  Childress et

Pacifique Somero, 1979

Anguille Synaphobranchus 128,77+ 11,5 2,89 + 0,33 Bailey et al,,

égorgée bécue  kaupii 2005

Plie rouge Pseudopleuronectes 0,25 - Hammen, 1969
americanus

Plie Pleuronectes - 37,7+43  Knox etal, 1980
platessa

Truite arc-en-  Salmo gairdneri - 1095+ 11,4 Knox etal, 1980

ciel

Morue franche  Gadus morhua - 37,8+37 Knoxetal,h 1980

L'activité de la PK varie aussi beaucoup selon les espéces (tableau 15). Cette fois, le
lien avec le comportement des espéces est moins clair, méme si la truite arc-en-ciel, qui est
un poisson trés actif, possede l'activité la plus élevée. Chez le flétan du Groenland, les
niveaux d’activité de la PK sont moins élevés que ceux de la LDH mais restent cependant

dans la moyenne de ceux retrouvés chez d'autres especes.

L activité¢ de la PEPCK, enzyme de la néoglucogenése, est généralement faible ou
non détectable dans le muscle, mais est plus élevée dans le foie quoique demeurant a des
niveaux relativement faibles chez les différentes especes chez qui elle a été mesurée :
1,32 £ 0,24 chez la truite arc-en-ciel, 0,85 £ 0,12 chez la morue franche, 1,37 £ 0,12 chez la
plie (Knox et al., 1980). Chez le flétan du Groenland, par rapport aux autres especes, les
niveaux d'activité¢ de la PEPCK sont un peu plus faibles dans le foie mais par contre, une
faible activité est aussi enregistrée dans le muscle, ce qui montre encore la capacité

anaérobie de ce tissu.

L'exposition 4 une hypoxie aigiie entraine des réponses différentes de ces enzymes

chez les adultes ou chez les juvéniles. Dans le muscle des adultes, seule I’activité de la



84

PEPCK diminue. Dans le muscle des juvéniles, c'est l'activité enzymatique de la LDH qui
diminue alors que I'expression du géne codant pour la LDH augmente. Il semblerait donc y
avoir une diminution de la capacité anaérobie maximale chez cette espéce lors de
l'exposition a I'hypoxie aigiie. Ceci est en contradiction avec ce qui est remarqué dans
d'autres études ou l'exposition a l'hypoxie entraine une augmentation de la capacité
anaérobie. Ce type de réponse a €1é enregistré dans des expériences de respirométrie de
quelques heures chez Astronotus crassipinnis exposé a différents paliers d'oxygene. On
observe alors une augmentation de l'activité¢ de la PK (Chippari-Gomes et al., 2005). 1l en
est de méme chez le tambour croca exposé¢ a différents niveaux d'oxygene (entre 10 % et
100 % sat.), ou c'est l'activité¢ de la LDH qui augmente (Cooper et al., 2002). Chez deux
especes de cichlidés (4. crassipinnis et le discus Symphysodon aequifasciatus), considérés
comme tres tolérants a I'hypoxie, cette augmentation de la capacité anaérobie est combinée
a une suppression métabolique des processus oxydatifs de la chaine respiratoire (Chippari-
Gomes et al., 2005). Toutes ces espéces ayant une augmentation de la capacité glycolytique
sont présentes naturellement dans des milieux ou les niveaux d'oxygene sont faibles et
variables, et elles sont caractérisées comme trés résistantes a I'hypoxie. Chez les juvéniles,
il y a aussi une augmentation de l'expression du gene de la LDH. Comme expliqué
précédemment, il y a possiblement un effet inhibiteur de I'hypoxie sévére sur le processus

de traduction par le ribosome.

Chez le flétan du Groenland, les enzymes antioxydantes ont de fortes activités dans le
foie, mais elles sont aussi trés présentes dans le muscle, ce qui est plutot surprenant. En
etfet, la capacité antioxydante est généralement plus importante dans le foie, a cause du réle
dans la détoxification et la dégradation des produits métaboliques exercé par ce tissu. Des
niveaux élevés d’activité des d'enzymes antioxydantes ont déja été relevés dans plusieurs
tissus de la carpe Cyprinus carpio, une espéce connue pour sa résistance a l'hypoxie
(Lushchak et al,, 2001 ; Lushchak et al., 2005). La capacité des flétans du Groenland a se
défendre contre le stress oxydatif laisse penser la méme chose. Chez ce demier, les adultes

et les juvéniles ne répondent pas de la méme facon a l'exposition a une hypoxie aigiie, en ce
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qui concerne les enzymes antioxydantes. Chez les juvéniles, aucune variation n'est
enregistrée dans le fole ou le muscle, seule l'activité de la Cat diminue en hypoxie. Chez les
adultes, la stratégie est différente, les réponses a I'hypoxie sont uniquement notées dans le
foie ou l'activité de la SOD augmente. En hypoxie aiglie, la capacité antioxydante diminue
donc chez les juvéniles et augmente chez les adultes. Des différences de stratégies face a
I'hypoxie sont aussi observées chez les autres especes exposées a différents niveaux
d'oxygene pour quelques heures (les auteurs ne précisent pas si ces niveaux d'oxygeéne sont
inférieurs ou supérieurs a 1'O,;, des individus mais considérent tout de méme ces niveaux
d'oxygene comme de I'hypoxie séveére). De plus, ces auteurs n'ont pas étudié les différences
de réponses entre différents stades de développement comme dans mon étude, mais
seulement entre especes différentes. Par exemple, chez la carpe, aprés 5 h d'exposition a 25
% de saturation d'oxygene, l'activité¢ de la GPx diminue dans le foie alors que les niveaux
de Cat et de SOD ne varient pas (Lushchak ef al., 2005). Dans les autres tissus, il y a une
augmentation des enzymes antioxydantes interprétée par Lushchak er al. (2001 ; 2005)
comme une défense en cas d'augmentation brutale de ROS lors de la réoxygénation.
L'exposition a I'hypoxie entraine une augmentation de l'activité de la SOD dans le foie du
tambour croca exposé quelques heures a différents niveaux de saturation d'oxygeéne (entre
10 et 100 % sat. ; Cooper ef al., 2002), alors que chez le carassin doré Carassius auratus
exposé quelques heures a l'anoxie, c'est l'activité de la Cat qui augmente dans ce tissu
(Lushchak et al., 2001). Finalement, chez les dorades royales juvéniles Sparus aurata
exposés quelques heures a une baisse graduelle d'oxygene, l'activité de la GPx augmente et
celle de la SOD diminue (Pérez-Jiménez et al., 2012). 1l est difficile de comparer ces
résultats car les conditions expérimentales de chaque étude sont différentes. Toutes ces
espéces ont un comportement pélagique et sont qualifiés de résistantes face a I'hypoxie, ce
qui permet de les exposer a des niveaux d'oxygene tres séveres ou méme a l'anoxie. Face a
de telles conditions, les réponses interspécifiques des enzymes antioxydantes sont variables.
Chez les flétans du Groenland juvéniles, la diminution de l'activité de la Cat dans le muscle
peut étre interprétée comme une diminution de la capacité antioxydante dans ce tissu.

Ccpendant, le maintien de l'activité élevée des autres enzymes dans le muscle et le foie peut
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lui conférer une capacité suffisante pour protéger l'organisme contre les dommages
oxydatifs (Lushchak et al., 2005). De plus, les animaux €taient a des niveaux d'oxygene
inférieurs a Ojyee et leur consommation d'oxygene avait diminué (Dupont-Prinet et al.,
2013a), ce qui devrait aussi limiter la production de ROS. Chez les adultes, il y a un
maintien des fortes activités de toutes les enzymes antioxydantes étudi€es ici, plus une
augmentation de la SOD, ce qui indique le maintien de leur forte capacité antioxydante. Les
adultes auraient aussi la capacité de se défendre contre l'apparition d'un €ventuelle stress
oxydatif, en cas de ré-oxygénation par exemple, comme c'est le cas de la carpe (Lushchak
et al., 2001 ; Lushchak et al., 2005). Cette capacité leur offre une plus grande résistance

face aux variations d'oxygene.

L'analyse en parall¢le des réponses enzymatiques et génomiques a I'hypoxie montre
des différences entre ces réponses chez le flétan du Groenland. Dans la plupart des études,
une seule de ces réponses est observée et on part du principe que les enzymes répondent
dans le méme sens que les geénes qui codent pour elles (Everett ef al., 2012). Cependant, il
ne faut pas généraliser cette affirmation et toujours la vérifier (Nikinmaa et Rytkonen,
2011 ; Everett et al., 2012 ; Nikinmaa et Rytkénen, 2012). En effet, le méme niveau de
protéine peut &tre form¢é avec une variation de 30 fois le niveau d'ARNm et le niveau de
protéine produit peut varier de 20 fois avec le méme niveau d'’ARNm (Nikinmaa et
Rytkénen, 2011). Ceci, ainsi que mes résultats, indique que l'expression de I'ARNm ne
refléte pas forcément la quantité de protéines produites car il peut y avoir des processus
intermédiaires mal connus a ce jour (Nikinmaa et Rytkonen, 2011, 2012). Des facteurs
environnementaux ou des contaminants peuvent affecter l'efficacité de la traduction
(Pytharopoulou et al., 2008), ainsi que I'ARNm ou la stabilité de la protéine. Tout ceci peut
avoir un impact sur le produit génique (Nikinmaa et Rytkénen, 2011). Il faut aussi prendre
en compte que les réponses observées pendant les premieres heures d'exposition, comme
dans mon expérience, soient possiblement des réponses transitoires (Everett ef al., 2012) et

que tous les processus n'ont pas forcément eu le temps de se mettre en place. Les résultats
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de la présente étude semblent démontrer un effet inhibiteur de I'hypoxie sévére sur la

traduction du brin d'ARNm en protéine.

Chez le flétan du Groenland, la stratégie de survie a l'exposition a une hypoxie aigiie,
est une diminution de ses capacités métaboliques maximales dans le muscle, et d'une
diminution du taux métabolique, ce qui est un processus souvent utilisé (Lushchak et al.,
2001). Cette observation est confirmée par les mesures de respirométrie qui indiquent bien
que le taux métabolique des flétans du Groenland est inférieur a leur SMR (Dupont-Prinet
et al.,, 2013a). Les adultes et les juvéniles ont pourtant des réponses légerement différentes.
Des stratégies différentes ont déja été enregistrées chez d'autres especes, comme par
exemple chez deux especes de cichlidés (4. crassipinnis et S. aequifasciatus) présentes
dans I'Amazone (Chippari-Gomes et al., 2005). Ces deux especes ont des tolérances a
l'hypoxie trés ¢élevées et utilisent toutes deux une combinaison d'une diminution
métabolique et de l'augmentation de leur capacité anaérobie face a I'hypoxie. Cependant,
des niveaux ¢levés de glycogene dans le muscle et le foie d'4. crassipinnis lui offrent des
stocks énergétiques importants et lui conférent une meilleure tolérance a la baisse en
oxygene (Chippari-Gomes et al., 2005). Le flétan du Groenland semble capable de réguler
son taux meétabolique (via une diminution de la consommation d'oxygene) a de faibles
niveaux d'oxygeéne, ce qui est interprété comme une tolérance élevée a l'hypoxie. Par
exemple, le saumon atlantique Salmo salar est considéré comme un oxy-conforme, car ses
taux métaboliques sont dépendants des concentrations d'oxygeéne du milieu (Bamnes et al.,
2011). Son incapacité a réguler son taux métabolique le rend trés sensible a l'hypoxie.
Cependant, I'é¢tude de Barnes ef al. (2011) sur plusieurs populations de saumon atlantique
en Tasmanie (sud-est de ['Australie) a montré que certaines étaient capables de réguler leur
métabolisme de fagon a leur conférer une meilleure tolérance a I'hypoxie. Chez le flétan du
Groenland, les adultes sont cependant les seuls a avoir suffisamment d'énergie pour
augmenter leur capacité¢ antioxydante en hypoxie aiglie, ce qui leur conférerait une plus
grande résistance conformément a l'hypothése formulée par Dupont-Prinet et al. (2013a)

qui ont déterminé un seuil d'O,ri, des adultes a un niveau plus faible que celui des juvéniles



88

(11% vs 15 % de saturation d'oxygene). Ces faibles Oiqi, ainsi que les résultats
enzymatiques et génomiques, montrent bien que les flétans du Groenland sont des
organismes tres résistants a I'hypoxie. Mess résultats supportent I’hypothese que les adultes
seraient plus résistants alors que les juvéniles seraient a la limite de leur capacité
métabolique aux niveaux d’hypoxie actuels dans l'estuaire du Saint-Laurent. En effet, le
niveau d'oxygéne dans les eaux profondes de l'estuaire peut atteindre 20 % sat. (Gilbert et
al., 2007), ce qui est trés proche de la valeur d'O,ce chez les juvéniles. St les conditions
d'oxygéne se détérioraient encore dans l'estuaire, la distribution de ce groupe pourrait étre

modifiée (Dupont-Prinet ef al., 2013a).

Dans le milieu naturel, bien que les flétans du Groenland soient des poissons plats
bathypélagiques (Scott et Scott, 1988), leur régime alimentaire se compose de plusieurs
proies mésopélagiques en plus des proies benthiques typiques d'un poisson plat (Rodriguez-
Marin et al., 1995 ; Jargensen, 1997 ; Solmundsson, 2007 ; Vollen et Albert, 2008 ; Albert
et al., 2011). Les juvéniles ont parfois un comportement pélagique pour aller chercher des
proies (Jergensen, 1997 ; Vollen et Albert, 2008). Ce comportement alimentaire est aussi
observé dans I'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, ou les flétans du Groenland sont connus
pour s'alimenter principalement de la crevette nordique, du capelan, d'euphausiacés, de
mysidacés et d'amphipodes hyperidéens (Fréchet, 1987 ; Savenkoft et al., 2009 ; Bernier et
Chabot, 2012). Cette caractéristique permettrait a ces animaux non seulement de
s'alimenter, mais aussi de remonter dans des zones moins hypoxiques et de profiter de
conditions d'oxygene plus favorables (Albert ef al., 2011). Ceci leur permettrait de combler
leur dette en oxygéne au besoin et d'augmenter leur registre aérobie, ce qui leur donnerait la
possibilité de produire un effort de nage plus important et de se nourrir plus facilement. Le
fait de remonter dans une zone normoxique peut aussi entrainer une ré-oxygénation des
organismes, ce qui peut provoquer un stress oxydatif, mais les flétans du Groenland
devraient étre capables de faire face a une telle contrainte car leur capacité antioxydante est

trés élevée.



CHAPITRE 4

IMPACTS DE DIFFERENTS NIVEAUX D'HYPOXIE CHRONIQUE
SUR LE METABOLISME DES FLETANS DU GROENLAND
JUVENILES REINHARDTIUS HIPPOGLOSSOIDES

4.1 RESULTATS
Le chapitre 4 porte sur les résultats obtenus chez les flétans du Groenland juvéniles
en réponse a différents niveaux de stress hypoxique chronique. Tel qu'expliqué dans la
partie "Matériel et méthodes", les résultats entre activité totale et activité spécifique étant
corrélés, seule l'activité totale est présentée dans ce chapitre. Les résultats d'activité

spécifique sont présentés a l'annexe VIIL

Chez les flétans du Groenland juvéniles, le muscle est le seul tissu ou ont été
observées des variations au niveau de l'activité enzymatique lors d'une exposition d'une
semaine a différents niveaux d'oxygeéne. Au contraire, au niveau génique, les réponses n'ont

¢té observées que dans le fole.

Dans le muscle, les concentrations en protéines variaient avec les niveaux de
saturation d'oxygene (tableau 17 ; Fr3360=4,7; p=0,007). Plus l'oxygéne diminuait, plus
les concentrations en protéines étaient <¢élevées avec 34,7 % d’augmentation
comparativement a la normoxie. Chez le groupe exposé¢ a 40 % sat., des concentrations
intermédiaires ont ét¢ observées. Dans le foie, les concentrations en protéines n'ont pas

montré de différence significative entre les traitements quelque soit le niveau de saturation

d'oxygeéne.
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Tableau 17 : Concentration de protéines (mg/g de tissu humide) dans le muscle et le foie
des flétans du Groenland juvéniles exposés a différents niveaux d'oxygene pendant 7 jours
(moyenne + erreur type, n = 10). Des lettres différentes indiquent des différences

significatives propres au tissu.

Tissu 100 % sat. 40 % sat. 30 % sat. 20 % sat.
muscle 151,6 + 9,8 1743 + 12,5% 209,8 + 12,9° 1993+25°
foie 2254 +£ 10,1 231,8 £ 10,1 2275+ 114 242+5.8

Pour toutes les enzymes analysées dans le muscle (CS, LDH et PK), des diminutions
d'activité ont été¢ observées aprés une semaine d'exposition aux différents niveaux
d'oxygéne. Pour les enzymes intervenant dans le métabolisme aérobie, 'activité spécifique
de la CS a été de 45,4 % plus faible chez les trois groupes exposés a I'hypoxie par rapport a
celle du groupe en normoxie (figure 23 ; Fr3347= 5,2 ; p =0,005), méme si l'activité totale
n'a pas €té modifiée. L'expression des genes codant pour ces deux enzymes n'a pas montré

de différence significative entre les traitements dans le muscle (figure 24).
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Figure 23 : Activité enzymatique spécifique et totale de la citrate synthase dans le muscle
des flétans du Groenland juvéniles exposés a différents niveaux d'oxygéne pendant 7 jours
(moyenne + erreur type, n = 9 pour les groupes a 20 % et 30 % et n = 10 pour les groupes a
40 % et 100 %). Des lettres différentes indiquent des différences significatives
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Figure 24 : Expression relative (2'AAC‘) au groupe témoin (dont la valeur est ajustée a 1) des
genes codant pour la citrate synthase, la cytochrome ¢ oxydase, la lactate déshydrogénase et
la pyruvate kinase dans le muscle des flétans du Groenland juvéniles exposés a différents
niveaux d'oxygene pendant 7 jours (moyenne =+ erreur type, n = 10)

La mesure d'activité des enzymes glycolytiques dans le muscle, la LDH et la PK
indiquait une diminution d'activité lors d'une exposition chronique a I'hypoxie. L'activité
totale de ces deux enzymes ¢€tait similaire entre les trois groupes exposés a I'hypoxie mais
significativement plus faible que celle du groupe témoin (figure 25). Pour la LDH, les
groupes en hypoxie ont eu une activité totale qui a diminué de 57,3 % par rapport au groupe
témoin (Fp36=17,9; p<0,001). Chez la PK, cette diminution était de 46,4 %
(Fp3360= 12,2 ; p <0,001). L'expression des genes codant pour la LDH et de la PK n'a pas

montré de différence significative entre les traitements dans le muscle (figure 24).
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Figure 25 : Activité enzymatique totale de la lactate déshydrogénase et de la pyruvate
kinase dans le muscle des flétans du Groenland juvéniles exposés a différents niveaux
d'oxygéne pendant 7 jours (moyenne *erreur type, n = 10). Des lettres différentes
indiquent des différences significatives

L'activité totale de la PEPCK dans le foie n'a pas montré de différence significative
entre les traitements (tableau 18). Par contre, 'expression du gene codant pour la PEPCK
était significativement plus élevée chez les trois groupes exposés a 20, 30 et 40 % sat. par
rapport au groupe resté en normoxie (figure 26 ; F336= 8 ; p <0,001). Ceci représentait

une augmentation de l'expression de ce gene de 156,6 % en hypoxie.

Tableau 18 : Activité enzymatique totale (U/g de tissu humide) dans le foie des flétans du
Groenland juvéniles exposés a différents niveaux d'oxygene pendant 7 jours (moyenne +
erreur type, n= 10 sauf pour la mesure de la SOD chez les témoins et celle de la GPx chez
le groupe 240 % oun =9)

Enzyme 100 % sat. 40 % sat. 30 % sat. 20 % sat.
Phosphoénolpyruvate 20 g 04 0712004  075£003 0,67 40,02
carboxykinase
Glutathion peroxydase 1,52+ 0,1 1,27+£0,1 1,03 +£0,2 1,2+0,2

Superoxyde dismutase 1409,7+£218,8 1162+257,6 1557,3+384 899.6 + 1819
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Figure 26 : Expression relative (2"**“") au groupe témoin (dont la valeur est ajustée a 1) des

genes codant pour la phosphoénolpyruvate carboxykinase, la catalase, la superoxyde
dismutase et la glutathion peroxydase dans le foie des flétans du Groenland juvéniles
exposes a différents niveaux d'oxygéne pendant 7 jours (n=10). Des lettres différentes
indiquent des différences significatives entre les traitements pour un géne donné

L'activité totale des enzymes antioxydantes, la encore, n'a pas varié dans le foie
malgré l'exposition chronique a l'hypoxie (tableau 18). L'expression génique de la Cat a
augmenté de fagon significative lorsque l'oxygene a diminué (figure 26 ; Fr336=06,6;
p =0,001). Son expression chez les groupes a 20 et 30 % sat. était plus €levée de 91,7 %
par rapport a celle du groupe témoin. L'expression du groupe exposé a 40 % sat. était
intermédiaire. Les expressions géniques de la SOD et de la GPx n'ont pas varié avec le

niveau d'oxygene (figure 26).
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4.2 DISCUSSION

Les flétans de Groenland sont des organismes tolérants & I'hypoxie. Cette
caractéristique est confirmée par leur abondance dans les eaux profondes du Saint-Laurent
(DFO, 2010 ; Ait Youcef et al., 2013) et leur trés basse Ogerir (Dupont-Prinet et al., 2013a).
Dans le chapitre 3, les réponses enzymatiques et génomiques des flétans du Groenland
adultes et juvéniles a une exposition aigiie a 'hypoxie ont été étudiées. Chez les juvéniles,
I'exposition a une hypoxie aigiie résulte en une diminution de l'activité¢ de la LDH et de la
Cat dans le muscle, ce qui suggére que ces poissons diminuent leurs capacités métaboliques
maximales, possiblement suite a une baisse de la demande énergétique dans ce tissu ou
encore a une réponse de régulation engendrée par des colits métaboliques de base plus
élevés. Pour répondre a cette question, des mesures de consommation d'oxygeéne aurait été
souhaitables. Cependant, dans cette expérience a court terme, les autres activités
enzymatiques ne varient pas, avec par exemple de trés forts niveaux d'activité pour les
enzymes antioxydantes et une augmentation de l'expression des génes de la COX et de la
LDH dans le muscle, ce qui montre leur capacité de survie élevée a de faible niveaux
d'oxygeéne pour de courtes périodes. Cependant, en milieu naturel, les organismes ne
peuvent pas toujours éviter les zones hypoxiques. De plus, dans le Saint-Laurent, les
couches profondes ou vivent les flétans du Groenland juvéniles demeurent hypoxiques tout
au long de l'année. C'est pourquoi dans ce chapitre, I'exposition des juvéniles a des niveaux
intermédiaires de saturation d'oxygene pendant plusieurs jours a €té étudiée. Ceci indique
que les réponses enzymatiques et génomiques a court et long terme ne sont pas les mémes.
Plusieurs hypothéses ont été émises pour ce chapitre. Tout d'abord, le seuil de 20 % sat.
étant proche du seuil d'O,qi¢ des organismes, les hypothése restent les mémes que pour le
chapitre 3, a savoir que les organismes exposés a 20 % sat. diminueraient l'activité des
enzymes aérobies pour augmenter celle des enzymes anaérobies. [l y aurait alors une baisse
de la production de ROS suite a la diminution de l'utilisation de la chaine respiratoire et la
capacité antioxydante diminuerait. Aux niveaux d'oxygene supérieurs (30 et 40 % sat.), la
contrainte hypoxiques étant moins importante sur les organismes, I'hypothése ¢mise était

qu'a ces niveaux d'oxygene, les organismes seraient capables d'avoir des capacités aérobie
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et ana€robie similaires a celles observées en normoxie. Les animaux étant en hypoxie mais
probablement & SMR, la production de ROS serait identique, sinon plus faible, qu'en
normoxie et l'augmentation de la capacité antioxydante ne serait pas nécessaire. Dans cette
partie, les résultats des analyses du métabolisme aérobie et anaérobie vont étre discutés en
expliquant pourquoi ils ne confirment que partiellement mes hypothéses. Ensuite, la méme
démarche est effectuée concernant les résultats des défenses antioxydantes, ou la encore,

'hypothese de départ n'est pas supportée.

L'activite¢ des enzymes du métabolisme aérobie est faible dans le muscle des flétans
du Groenland juvéniles. Cette caractéristique est retrouvée chez plusieurs autres espéces de
poissons, telle que le turbot ou l'activité de la CS est de 0,5 + 0,14 U/g de tissu et celle de la
COX estde 0,74 + 0,11 U/g de tissu dans le muscle (Abele et al., 2007). Ces faibles valeurs
sont normales dans le muscle car l'activité des enzymes du métabolisme aérobie est reliée a
la densité de mitochondries (Abele er al, 2007). Le muscle ayant une fonction
principalement anaérobique, la quantit¢ de mitochondrie y est plus faible et la capacité

aérobie aussi.

Une exposition de plusieurs jours a 'hypoxie entraine dans le muscle une diminution
de l'activité spécifique de la CS chez les flétans du Groenland juvéniles, quel que soit le
niveau d’hypoxie, ce qui vient a l'encontre de mon hypothése de départ. Comme c'est
l'activité spécifique de la CS et non l'activité totale qui diminue, cela signifie que ce n'est
pas le nombre de molécules enzymatiques qui diminue dans le muscle mais bien l'activité
de la molécule elle-méme. Des diminutions d'activité ont déja été remarquées dans le
muscle du tambour croca exposé plusieurs jours a 25 % et 50 % sat. (Cooper et al., 2002) et
dans le muscle de la carpe aprés 24 h d'exposition a environ 5,8 % sat. (0,5 mg O,/L ; Zhou
et al., 2000). Chez le tambour croca, l'activité¢ de la CS diminue de fagon linéaire avec
'oxygéne alors que chez le flétan du Groenland, les activités de CS des trois groupes
exposés a 20 %, 30 % et 40 % sat. sont similaires. Ceci laisse penser que chez le flétan du

Groenland, la capacité aérobie diminue a partir d'un seuil d'oxygene situ¢ entre 100 % et
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40 % sat.. De plus, dans le chapitre 3, aucune diminution d'activité de la CS n'avait été
enregistrée. [l est possible que les juvéniles soient capables de maintenir les niveaux de CS
dans le muscle lors d'une hypoxie aigiie (exposés durant 2,4 £ 0,6 heures sous le seuil
d'Ogerir), malgré le niveau d'oxygeéne critique, ou encore que l'activité des enzymes a eu le
temps de se modifier dans cette deuxieéme expérience plus longue. Comme on sait que le
registre aérobie des juvéniles de flétans du Groenland diminue en hypoxie (Dupont-Prinet
et al., 2013a), on peut supposer que cette baisse du registre aérobie est liée a la diminution
d'activité enzymatique, laquelle refleterait I'activité métabolique maximale. Aucune autre
réponse, que ce soit au niveau enzymatique ou génomique, n'est enregistrée dans le muscle
du flétan du Groenland juvénile aprés plusieurs jours d'exposition a différents niveaux
d'hypoxie. Chez d'autres especes, plusieurs jours d'hypoxie entrainent une augmentation de
I'expression du géne de la COX, comme par exemple dans le muscle du gobie G. mirabilis
(6 jours d'exposition a 10 % sat. ; Gracey ef al.,, 2001) ou de la carpe (une semaine
d'exposition a environ 5,5 % sat. ; Zhou et al., 2000) et dans les branchies de la morue
franche (24 jours d'exposition a moins de 45 % sat. ; Hall ef al., 2009). Chez les juvéniles
de flétan du Groenland, une augmentation de l'expression de ce gene avait été notée dans le
muscle lors de 'exposition aigiie a I'nypoxie mais ce n'est plus le cas apres plusieurs jours
en hypoxie moins séveére. Ceci appuie I'hypothése mentionnée plus haut, comme quoi une
exposition plus longue a I'hypoxie forcerait les flétans juvéniles a économiser plus d'énergie
et qu’ils ne pourraient donc plus réguler a la hausse l'expression de certains génes. Il y a
peut étre aussi des processus intermédiaires peu connus entre l'expression du gene et
l'activité de l'enzyme pour lequel il code (Nikinmaa et Rytkénen, 2011, 2012). 1l est
possible que des facteurs environnementaux tels que ['hypoxie ait un effet sur les processus
de transcription (Olsvik et al., 2006). La transcription est le processus par lequel un
ribosome lit les différents codons d'un brin d'ARNm pour lier les acides aminés
correspondant a chacun de ces codons, processus aboutissant a une chaine polypeptidique
et donc a une protéine. L'hypoxie pourrait par exemple affecter la qualité du brin ' ARNm,

la capacité du ribosome a lire les codons ou a produire des peptides de bonne qualité.
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Comme ces différents parametres n'ont pas été mesurés dans la présente étude, ma

compréhension des différentes réponses aux niveaux enzymatique et génomique est limitée.

Chez les flétans du Groenland exposés une semaine a différents niveaux dhypoxie
une diminution de ['activité des enzymes glycolytiques (LDH et PK) est observée dans le
muscle. Cette diminution ne permet pas d'augmenter la capacité glycolytique en hypoxie
(Abbaraju et Rees, 2012), comme c'est le cas chez la sole qui passe brutalement au
métabolisme anaérobie et stoppe sa locomotion en hypoxie (Dalla Via et al., 1998).
Cependant, les réponses chez les flétans du Groenland sont compréhensibles étant donné
que les enzymes glycolytiques ont des résultats trés variables dans le muscle selon les
especes, le temps et l'intensité d'exposition (Abbaraju et Rees, 2012). Contrairement a ce
qu'on pourrait penser, il est assez rare d'observer une augmentation des enzymes
glycolytiques dans le muscle. Chez plusieurs especes, comme la carpe exposée plusieurs
jours a environ 58 % sat. (0,5 mg Oy/L, Zhou et al, 2000) ou le choquemort
Fundulus heteroclitus exposé jusqu'a 35 jours a environ 17,2 ou 287 9% sat
(respectivement 1,5 ou 2,5 ppm, Greaney ef al., 1980), l'activité¢ de la LDH dans le muscle
ne varie pas. Ceci peut s'expliquer par le fait que le muscle blanc a déja une forte capacité
glycolytique et serait ainsi adapté a I'hypoxie (Greaney et al., 1980). Trés souvent, une
diminution de l'activité¢ de la LDH dans le muscle est observée apres plusieurs jours en
hypoxie, par exemple, chez le fondule (Martinez et al., 2006), chez le choquemort
(Abbaraju et Rees, 2012) ou chez la carpe (Zhou et al., 2000). Chez le fondule, une
diminution de l'activité de la PK est aussi observée dans le muscle en réponse & une
exposition longue a l'hypoxie (Martinez ef al, 2006). Ces diminutions de capacité
anaérobie, que l'on retrouve chez les flétans du Groenland juvéniles permettraient de
réduire les dépenses énergétiques de l'organisme (Zhou et al., 2000 ; Martinez et al., 2006).
Chez les flétans du Groenland juvéniles, les trois groupes expos€s a l'hypoxie ont des
niveaux d'activités similaires, ce qui laisse penser que la diminution d'activité ne diminue
pas de fagon linéaire avec l'oxygéne mais a partir d'un certain seuil situ€ entre 40 % et

100 % sat.. Sachant que le métabolisme maximal diminue de fagon lin€aire avec le niveau
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d'oxygene dissous (Dupont-Prinet ef al., 2013a), ces résultats enzymatiques sont un peu
surprenants. Il serait intéressant de refaire ces analyses sur un nombre d'individus plus
¢levé pour voir si les résultats obtenus correspondent. De plus, une exposition aigiie a
['hypoxie avait provoqué seulement une diminution de l'activité de la LDH et pas de celle
de la PK chez les juvéniles (chapitre 3). Ceci laisse penser qu'une exposition prolongée
oblige les flétans du Groenland juvéniles a diminuer leur capacité métabolique de fagon

plus importante, comme cela avait été suggéré plus haut.

Aucune réponse d’activité¢ de la PEPCK n'est observée dans le foie en réponse a
I'hypoxie. Par contre, 'expression du gene de la PEPCK est plus importante chez les trois
groupes exposés a 20 %, 30 % et 40 % sat., comparativement au groupe témoin. Cette
réaction va dans le méme sens que ce qui a déja ét€ observé au niveau enzymatique dans le
foie du fondule aprés quatre semaines d'exposition a l'hypoxie (Martinez et al., 2006),
méme si la relation ARN - enzyme n'est pas forcément directe et qu'il faudrait la vérifier.
Ainsi, malgré T'hypoxie prolongée, les flétans du Groenland juvéniles auraient encore
suffisamment d'énergie pour réguler I'expression de certains genes. Il est aussi possible que
certains organes aient la priorité par rapport a d'autres pour l'apport en oxygene et que le
foie soit prioritaire par rapport au muscle. Dans ce cas, la diminution métabolique
toucherait en priorité¢ le muscle, alors que dans le foie, si I'approvisionnement en oxygene

est maintenu, moins d'ajustements métaboliques seraient requis.

Dans le foie des flétans du Groenland juvéniles, aucune réponse des enzymes
antioxydantes n'est observée lors d'une exposition longue a 'hypoxie. Dans la plupart des
autres études, des augmentations de l'activité de ces enzymes sont enregistrées (Lushchak et
Bagnyukova, 2006), comme par exemple une augmentation de l'activité de la SOD chez le
tambour croca exposé durant 12 h a 10 % ou 25 % sat. (Cooper et al., 2002). Selon Ross et
al. (2001), le fait de posséder une capacité¢ antioxydante importante serait un des
mécanismes permettant aux organismes estuariens de diminuer leurs colts énergétiques

pour vivre dans ces zones variables. Cependant, ces auteurs ne précisent pas si ces niveaux
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d'oxygene sont inférieurs ou non a 'Oy des individus, ils considérent que 10 % sat. est
une hypoxie sévere et 25 % sat. une hypoxie modérée. Durant l'expérience, les flétans du
Groenland étaient exposés a des niveaux d'oxygene dissous leur permettant normalement
d'utiliser leur métabolisme aérobie, au moins a 30 et 40 % sat., méme s'il a été démontré
plus haut que leur capacité aérobie maximale était réduite. Par conséquent, la production de
ROS restait €quivalente ou diminuait légerement par rapport a celle en normoxie. Les
flétans du Groenland n'augmentent pas leur capacité antioxydante, ce qui semble logique.
De plus, le maintien d'une importante capacité antioxydante (notamment au niveau de
l'activité de la SOD) leur confere une bonne protection contre les variations d'oxygéne (ou
ré-oxygénation), qui pourraient modifier la production de ROS. A 20 % de sat., comme la
consommation d'oxygéne devrait étre plus réduite, la production de ROS devrait diminuer

et il n'y a aucune raison d'augmenter le niveau de défense antioxydante.

Par contre, au niveau des analyses génomiques, une augmentation de |'expression du
géne de la Cat est observée chez les flétans du Groenland juvéniles exposés aux différents
niveaux de saturation d'oxygeéne pendant une semaine. Cette augmentation est progressive
comme le montre I'expression de la Cat du groupe a 40 % sat. similaire a celles de tous les
autres groupes. D'autres études montrent une augmentation de I’expression des genes
codant pour les enzymes antioxydantes chez des espéces exposés a une longue période
d'hypoxie. Dans le foie de la morue franche, les génes codants pour la SOD et la GPx sont
moins exprimés chez les individus exposés a six semaines d'’hypoxie modéree (46 % sat.)
par rapport aux témoins en normoxie (Olsvik ef al., 2006) et c'est la méme chose pour les
génes codants pour la Cat et la GPx dans les branchies de civelles d'anguille européenne
Anguilla anguilla (Pierron et al., 2007). Selon les auteurs, ce phénomeéne serait dii a une
diminution du stress oxydatif ou a un effet inhibiteur de ['hypoxie sur la transcription. Ceci
n'étant pas observé chez les flétans du Groenland juvéniles, il n'y aurait pas de tels effets

chez cette espece.
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La derniére réponse observée chez les flétans du Groenland expos€s une semaine a
différents niveaux de saturation d'oxygene est une augmentation progressive des
concentrations en protéines lorsque l'oxygéne diminue. Généralement, lorsqu'il y a une
diminution du métabolisme, comme en hypoxie, une diminution de la synthése des
protéines est observée, ce qui permet a l'organisme de diminuer ses dépenses énergétiques
(Lewis et Driedzic, 2010). Chez le flétan du Groenland, 1l est possible que l'organisme ne
soit pas forcé d'arriver a de telles extrémités car il a encore suffisamment d'oxygene a ce
stade. En effet, Dupont-Prinet et a/. (2013a) ont montré que jusqu'a 23 % sat., le registre
aérobie des flétans du Groenland juvéniles diminuait de 56 % par rapport a celui enregistre
en normoxic. A ces niveaux d'oxygéne, il est donc compréhensible que l'organisme ne
doive pas faire de compromis au niveau de la syntheése protéique. Par contre, il est plus
¢tonnant qu'une telle diminution de cette synthese ne soit pas observée a 20 % de saturation
car Dupont-Prinet et al. (2013a) ont montré qu'a 19 % sat., le registre aérobie diminuait
cette fois de 73 %. Il est aussi possible que le stress provoqué par I'hypoxie entraine une
perte d'eau dans les tissus (Mazeaud et al, 1977) et donc une impression que la
concentration en protéines augmente par rapport au poids du tissu de départ lors de

l'analyse.

En conclusion, l'hypothése de départ comme quoi les enzymes refléteraient la
diminution du métabolisme aérobie et l'augmentation du métabolisme anaérobie en hypoxie
est peut étre un peu trop simpliste (Cooper et al., 2002). Chez les flétans du Groenland
juvéniles, l'exposition a I'hypoxie durant une semaine entraine principalement une
stagnation ou une diminution des capacités métaboliques maximales. Ces diminutions
peuvent €tre lies a la diminution de la locomotion (Martinez et al.,, 2006) et plusieurs
¢tudes ont montré que les poissons étaient moins mobiles en hypoxie (Dalla Via ef al., 1998
; Chabot et Dutil, 1999 ; Wannamaker et Rice, 2000). Ceci permettrait principalement aux
organismes de limiter leurs dépenses €énergétiques et d'augmenter leur temps de survie en
hypoxie. Chez les juvéniles, I'exposition & une hypoxie chronique entraine la diminution de

processus plus nombreux que lors d'une exposition aiglie a 'hypoxie (chapitre 3). On ne
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peut pas vraiment veérifier s'il y a une acclimatation au fur et a mesure du temps avec les
données disponibles icl. Cependant, dans cette étude, le flétan du Groenland est affectée de
la méme maniere quelque soit le niveau d'hypoxie chronique (40, 30 ou 20 % sat.). Or dans
I'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, le flétan du Groenland se retrouve dans des
conditions d'oxygene entre 30 et 40 % sat. pour les adultes et méme entre 20 et 25 % sat.
pour les juvéniles. Comme une réponse identique est observée a 20 % sat., ce qui est tres
proche de la valeur d'Oy des flétans, ceci démontre en premier lieu que cette espéce est
tres résistante aux conditions hypoxiques. De plus, dans le milieu naturel, il est fort
probable que le flétan du Groenland soit capable de s'adapter et de s'ajuster au niveau
physiologique, vu qu'il survit a dans des zones ou les conditions d'oxygéne sont identiques
a celles de mon étude. Ceci expliquerait les fortes populations de flétan du Groenland
retrouvées dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent malgré les faibles taux d'oxygene

enregistrés dans cette région.

Comme dans de précédentes études (Martinez et al., 2006 ; Everett ef al., 2012), plus
de réponses au niveau enzymatique sont observées dans le muscle que dans le foie. Il est
donc possible que le foie soit privilégié par rapport au muscle pour l'apport en oxygene. En
effet, les tissus les plus importants regoivent de l'oxygéne en priorité lors d'une limitation de
ce paramétre, ce qui explique que les réponses apparaissent tout d'abord dans les tissus
considérés comme moins importants au niveau vital (Martinez et al., 2006 ; Everett ef al.,
2012). Durant mes expériences, l'activité locomotrice des organismes ¢tait nulle quand ces
derniers étaient observés. En éliminant les processus coliteux en énergie tels que la nage, ils
limitent leurs dépenses énergétiques. La fonction locomotrice du muscle n'étant plus
utilisée (ce tissu fonctionnant principalement en anaérobie), l'apport en oxygeéne vers ce
tissu peut étre réduit en hypoxie, ce qui n'est pas le cas du foie qui doit maintenir ses
fonctions de dégradations de produits métaboliques, tout du moins, au début de la phase
hypoxique. La diminution de certains processus par rapport a d'autres est peut étre aussi due

a la quantité d'énergie que ces derniers utilisent. Chez le médaka Oryzias latipes, les



processus meétaboliques utilisant beaucoup d'énergie sont inhibés en hypoxie et ceux
impliquant une sauvegarde de 'énergie sont augmentés (Ju et al., 2007).

L'augmentation de l'expression de certains geénes chez les flétans juvéniles suggére
que ceux-ci ne dimiuent pas l'utilisation de tous les processus. Malgré ['exposition
prolongée a I'hypoxie, ils semblent encore capables de mettre en place certaines défenses et
seraient plutdt résistants a la baisse en oxygene. De plus, comme expliqué précédemment
(chapitre 3), les flétans du Groenland juvéniles ont parfois un comportement pélagique pour
capturer des proies (Fréchet, 1987 ; Savenkoff et al., 2007 ; Vollen et Albert, 2008 ; Albert
etal, 2011 ; Ait Youcef et al., 2013). Ils ont alors accés a des zones moins hypoxiques. Le
retour a I'hypoxie leur donnerait la possibilité de récupérer de la dette en oxygéne au besoin
et d'augmenter leur registre aérobie pour avoir une possibilité plus importante de capture

des proies.

Pour finir, comme dans le chapitre précédent (chapitre 3), des différences entre
réponses enzymatiques et géniques sont observées. Mais comme expliqué par certains
auteurs, méme si on part du principe que les genes qui codent pour les enzymes répondent
dans le méme sens que ceux-ci (Everett ef al., 2012), ce n'est pas toujours le cas (Nikinmaa
et Rytkénen, 2011, 2012). Il advient donc de toujours évaluer cette affirmation de facon
plus précise. Comme expliqué précédemment (chapitre 3), il est possible que I'hypoxie ait
un effet inhibiteur sur le processus de traduction (lorsque le ribosome lit le brin d'ARNm
pour produire une protéine). Il est aussi possible que les réponses au niveau enzymatique et
génique n'apparaissent pas aussi rapidement l'une que l'autre. Par exemple, il se pourrait
qu'au départ, le changement d'activité enzymatique enregistré soit en fonction des enzymes
présents. Il y aurait ensuite un ajustement de l'expression génique pour répondre aux
changements du milieu et plus tard, un ajustement de I'activité¢ enzymatique en fonction de
la réponse génique (Ton et al., 2002). Pour vérifier cette hypothese, il faudrait faire une
expérience sur une plus longue période et faire des échantillonnages a différents intervalles

de temps.



DISCUSSION GENERALE

Dans ce travail, deux organismes estuariens, la crevette nordique et le flétan du
Groenland, ont été exposés a deux types d'hypoxie, une hypoxie trés sévére de courte durée
(quelques heures) et une hypoxie plus modérée sur plusieurs jours. Chez la crevette, la
réponse a été étudiée pour deux stades de développement différents, les maéles et les
femelles. En effet, la crevette est une espece protandre, donc les males se transforment en
femelles apres quelques années de croissance. Chez le flétan, les réponses entre juvéniles et
adultes ont été¢ comparé€es sans faire de distinction entre les sexes, car ce paramétres était
impossible a déterminer au début de l'expérience. Deux tissus ont été visés spécifiquement
pour cette étude : le muscle, tissu impliqué principalement dans la locomotion et qui est
capable de fonctionner a de hauts taux métaboliques (Bennett, 1978 ; Hochachka, 1985), et
le foie/hépatopancréas qui a un réle important au niveau de la détoxification et la
dégradation des produits métaboliques et qui est tres sensible au stress oxydatif (Ruppert et

al., 2004).

REPONSES DE LA CREVETTE NORDIQUE A L'HYPOXIE

Chez la crevette nordique, l'exposition aigiie a une hypoxie tres sévere cause des
réponses différentes chez les méles et les femelles. C’est dans le tissu musculaire plutot
qu’au niveau hépatique que les différences sont les plus marquées. Ceci pourrait étre dli au

fait que le foie serait priorisé pour I'apport en oxygéne par rapport au muscle.

Dans le muscle des femelles, il v a une diminution de la capacité aérobie maximale
(diminution de l'activité spécifique de la CS) en réponse a une exposition aigie (figure 27).
En effet, la CS intervenant dans le cycle de Krebs (figure 3), on peut présumer que les
femelles ont une capacité aérobie moindre. Cependant, les niveaux de COX, enzyme qui

intervient dans la chaine respiratoire, ne varient pas par rapport au groupe témoin. Comme
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le cycle de Krebs fait partie intégrante du processus de la chaine respiratoire (figure 2), on
peut penser que si ce dernier est limité, le processus de phosphorylation oxydative l'est
aussl. Bien que l'activité mesurée de la COX ne varie pas par rapport au groupe témoin, il
est possible que la chaine respiratoire n'utilise pas ces enzymes a leur capacité maximale et
soit limitée par la diminution de l'utilisation du cycle de Krebs. Etant donné que les
crevettes sont exposées a un niveau d'oxygene inférieur a leur Ojg (niveau d'oxygeéne
minimum auquel les organismes peuvent maintenir leur SMR), cette diminution de la
capacité¢ aérobie maximale était attendue, notamment parce que les niveaux d'oxygéne
devraient ne plus étre suffisants pour permettre I'apport d'énergie nécessaire au maintien
des fonctions vitales de l'organisme. Cependant, chez les femelles exposées de fagon aigiie
a des niveaux d'oxygene séveres, une diminution de la capacité glycolytique dans le
muscle, soit la baisse de l'activité de la LDH et de la PK (figure 27), est aussi observée.
Comme la PK intervient dans le processus de glycolyse et que la LDH permet celui de
fermentation, mécanismes qui permettent de produire de l'énergie en absence d'oxygene,
une baisse d'activité de ces deux enzymes indiquerait que les crevettes femelles ont moins

la capacité de produire de I'énergie via ces processus.

Muscle Hépatopancréas

N 26 % LDH N 61 % SOD
N 27 % CSspé N 38% PK
N 57 % PEPCK

\
{3178

e

Hypoxie 7

chronique | Y 35 % CS spé
N 44 % CS

Hypoxie
aigue

A 148 % GPx
N 71 % LDH

Figure 27 : Schéma récapitulatif des réponses enzymatiques observées dans le muscle et
I'hépatopancréas des crevettes nordiques femelles exposées a I'hypoxie aigiie ou chronique
(Y = diminution d'activité et 21 = augmentation d'activité)
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A ce niveau d'oxygene sévere, les crevettes femelles semblent donc diminuer a la fois
leurs capacités métaboliques aérobie et anaérobie. Ces régulations a la baisse, comme la
diminution du taux métabolique mesurée en respirométrie qui démontrent que le
meétabolisme des crevettes est inférieur au SMR, permettraient a la crevette nordique
d'économiser de I'énergie. Cette économie d'énergie serait une stratégie de survie de la

crevette nordique a ce niveau d'oxygeéne sévere.

Le processus de dépression métabolique est défini comme une diminution du
métabolisme sous le seuil de SMR et soutenable pendant une longue période (Guppy et
Withers, 1999). Bien que de nombreux organismes utilisent ce processus face a un stress
intense, 1l n'est cependant pas encore bien connu a ce jour (Bickler et Buck, 2007). Ce
processus serait la stratégie la plus protectrice face a I'hypoxie, permettant a I'organisme de
conserver l'énergie via la diminution de processus coliteux en énergie (par exemple, la
synthese de protéines), de limiter I'accumulation de produits toxiques et donc d'augmenter
le temps de survie (Hochachka, 1986 ; Hochachka ef al., 1996 ; Guppy et Withers, 1999 ;
Boutilier, 2001 ; Hochachka et Lutz, 2001 ; Larade et Storey, 2009). Il a ét¢ démontré que
la dépression métabolique est plus efficace face a l'hypoxie que l'accumulation de
glycogene ou l'utilisation de la fermentation anaérobique. Ces deux derniers mécanismes
augmentent la tolérance a I'hypoxie/anoxie d'un facteur 3 & 4 alors que la dépression
métabolique peut l'augmenter d'un facteur 20, comme chez les especes de Mytilus, ou
méme d'un facteur de 60 comme chez les tortues (Hochachka, 1986 ; Hochachka et Lutz,
2001). Face a une longue exposition a de faibles concentrations en oxygéne dissous,
certains auteurs affirment que les organismes utilisent la dépression métabolique (Bickler et

Buck, 2007).

Ce volet de mon étude a été réalisé a des niveaux trés séveres d'oxygene dissous
auxquels les animaux sont restés exposes au moins une heure, ce qui les oblige a diminuer
leur métabolisme, comme le prouve leur consommation d'oxygene sous leur SMR. Cette

affirmation est confirmée par d'autres auteurs expliquant que la majorité des organismes,
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face a un stress environnemental, utilisent la diminution métabolique presque
instantanément (Guppy et Withers, 1999 ; Boutilier, 2001 ; Forgan et Forster, 2012).
Cependant, il est probable que la baisse du métabolisme soit seulement une diminution
temporaire du métabolisme et non une dépression métabolique en tant que tel. Comme les
crevettes ne sont restées que quelques heures sous leur SMR, il est impossible d'affirmer
qu'elles auraient pu survivre a ce taux métaboliques pendant une longue période. Il serait
intéressant de vérifier ce paramétre dans des expériences futures. Pour cela il serait possible
de vérifier si certains parametres caractérisant une dépression métabolique, tels qu'une
diminution du pH cellulaire, la présence d'’ARNm latent, le changement de ['état de
phosphorylation des protéines, le maintien du processus de pompage ionique et la
diminution de la synthése protéique (Guppy et Withers, 1999), sont présents. Il serait aussi
possible de mesurer les concentrations de lactate dans l'organisme a la fin de la phase en
hypoxie, puis de remettre l'organisme en normoxie tout en mesurant sa consommation
d'oxygene. Si l'organisme a accumulé une dette en oxygeéne, et qu'il n'a pu entrer en
dépression métabolique, il devrait y avoir une augmentation des concentrations de lactate
suite a l'exposition sous Oy €t une augmentation de la consommation d'oxygéne plus

importante qu'a SMR lors du retour en normoxie.

Chez les crevettes males, l'exposition a 'hypoxie aigiie ne provoque pas le méme type
de réponse que chez les femelles. Les maéles ont une capacité aérobie et glycolytique
maximale similaire en hypoxie aiglie et en normoxie dans le muscle (figure 28). Au niveau
aérobie, le maintien des activités de la CS et de la COX est assez surprenant cela signifie
que la capacité aérobie maximale est maintenue alors que dans le méme temps, les mesures
de consommation d'oxygéne montrent que les crevettes diminuent leur consommation
d'oxygene en hypoxie et que leur registre aérobie est plus faible. Il est important de préciser
plusieurs choses ici. Premiérement, les mesures enzymatiques dans la présente étude ont été
enregistrées dans certains tissus spécifiques (muscle et/ou hépatopancréas) et non dans
I'organisme entier comme ce fut le cas pour les mesures de respirométrie. Bien que ces

organes, tout du moins le muscle, représentent une grande proportion de 'organisme entier
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(le muscle représente environ 70 a 90 % des tissus mous et |'hépatopancréas entre 9 et
16 % ; Hellou et al., 1997), ils ne sont pas forcément représentatifs de ce qui se passe dans
l'organisme entier. Deuxiémement, il est possible que la réponse enzymatique ne soit pas
immédiate et qu'il faille un certain temps a la crevette nordique pour ajuster l'activité de ces
enzymes. Comme mon expérience n'a duré¢ que quelques heures, il est possible que des
variations enzymatiques plus importantes soient en cours mais n'aient pas pu étre
enregistrées en si peu de temps. Il serait intéressant de laisser la crevette nordique plus
longtemps sous son SMR pour voir si d'autres résultats apparaissent. Au niveau anaérobie,
la capacite anaérobie maximale des males diminue peu a court terme car malgré une baisse
d'activité¢ de la PEPCK, l'activité de la LDH et de la PK ne varie pas par rapport au groupe
témoin. Cependant, la PEPCK étant impliquée dans le processus de néoglucogenese (figure
6), une baisse de la capacité pourrait refléter une diminution de la production de glucose par
cette vote. Par la suite, il pourrait y avoir une diminution des stocks de glucose dans
['organisme, ce qui pourrait alors entrainer une limitation des processus de glycolyse et de
fermentation dont le glucose est 1I'élément de départ. Il y aurait alors une diminution plus

importante de la capacité anaérobie.

Muscle Hépatopancréas
Q,
N 51 % PEPCK N 52 % SOD
. N 70 % SOD
Hypoxie 21400 % GPx

aiglie ) @"&%},

Hypoxie
chronique | ™ 24 % CS spe
N 41 % CS

[s)
\ 68 % LDH A 480 % GPx

Figure 28 : Schéma récapitulatif des réponses enzymatiques observées dans le muscle et
I'hépatopancréas des crevettes nordiques males exposées a I'hypoxie aigiie ou chronique
() = diminution d'activité et /1 = augmentation d'activité)
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La diminution d'activité de la PEPCK chez les males s'est produite alors méme que la
consommation d'oxygéne de ces derniers était sous SMR. Il est probable que 'utilisation de
ce processus ne soit possible que durant une courte période et que ce ne soit pas le reflet
d'une dépression métabolique, comme expliqué plus haut. Cependant, comme il y a moins
de réponses au niveau enzymatique, on peut penser que les méles sont plus résistants que
les femelles car la capacité de nombreux processus ne varie pas (a€robiose, glycolyse,

termentation... etc.).

Concernant les réponses des défenses antioxydantes lors d'une exposition aigiie a
'hypoxie, la encore, les réponses des femelles et des maéles different (figures 27 et 28).
Dans cette étude, les défenses antioxydantes enzymatiques ont €té analysées mais pas le
stress oxydatif lui-méme. Le stress oxydatif est produit par une accumulation trop
importante de ROS (tels que l'anion superoxyde O, ou le peroxyde d'hydrogéne H,0,), eux
mémes formés a 90 % par la chaine de transport des ¢lectrons (respiration) et les 10 %
restants par l'auto-oxydation de certaines enzymes telles que les oxydases (Lushchak,
2011a). Le stress oxydatif entraine des perturbations métaboliques telles que l'inactivation
d'enzymes suite a des dommages causés aux structures protéiques (Lushchak et
Bagnyukova, 2006). Lors de l'exposition des crevettes femelles a une hypoxie aigiie, j'ai
observé une diminution de l'utilisation du métabolisme aérobie via une baisse de la
consommation d'oxygene. Il est donc probable que la quantité de ROS produits diminue en
hypoxie, qu'il y ait ainsi moins de ROS présents dans le milieu cellulaire et donc moins de
chances d’avoir une exposition a un stress oxydatif. Ceci serait confirmé par le fait qu'il y a
une diminution des défenses antioxydantes des crevettes femelles via une baisse d'activité
de la SOD dans I'hépatopancréas. La SOD catalysant la dismutation de l'anion superoxyde,
si la chaine respiratoire est moins utilisée, il y a moins de formation d'O;" et il n'est plus

nécessaire de maintenir une activité de cette enzyme aussi élevée qu'en normoxie.

Les crevettes males exposées a une hypoxie aiglie sont les seules chez qui une

réponse des défenses antioxydantes dans le muscle, via une diminution d'activité de la SOD



(figure 28) est observée. Ce tissu n'ayant pas pour principale fonction de produire des
défenses antioxydantes mais plutét une fonction locomotrice, il est possible que cette
diminution d'activité soit due a la diminution du métabolisme enregistrée via une baisse de
la consommation d'oxygéne ou a I'immobilité des organismes. Dans I'hépatopancréas, une
diminution d'activité de la SOD et une augmentation de celle de la GPx sont notées (figure
28). En hypoxie aigilie, comme ici, la diminution de la consommation d'oxygéne limite la
production de ROS. La diminution de la SOD dans ['hépatopancréas semble logique.
Cependant, malgre cette diminution, les niveaux d'activité de la SOD dans ce tissu restent
trés ¢élevés et maintiennent une bonne capacité antioxydante. De plus, l'activité de la GPx
devient plus importante en hypoxie aigiie. Cette enzyme, en transformant le peroxyde
d'hydrogéne formé par la SOD en oxygene et en eau, va éviter l'accumulation de cet
¢lément et empécher la formation d'éventuel stress oxydatif en cas de variation d'oxygene.
Il est possible que le maintien de niveaux importants de SOD combiné a 'augmentation de
l'activité de la GPx soit une réponse préparatoire les crevettes males exposées a une
hypoxie aigiie en cas d'augmentation brutale de ROS lors d'une reé-oxygénation par

exemple. Leur forte capacité antioxydante les protege bien contre ce risque.

Lors d'une exposition a long terme a des niveaux d'hypoxie intermédiaires (20 %,
30 % et 40 % sat.), contrairement a ce qui a ¢t€ observé dans l'expérience préceédente, les
crevettes nordiques ont des réponses enzymatiques semblables entre les deux sexes, que ce
soit dans le muscle ou dans I'hépatopancréas. Pour les deux sexes, une baisse d'activite de la
CS et de la LDH est enregistrée dans le muscle. Chez les deux sexes, la baisse de l'activité
de la CS intervient des 40 % sat. et est identique quelque soit le niveau d'hypoxie. Ceci
signifierait que les crevettes, exposées de fagon chronique a I'hypoxie, auraient une capacité
aérobie limitée a partir d'un seuil d'oxygene supérieur a 40 % sat.. Cette diminution de la
capacité aérobie pourrait avoir un lien avec la limitation du registre aérobie observée en
hypoxie. Les crevettes auralent aussi une capacité anaérobie moindre en hypoxie chronique,
comme le montre ['activité de la LDH plus faible chez les trois groupes en hypoxie par

rapport au groupe en normoxie. Chez les males, 1a encore, le seuil a partir duquel
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commence la baisse d'activité doit étre situé entre 40 % et 100 % sat. car les trois groupes
en hypoxie ont la méme réponse. Cependant, la réponse est un peu plus complexe chez les
femelles car bien que les trois groupes en hypoxie aient une activité¢ de la LDH plus faible
que celle en normoxie, la réponse n'est pas linéaire avec le niveau d'oxygéne. Il est difficile

d'interpréter cette réponse.

Les réponses des défenses antioxydantes en hypoxie chronique sont identiques chez
les femelles et chez les males. Pour les deux sexes, il y a une augmentation de l'activité de
la GPx dans I'hépatopancréas en hypoxie. Chez les males, la réponse est la méme quelque
soit le niveau d'oxygéne, alors que chez les femelles l'activité de l'enzyme augmente
progressivement et c'est seulement a partir de 20 % sat. que la différence avec le groupe
témoin est significative. Cette hausse de capacité antioxydante, bien que définie comme
l'une des réponses les plus significatives de la tolérance a I'hypoxie (Bickler et Buck, 2007)
est surprenante alors que dans le méme temps, les animaux sont probablement a SMR et la
production de ROS identique, sinon plus faible, qu'en normoxie. Cependant, cette
augmentation de l'activit¢ de la GPx peut étre expliquée par deux facteurs différents.
Premierement, méme si ce processus est encore mal connu, 'hypoxie peut entrainer une
augmentation de la production de ROS, en provoquant l'auto-oxydation de composants
cellulaires sous la contrainte hypoxique (Lushchak, 2011b). Les organismes qui mettent en
place des défenses oxydatives vont donc €tre capables de se défendre contre les dommages
consécutifs a ce type de stress. Deuxiemement, il a déja été démontré que la capacité
oxydative peut augmenter en prévision de l'apparition du stress oxydatif et ceci avant méme
l'apparition de ce dernier, pour anticiper l'augmentation brutale de ROS lors de la ré-
oxygénation ou de variations d'oxygene. Ce processus a déja été observé chez les
organismes aquatiques en général (Storey, 1996 ; Hochachka et Lutz, 2001 ; Lushchak,
2011b), chez la tortue d'eau douce Trachemys scripta elegans (Hermes-Lima et Zenteno-
Savin, 2002) ou chez les poissons (Martinez—Alvarez et al,, 2005). La encore, si les
crevettes nordiques augmentent leur capacité antioxydante en prévision de ce stress, cela

signifie que, comme beaucoup d'espéces de poissons ou d'invertébrés estuariens rencontrant
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des conditions d'oxygene variables, elles sont plus résistantes a I'hypoxie que les espéces
vivant dans des conditions plus stables (Demple, 1999). 11 est & noter que les niveaux
d'activité des enzymes antioxydantes des crevettes nordiques, notamment celle de la SOD,
sont tres €levés. Plusieurs auteurs ont démontré que la capacité a gérer le stress oxydatif
était reliée aux niveaux de défense dans l'organisme (Hochachka et Lutz, 2001 ; Hermes-
Lima et Zenteno-Savin, 2002 ; Martinez-Alvarez et al., 2005 ; Lushchak, 2011b). Ceci
signifie que les crevettes nordiques auraient, méme en normoxie, une grande capacité a se
protéger contre l'apparition d'un stress oxydatif. Pour confirmer les stratégies de défense
des organismes contre le stress oxydatif dans mon étude sur les crevettes nordiques, il serait
intéressant de faire l'analyse de la peroxydation des lipides membranaires (Botsoglou ef al.,

2002) qui pourrait servir d'indicateur d'impact négatif de ce type de stress.

Chez la crevette nordique, on peut donc supposer que la réponse ultime a [’hypoxie
est l'économie d'énergie, ce qui entraine une limitation des capacités métaboliques
maximales dans le muscle. Chez les crevettes, le muscle blanc représente une grande partie
de la masse de I'organisme (70 a 90 % des tissus mous ; Hellou et al., 1997). Ce tissu est
utilisé pour des efforts intenses et de courte durée, soit le comportement de fuite rapide par
flexion de l'abdomen. Dans mes expériences, le niveau d'activité €tait réduit en hypoxie car
les crevettes bougeaient plus rarement lorsqu'elles étaient en hypoxie que lorsqu'elles
¢taient en normoxie, ce qui est courant chez la plupart des organismes (Dalla Via et al.,
1998 ; Wannamaker et Rice, 2000). Le muscle étant un tissu principalement dédié a la
locomotion, I'économie de mouvement des organismes peut leur permettre d'économiser de
I'énergie et limiter dans le méme temps, les capacités meétaboliques maximales. Par
exemple, il a été¢ démontré par Martinez et al. (2006) que chez le fondule, l'exposition
chronique a I'nypoxie entrainait des modifications d'activité d'un moins grand nombre
d'enzymes intervenant dans le métabolisme des glucides et que ces réponses é€taient
moindres dans le ceeur et le cerveau, comparés au muscle et au foie. Ceci est expliqué par
les auteurs par le fait que ces organes re¢oivent I'apport sanguin en priorité, ce qui améliore

leur apport en oxygéne et suggererait que les deux premiers tissus sont privilégiés au niveau
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de l'apport en oxygene de par leurs fonctions vitales (Soengas et Aldegunde, 2002 ;
Martinez et al., 2006). 11 serait intéressant de faire des analyses enzymatiques dans d'autres
tissus (cerveau, cceur... etc.) pour voir quelles autres fonctions peuvent étre supprimeées en
hypoxie par les crevettes nordiques et au contraire, lesquelles sont conservées a tout prix. Il
serait aussi intéressant de faire des expériences dans lesquelles les organismes sont en
présence d'un courant. Ceci stimulerait leur locomotion, permettrait de voir quelles autres
fonctions sont affectées si les crevettes sont obligées de rester en mouvement et si elles

parviennent a survivre dans ce cas.

La fonction locomotrice du muscle n'étant pas essentielle a la survie a court terme, il
est probable que la baisse de la capacit¢ métabolique maximale et la réduction de la
capacité locomotrice soient liées. Une baisse des mouvements de l'organisme a déja été
observée, notamment chez les poissons (Dalla Via et al, 1998 ; Wannamaker et Rice,
2000). Cependant, il faut bien prendre en compte que cette étude a été réalisée en
laboratoire, et il est donc possible qu'en milieu naturel, les crevettes nordiques ne puissent
pas se permettre de diminuer leur capacité locomotrice pour conserver une capacité de fuite
en présence de prédateur par exemple. Par contre, en hypoxie modérée, la capacité
métabolique, méme plus faible, permet a la crevette de conserver une activité équivalente a
celle en normoxie, excepté que la crevette ne pourra plus effectuer de dépenses
énergétiques importantes (par exemple la nage rapide). Ce parameétre peut €tre associé a la
diminution du registre aérobie observée en hypoxie. Concernant les défenses antioxydantes,
elles apparaissent surtout dans I'hépatopancréas ou leurs niveaux d'activité sont élevés
méme en normoxie. Cette forte capacité antioxydante des crevettes nordiques leur confére
une bonne protection en cas de variations d'oxygeéne dans le milieu (ré-oxygénation) et

d'une éventuelle augmentation de la production de ROS.

Somme toute, les crevettes males et femelles semblent trés résistantes a I’hypoxie, ce
qui leur permet d’utiliser des habitats hypoxiques tels que I'estuaire et le golfe du Saint-

Laurent. Cependant, les males, par leur capacité a maintenir leur métabolisme aérobie et
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leur capacité a augmenter leurs défenses oxydatives a court terme, semblent plus résistants
que les femelles. Ceci est paradoxal car leur taux métabolique par unité de masse est plus
important a cause de leur petite taille. En effet, en régle générale, les individus plus petits
ont un taux métabolique par gramme plus important que les individus de grande taille
(Kletber, 1947). Cette résistance plus importante des males est confirmée par 'Oy, des
males plus faible que celle des femelles, ce qui laisserait a ces derniers une marge aérobie
plus importante 8 un méme niveau d'oxygeéne. Il faudrait donc diminuer encore le niveau de
saturation d'oxygene pour que les males répondent de la méme fagon que les femelles. Chez
les femelles, I'exposition chronique semble moins problématique que l'exposition aigiie. En
effet, lors de la deuxiéme expérience, les crevettes femelles semblaient mieux réguler, de
fagon globale, ['activité enzymatique des indicateurs étudi€s, étaient capables d'augmenter
la capacité de la GPx et donc les niveaux de leurs défenses antioxydantes. Ceci démontre
leur capacité d'acclimatation. De plus, la présence des crevettes nordiques males, mais aussi
femelles, dans les zones chroniquement hypoxiques de l'estuaire et du golfe du Saint-
Laurent, indique qu'elles sont capables de résister a I'hypoxie chronique. Mes données ne
permettent pas de vérifier s'il y a une acclimatation au cours du temps. Cependant, les
réponses enzymatiques des crevettes nordiques sont généralement identiques a 40, 30 et
20 % sat., et ces conditions d'oxygene sont similaires a celles retrouvées dans le milieu
naturel. La crevette nordique est donc tres résistante aux faibles conditions d'oxygéne mais
serait aussi capable de s'ajuster au niveau physiologique pour se maintenir dans l'estuaire et
le golfe du Saint-Laurent. Ceci expliquerait les fortes populations de crevettes nordiques
retrouvées dans cette région. Il serait tout de méme intéressant de voir les réponses a
I'hypoxie chez cette espéce au cours du temps et a différents niveaux d'oxygene. Ceci
permettrait de mieux définir comment la crevette s'acclimate aux conditions hypoxiques au

fur et a mesure du temps.

REPONSES DU FLETAN DU GROENLAND A L'HYPOXIE
Chez le flétan du Groenland, des analyses génomiques ont été réalisées chez les

juvéniles, en supplément aux analyses enzymatiques. Chez cette espéce, I'exposition a
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I'hypoxie entraine des réponses plus ciblées, le nombre d’enzymes touchées étant moindre,
mais des différences notables entre la réponse des juvéniles et des adultes a une exposition

aiglie ou chronique sont a noter.

Exposés a l'hypoxie aigiie, les réponses des adultes et des juvéniles sont tres
différentes. Chez les adultes, trés peu de réponses enzymatiques sont observées dans
chacun des tissus (figure 29). Dans le muscle, l'activité des enzymes du métabolisme
aérobie ne varie pas par rapport au groupe témoin, ce qui signifie que méme a des niveaux
séveres de saturation d'oxygene, les adultes ont une capacité a€robie, du moins a court
terme, similaire a celle observée en normoxie. Comme chez les crevettes nordiques, cette
réponse enzymatique ne reflete pas les résultats de Dupont-Prinet et al. (2013a) qui
montrent bien qu'en hypoxie aigle, les flétans du Groenland diminuent leur consommation
d'oxygéne. La encore, deux parameétres sont a prendre en compte. Tout d'abord, comme
I'exposition des organismes sous O, n'a duré que quelques heures, il est possible que la
capacité enzymatique des organismes n'ait pas encore été ajustée. Ensuite, les résultats de
mon étude ont ¢été obtenus par des analyses réalisées dans deux tissus uniquement. Bien que
le muscle représente la majeure proportion de la masse des flétans du Groenland, le foie
n'en représente qu'une faible proportion, entre 0,3 et 4,6 %, selon Gundersen et al. (1999) et
en moyenne 1,7 % pour les flétans du Groenland de l'estuaire et du golfe du Saint-Laurent
(Ait Youcef, communication personnelle). Les mesures enregistrées dans ces deux tissus ne
représentent donc pas exactement ce qui se passe au niveau de l'organisme entier comme

c'est le cas des mesures de respirométrie.

La méme stabilité est notée pour l'activité des enzymes glycolytiques en hypoxie
aigiie. Les activités de la LDH et de la PK ne varient pas en hypoxie aigilie, donc |a encore,
les adultes ont une capacité glycolytique similaire en normoxie ou en hypoxie aiglie dans le
muscle. Il est possible qu'a court terme, les adultes ont besoin d'avoir la méme capacité
anacrobie pour faire face a I'hypoxie, ce qui confirmerait I'hypothése de Bickler et Buck

(2007) qui expliquent que les organismes utilisent leur métabolisme anaérobie pour



produire de 1'énergie lors d'une exposition aigiie a I'hypoxie. Cependant, chez les adultes,
une diminution de l'activit¢ de la PEPCK dans le muscle est enregistrée. Cette enzyme
intervenant au niveau de la néoglucogenése, il est probable que la capacité & produire du
glucose des adultes soit moins importante en hypoxie aigiie, ce qui peut poser probléme a
plus long terme en limitant par exemple les processus de glycolyse ou de fermentation qui
utilisent le glucose au début de leur processus et donc en limitant la capacité anaérobie plus

tard.

Muscle Foie

N 33 % PEPCK 286 % SOD

&
g®

o®

Figure 29 : Schéma récapitulatif des réponses enzymatiques observées dans le muscle et le
foie des flétans du Groenland adultes exposés a I'hypoxie aigiie (N = diminution d'activité
et A1 = augmentation d'activité)

Bien que les flétans du Groenland adultes aient une capacité a€robie en hypoxie aigiie
similaire a celle en normoxie, leur consommation d'oxygéne réduite (Dupont-Prinet et al.,
2013a) et la limitation de l'oxygene dans le milieu suggere une baisse de la production de
ROS. Cependant, chez les adultes de forts niveaux d'activité de SOD dans le muscle ont été
observés, ce qui permet la dismutation des O, formés par la chaine respiratoire. Les
niveaux d'activité des enzymes antioxydantes étant en lien avec leur capacit¢ a gérer le
stress oxydatif (Hochachka et Lutz, 2001 ; Hermes-Lima et Zenteno-Savin, 2002 ;
Martinez-Alvarez et al., 2005 ; Lushchak, 201 1b), le flétan du Groenland aurait une bonne
capacité antioxydante, dés le départ, méme en normoxie. La hausse de I'activité de la SOD

dans le foie des adultes, ce qui indique encore sa forte capacité antioxydante, lui permet de
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lutter contre 1'O;” en cas de ré-oxygénation par exemple. Par contre, la SOD formant du
H,0,, il pourrait y avoir une augmentation de la production de cet élément. Comme les
niveaux d'activités de Cat dans le muscle sont treés élevés méme en hypoxie aigiie, il est
probable que cette enzyme ait la capacité de catalyser la décomposition du H,O, en formant
de l'eau, ce qui prouverait la forte capacité antioxydante du flétan du Groenland en cas de

variations d'oxygene et de ré-oxygénation.

Chez les flétans du Groenland juvéniles, les réponses a I'hypoxie aigiie sont
différentes (figure 30). Leur capacité aérobie ne varie pas car le niveau d'activité de la CS,
impliquée dans le cycle de Krebs ne montre pas de différence significative entre les
traitements. Comme précédemment, ceci ne reflete pas la diminution de la consommation
d'oxygeéne et du registre aérobie observée en respirométrie. Dans le méme temps, l'activité
de la LDH diminue, ce qui signifie que les flétans du Groenland juvéniles ont aussi un
potentiel anaérobie plus faible. Il est possible que ces diminutions d'activités enzymatiques,
lesquelles devraient refléter les capacités métaboliques maximales, résultent d'une
diminution de la demande énergétique du tissu. Au niveau des défenses antioxydantes,
aucune réponse n'est observée dans le foie des juvéniles et une diminution de l'activité de la
Cat est observée dans le muscle. Ceci signifie que la capacité des juvéniles a éliminer le
H,0O, diminue et qu'il n'est plus nécessaire de maintenir la méme capacité antioxydante.
Cependant, la capacité des animaux a se protéger contre le stress oxydatif étant liée a leur
niveaux d'enzyme antioxydantes (Hochachka et Lutz, 2001 ; Hermes-Lima et Zenteno-
Savin, 2002 ; Martinez-Alvarez et al., 2005 ; Lushchak, 2011b), les flétans juvéniles,
comme les adultes, ont dés le départ une bonne protection contre l'éventuelle apparition

d'un stress oxydatif, lors d'une ré-oxygénation par exemple.
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Figure 30 : Schéma récapitulatif des réponses enzymatiques et génomiques observées dans
le muscle et le foie des flétans du Groenland juvéniles exposés a I'hypoxie aigiie ou
chronique (Y = diminution d'activité et /1 = augmentation d'activité)

J'ai utilis€¢ deux méthodes pour observer les réponses des flétans du Groenland
juvéniles a l'hypoxie : les analyses d'activité enzymatique et celles d'expression génique.
L'expression génique analyse le brin d'’ARNm alors que l'activité enzymatique est mesurée
sur la protéine issue de ce brin suite a la traduction (figure 31). La plupart des études
utilisent un seul type de données, en partant du principe que ces deux types d’analyses vont
donner des résultats similaires. Cependant, j'ai observé que les analyses génomiques
réalisées chez les juvéniles donnent des réponses un peu contradictoires par rapport aux

analyses enzymatiques.

Nikinmaa et Rytkonen (2011) qui ont analysé plusieurs travaux en génomique chez
les organismes aquatiques, notamment chez les poissons et les invertébrés, ont montré que
les études sur les niveaux d'ARNm et celles sur les niveaux de protéines doivent étre
traitées indépendamment. En effet, 1'é¢tude de l'expression de I'ARNm ne refléte pas
forcément l'expression de la protéine. Bien que généralement, une augmentation du niveau
d'ARNm soit vue comme une augmentation de la quantité de protéines, ce n'est pas toujours

le cas. Il se peut par exemple, qu'un isozyme soit synthétisé et que l'activité enzymatique
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enregistrée ne refléete pas forcément la traduction d'un seul brin d'ARNm. La méme quantité
de protéines peut étre synthétisée avec une variation de 30 fois le niveau d'ARNm et la
quantité de protéines peut varier de 20 fois avec le méme niveau d'ARNm (Nikinmaa et
Rytkénen, 2011). Par exemple, aucun changement n'est enregistré pour '’ARNm de HIF]
(donc pour le géne HIF 1) en hypoxie alors qu'on sait que le nombre de molécules de HIF 1

peut varier fortement (Soitamo et a/., 2001 ; Nikinmaa et Rytkonen, 2011).
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Figure 31 : Processus menant a la formation d'une protéine a partir d'un brin d'ADN

Ces différences entre les réponses géniques et enzymatiques peuvent étre dues a un
facteur temporel, car généralement, des variations d'ARNm sont observées en seulement
quelques minutes ou heures alors qu'il faut quelques heures/jours pour observer celles au
niveau protéique (Nikinmaa et Rytkénen, 2011, 2012). [l est aussi connu que des facteurs
environnementaux ou des contaminants peuvent affecter I'efficacité¢ de la traduction

(Pytharopoulou et al., 2008), 'ARNm ou la stabilité de la protéine. Tout ceci peut avoir un



impact sur le produit génique (Nikinmaa et Rytkonen, 2011). Il est donc nécessaire
d'¢valuer la relation entre le transcrit et le niveau de la protéine de fagon plus précise
(Nikinmaa et Rytkénen, 2011, 2012) pour tenter de mieux comprendre les processus
intermédiaires entre les niveaux génique et enzymatique. Dans mon étude, une réponse en
hypoxie aiglie dans le muscle des flétans du Groenland juvéniles est observée seulement
pour les genes codant pour la COX et pour la LDH. Les niveaux de COX sont trop faibles
pour étre mesurables dans le muscle, mais au niveau de la LDH, les résultats enzymatiques
et génomiques donnent des résultats inverses. Alors que l'activité¢ de la LDH diminue dans
le muscle, 'expression du gene codant pour cette enzyme augmente. Ce phénoméne est
difficile a expliquer étant donné le niveau de connaissance actuel des processus
intermédiaires entre ces deux niveaux de réponses. Cependant, comme les mesures
génomiques sont prises au niveau du brin d'ARNm et celles d'enzymologie sur la protéine,
il est fort probable que l'hypoxie aigiie ait un effet sur le processus de traduction (figure
31). En inhibant ce processus (par exemple, en bloquant l'action du ribosome qui traduit les
codons en peptides), si le gene n'est plus exprimé, normalement, il ne devrait plus y avoir

de synthese.

L'expérience a long terme a des niveaux d'oxygene intermédiaires a été réalisée
uniquement chez les flétans juvéniles. Dans cette expérience, les réponses observées sont
totalement différentes des réponses observées chez les juvéniles lors de I'expérience
précédente. En effet, cette fois, une diminution de la capacité aérobie maximale est
observée via une baisse d'activité spécifique de la CS en hypoxie, et c'est donc 'activité par
unité¢ enzymatique qui est plus faible et non le nombre d'enzymes présentes dans le tissu.
Ceci est attendu car les niveaux d'oxygene dans le milieu sont plus faibles, ainsi que le
registre aérobie (Dupont-Prinet e al., 2013a). Encore une fois, une baisse de la capacité
anaéroblie maximale est enregistrée mais cette fois, ce n'est pas l'enzyme de la
néoglucogenése (PEPCK) qui réagit mais celles de la glycolyse (LDH et PK) dont l'activite
diminue. Ces baisses des capacités métaboliques maximales suggerent une économie

d'énergie des flétans du Groenland juvéniles lors d'une hypoxie a long terme. Il n'y a pas de
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réponses différentes des flétans du Groenland juvéniles aux différents traitements
d'oxygene. Quelque soit le niveau d'oxygene utilisé ici (40 %, 30 % et 20 % sat.), le méme
effet est enregistré. Le seuil de réponse des flétans juvéniles se situe donc slirement entre
40 % et 100 % sat.. Dans cet intervalle, il est possible que la diminution du registre aérobie
des flétans du Groenland soit suffisante pour que les activités enzymatiques soient régulées
a la baisse. La durée de l'expérience permet, contrairement aux résultats d'hypoxie aigiie,
d'observer cette diminution de la capacité aérobie car les activités enzymatiques ont eu le
temps de s'ajuster. Co6té défenses antioxydantes, aucune réponse enzymatique n'est
observée. Les animaux étant probablement a SMR, il est probable que la production de
ROS ne soit pas tres importante et qu'il n'y ait pas besoin de protection supplémentaire et
c'est pourquol aucune enzyme antioxydante n'augmente son activité. De plus, les forts
niveaux de SOD dans le muscle et le foie des flétans du Groenland juvéniles leur conférent
tout de méme une forte capacité antioxydante en cas de ré-oxygénation et d'éventuelle

apparition de stress oxydatif.

En hypoxie chronique, comme en hypoxie aiglie, les réponses génomiques sont
différentes des réponses enzymatiques. Dans le foie, I'expression du géne codant pour la
PEPCK et celui codant pour la Cat est plus importante en hypoxie, alors que rien ne laissait
présager cette réponse quand on regardait les réponses enzymatiques, puisque l'activité ne
varie pas quelque soit le niveau d'oxygene en hypoxie chronique. Comme précédemment,
ces résultats pourraient €tre expliqués par une inhibition de la traduction par I'hypoxie

(figure 31) ou une différence temporelle des réponses a ces deux niveaux.

Je démontre que les flétans du Groenland sont résistants a ['hypoxie. Ce ne sont pas
les mémes enzymes qui réagissent durant une hypoxie aigiie ou lors d'une hypoxie
intermédiaire a long terme. Plusieurs possibilités sont envisagées. On peut imaginer que les
processus mis en place en réponse a ces deux types d'hypoxie ne soient pas les mémes. En
hypoxie chronique, a la fois les capacités aérobies et anaérobie maximales sont maintenues

alors qu'en hypoxie aigiie, seule la capacité aérobie est maintenue. Cependant, il semble
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plus plausible que les réponses enzymatiques mettent un certain temps a répondre et que
toutes les réponses ne solent pas observées dans l'expérience a court terme alors qu'au bout
de quelques jours, les activités enzymatiques ont eu le temps de s'ajuster. Mes données ne
permettent pas de démontrer une acclimatation a I'hypoxie au cours du temps. Cependant,
le flétan du Groenland est affecté¢ de la méme maniere quelque soit le niveau d'hypoxie
chronique (40, 30 ou 20 % sat.) par rapport a la normoxie. Or dans I'estuaire et le golfe du
Saint-Laurent, le flétan du Groenland ne rencontre pas vraiment de conditions de normoxie
mais se retrouve surtout dans des conditions d'oxygéne entre 30 et 40 % sat. pour les
adultes et méme entre 20 et 25 % sat. pour les juvéniles. Comme une réponse identique est
observée a 20 % sat., ce qui est trés proche de la valeur d'Oq.i; des flétans, ceci démontre
que cette espece est tres résistante aux conditions hypoxiques et qu'elle serait capable de
s'ajuster au niveau physiologique dans le milieu naturel. Ceci expliquerait les fortes
populations de flétan du Groenland retrouvées dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent
malgré les faibles taux d'oxygeéne enregistrés dans cette région. Il serait intéressant de
prendre des mesures enzymatiques dans les différents tissus a des intervalles de temps
variables pour voir l'acclimatation de ['espece au cours du temps et estimer le temps de
réponses au niveau enzymatique. Contrairement aux crevettes nordiques, ou les femelles
étalent moins résistantes que les males a I'hypoxie malgré leur plus grande masse et leur
SMR plus faible (par gramme de tissu), ce sont les flétans du Groenland adultes qui
semblent les plus résistants a l'hypoxie aigiie. Leur plus grande taille et plus faible SMR
(par gramme de tissu) leur confere cependant un avantage qui pourrait, a lui seul, expliquer
leur plus grande tolérance. De plus, ils maintiennent a la fois leur capacité aérobie et une
bonne partie de leur capacité glycolytique et ce sont les seuls a augmenter leur capacité

antioxydante, ce qui leur offre une meilleure protection que celle des juvéniles.

DANS LE MILIEU NATUREL
Plusieurs études ont porté sur l'impact de I'hypoxie sur différentes espéces. Ces études
ont montré que les organismes évitaient I'hypoxie et préféraient les zones normoxiques

quand celles-ci étaient disponibles (Kramer, 1987 ; Pihl et al., 1991 ; Wannamaker et Rice,
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2000 ; Wu et al., 2002). Dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, les populations de
crevettes nordiques et de flétans du Groenland restent tres élevees malgré des niveaux de
saturation d'oxygene pouvant atteindre 20 % sat. (Gilbert ef al., 2005). Des niveaux aussi
faibles sont retrouvés a la téte des différents chenaux, dans la couche d'eau profonde, tout
spécialement ol sont retrouvées les plus fortes concentrations de flétans du Groenland
juvéniles (chenal Laurentien ; Ait Youcef et al., 2013) et de crevettes nordiques (chenaux
Anticosti et Esquiman ; Savard et Bourdages, 2012). Gilbert et al. (2007), en utilisant la
méthode de Perry et Smith (1994), montrent méme une relation positive entre flétans du
Groenland et crevettes nordiques et les faibles teneurs en oxygene dissous. La présence des
crevettes nordiques et des flétans du Groenland dans I'estuaire laisse supposer une grande
résistance de ces especes a I'hypoxie (DFO, 2008, 2009, 2010 ; Ait Youcef et al., 2013). Alt
Youcef et al. (2013) ont démontré que la présence des flétans du Groenland juvéniles dans
l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent était liée aux faibles taux de saturation d'oxygene.
Cependant il est peu probable que de faibles niveaux d'oxygene donnent un avantage
physiologique a ces espéces. Pour un organisme, le milieu idéal doit apporter un fort apport
énergétique, favorisant sa croissance et sa survie, et un faible risque de mortalité. Dans la
nature, un milieu idéal est trés rare et les organismes doivent faire des compromis (e.g.
Froeschke et Stunz, 2012). Plusieurs auteurs montrent que si des organismes restent dans
un environnement ou un facteur environnemental leur est défavorable, c'est que ces
organismes doivent y trouver d'autres avantages (Kramer, 1987 ; Gilbert et al., 2007) ou
qu'il n'existe pas d'habitat alternatif. Donc si les crevettes nordiques et les flétans du
Groenland restent dans l'estuaire malgré l'hypoxie, c'est que d'autres facteurs biotiques ou
abiotiques doivent leur étre favorables et compenser pour la contrainte hypoxique. Les
estuaires sont de bons habitats car ils sont riches en proies et apportent une protection
contre la prédation (Beck et al., 2001). Par exemple, Froeschke et Stunz (2012) ont montré
par des expériences de laboratoire que le sar saléme Lagodon rhomboides et la courbine
atlantique Micropogonias undulatus juvéniles évitent, en conditions hypoxiques, I'habitat
jugé idéal en normoxie, méme si on ajoute de la nourriture. L'oxygéne est donc un facteur

plus limitant que l'oxygéne pour ces deux especes. Par contre, en cas de prédation dans la



zone non hypoxique, ils vont se réfugier dans la zone hypoxique pour éviter les prédateurs.
L'impact de la prédation est donc plus important que celui de I'hypoxie. Ainsi, pour des
especes vivant dans un milieu hypoxique, il peut y avoir une diminution de la prédation
dans le milieu hypoxique (Robb et Abrahams, 2003) et inversement, une augmentation du
risque de prédation quand ils sortent de la zone hypoxique (Froeschke et Stunz, 2012). Il
devient donc préférable pour ces espéces de rester dans la zone hypoxique malgré la
contrainte d'oxygene. Cependant, dans I'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, la prédation
sur les flétans du Groenland adultes provient principalement du phoque, de la laimargue, du
béluga et du narval (Bowering, 1983). L'impact de I'hypoxie sur la laimargue n'est pas
connu mais ce parametre ne devrait pas affecter le phoque, le béluga ou le narval qui sont
des mammiféres marins. La pression de prédation sur les {létans du Groenland adultes ne
devrait donc pas étre modifiée a cause de l'hypoxie. Par contre, le flétan du Groenland
s'alimente principalement sur la crevette nordique, le capelan et une large population de
zooplancton tels que les euphausiacés, mysidacés et amphipodes présents dans cet
¢cosystéme (Fréchet, 1987 ; Vollen et Albert, 2008 ; Savenkoff ef al, 2009 ; Bernier et
Chabot, 2012). Il s'aveére que ces proies sont tres abondantes dans les régions ou le flétan du
Groenland est retrouvé (Archambault et al., 2012). Cette forte abondance de proie doit étre
profitable et permet au flétan de limiter les dépenses énergétiques liées a la recherche et a la
capture de proies. Pour les juvéniles, la prédation est généralement le fait de la morue et du
cannibalisme (Bowering, 1983). La morue étant plus sensible a ['hypoxie que les flétans du
Groenland juvéniles (Chabot et Claireaux, 2008) et I'tmpact du cannibalisme étant limité
dans l'estuaire du Saint-Laurent (Bernier et Chabot, 2012), cette région, avec ses faibles
niveaux d'oxygéne dans le fond, représenterait une protection pour les juvéniles. De plus,
comme pour les flétans du Groenland adultes, ['abondance de proies dans le milieu leur est

favorable.

Les prédateurs principaux de la crevette nordique sont le flétan du Groenland, le
sébaste Sebastes spp. et la morue franche (Savenkoff et al, 2006). Bien que le flétan du

Groenland soit trés résistant a l'hypoxie, ce n'est pas le cas de la morue et I'impact de
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'hypoxie sur le sébaste est inconnu. Il y aurait au moins une faible diminution de la
prédation sur la crevette nordique si elle se trouve dans des zones hypoxiques. De plus, la
crevette consomme notamment, des annélides, de petits crustacés, du phytoplancton, des
détritus, des copépodes et des euphausiacés. Donc, l'estuaire représente une source de
nowrriture abondante, et il est tout a fait possible que ce soit bénéfique a la crevette

nordique de rester dans 'estuaire et le golfe du Saint-Laurent.

L'oxygéne diminue régulierement en progressant du détroit de Cabot vers 'estuaire et
les pourcentages de saturation enregistrés peuvent atteindre 18 % sat. dans cette zone
(Gilbert et al., 2007). Les flétans du Groenland juvéniles et les crevettes femelles ont des
Ooeric de 14,9 % et 14 % sat. respectivement et il n'y a donc que 3 % et 4 % d'écart avec les
conditions d'oxygeéne qui peuvent étre retrouvées dans le milieu (Dupont-Prinet et al,
2013a ; b). Plusieurs auteurs prédisent des diminutions d'oxygene dans les eaux mondiales,
notamment les zones cotieres (Justi¢ et al., 1996 ; Diaz, 2001 ; Wu, 2002 ; Portner et Peck,
2010). Dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, 'augmentation de température des eaux
aurait plusieurs effets augmentant I'hypoxie dans le milieu (de Vernal er al, 2011 ;
Genovesi et al, 2011). Tout d'abord, l'augmentation de température va abaisser la
concentration d'oxygene des eaux, mais cela va aussi favoriser la stratification des couches
d'eaux et donc diminuer I'échange entre les masses d'eaux. Une augmentation de la
température de l'eau va aussi augmenter la consommation d'oxygene des organismes
(Gillooly et al., 2001) et donc faire diminuer encore plus le niveau d'oxygene de la couche
d'eau profonde au fur et a mesure de la progression de cette derniere vers l'estuaire. Si de
telles diminutions ont lieu dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, méme si ces
organismes survivent dans le milieu, leur marge de manceuvre au niveau métabolique
pourrait €tre fortement réduite, ce qui limiterait leurs possibilités d'acclimatation si une
autre contrainte biotique (prédateurs, proies, compétiteurs...etc.) ou abiotique (température,
pH...etc.) apparaissait dans le milieu. Il est probable que ces organismes n'auraient plus
acces a certains habitats devenus trop hypoxiques. D'autres impacts, tels qu'une diminution

de leur croissance ou de leur reproduction, pourraient étre enregistrés chez ces organismes.
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De plus, leur distribution serait modifiée st d'autres habitats leur deviennent inaccessibles,
ce qui pourrait avoir un impact €cologique important, notamment sur les flétans du
Groenland juvéniles pour qui l'estuaire représente une nourricerie (Archambault ef al.,
2012 ; Ait Youcef ef al., 2013). Une étude sur l'impact de I'hypoxie sur les ceufs de flétans
du Groenland (Mejri et al., 2012) montre que ces derniers sont trés résistants a 'hypoxie car
un développement embryonnaire normal jusqu'a l'éclosion peut se produire jusqu'a 20 %
sat.. Par contre, entre 20 et 35 % sat., les ceufs de moins bonne qualité ont un succés
d'éclosion plus faible que les autres. L'hypoxie sévére, sous 10 % sat., empéche le
développement embryonnaire et donc I'éclosion des ceufs. Comme le développement des
embryons et la qualité des ceufs sont meilleurs avec des femelles ayant un bon indice de
condition (Mejri et al., 2012), il ne faudrait pas que la condition des adultes se dégrade. De
plus, les impacts a long terme sur les individus exposés a 'hypoxie avant leur éclosion n'ont
pas été analysés. Tout ceci peut avoir un impact négatif sur leur population a long terme
(Froeschke et Stunz, 2012). De plus, le flétan du Groenland est une espéce sensible aux
variations de température et a la fenétre de température restreinte (entre 0,5 et 6 °C ; Scott
et Scott, 1988) et est donc rarement retrouvé dans les régions ou la température est
supérieure a 6°C. Une augmentation de la température des eaux pourrait donc forcer le
flétan du Groenland a migrer hors de l'estuaire et du Golfe avant méme que I'impact de

l'hypoxie se fasse trop ressentir.

Dans le milieu naturel, il faut aussi prendre en compte que les organismes peuvent se
comporter différemment par rapport aux expériences de laboratoire. lls peuvent ainsi gérer
des situations environnementales différemment de ce que les expériences en laboratoire
peuvent permettre de prédire. En hypoxie, certaines especes ont tendance a remonter dans
la colonne d'eau pour atteindre des zones moins hypoxiques, que ce soit en laboratoire
(Kramer, 1987) ou dans le milieu naturel (Pihl et al., 1991). Dans le Saint-Laurent, bien que
ce soient des espeéces benthiques, le flétan du Groenland et la crevette nordique font tous
deux des migrations verticales pour s'alimenter. La crevette nordique fait des migrations

verticales diurnes, remontant dans le colonne d'eau le soir et retournant au fond le matin



(Garcia, 2007). Les flétans du Groenland sont qualifiés de poissons bathypélagiques (Scott
et Scott, 1988) et se nourrissent principalement sur le fond (Rodriguez-Marin et al., 1995
Solmundsson, 2007). Cependant, des études dans le mer de Barents (Vollen et Albert,
2008 ; Albert et al., 2011) ou la baie de Baffin (Jergensen, 1997) montrent que ces
organismes peuvent avoir un comportement pélagique. Ces incursions pélagiques auraient
pour but d'aller chercher des proies pélagiques présentes dans ces écosystemes, telles que la
crevette nordique, le capelan et différentes especes de zooplancton telles que des
euphausiacés, des mysidacés et des amphipodes (Vollen et Albert, 2008 ; Albert et al,
2011). Ces proies sont également présentes dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent
(Fréchet, 1987 ; Savenkoff ef al., 2009 ; Bernier et Chabot, 2012), ce qui pourrait expliquer
un comportement pélagique du flétan du Groenland dans cet écosysteme. Chez cette
espéce, ces incursions dans la colonne d'eau peuvent atteindre plusieurs centaines de métres
et sont en relation avec des cycles journaliers et saisonniers (Vollen et Albert, 2008). Bien
que ce comportement pélagique du flétan du Groenland semble surestimé (Albert ef al,,
2011), cette capacité lui permettrait, ainsi qu'a la crevette nordique, non seulement de
s'alimenter, mais aussi de profiter de conditions d'oxygéne plus favorables. En diminuant
leur exposition a ['hypoxie, les organismes pourraient redémarrer certains processus aérobie
par exemple, leur permettant de refaire des réserves énergétiques et de combler leur dette
en oxygene éventuelle. Cependant, le fait de remonter dans une zone plus oxygénée peut
aussi provoquer un stress oxydatif et provoquer d'autres dommages. Le flétan du Groenland
et la crevette nordique ayant de forts niveaux de défenses antioxydantes, il est possible que
cette ré-oxygeénation n'ait pas un impact trop défavorable sur eux. Il serait intéressant
d'exposer ces organismes a I'hypoxie puis a une période de ré-oxygénation pour analyser les
conséquences de ce processus. Il faudrait mesurer si la ré-oxygénation provoque des
dommages membranaires, en testant par exemple la peroxydation des lipides chez ces deux

especes.
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IMPACTS SUR LES PECHERIES

Dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent, si les niveaux d'oxygéne continuent de
diminuer, un impact économique pourrait se faire ressentir. En effet, les populations de
crevettes nordiques et de flétans du Groenland font l'objet de péches commerciales trés
importantes, respectivement 1 000 t dans l'estuaire dans les années 2000 (Savard, 2011), et
36 000 t en 2010 dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent réunis (DFO, 2011a) pour la
crevette nordique et 3 800 t annuelles pour l'année 2010-2011 (DFO, 201 1b) pour le flétan
du Groenland. Les pécheries les plus importantes sont souvent associées avec les zones ou
la production primaire est importante grace aux apports terrestres (run-off) ou océaniques
(upwelling), les nutriments passant le long du réseau trophique jusqu'aux espéces d'intérét
commercial (Beck et al., 2001 ; Diaz, 2001). Cependant, le probleme commence quand les
apports deviennent trop importants et dépassent la capacité de la chaine alimentaire a les
assimiler, provoquant par exemple des phénomenes d'eutrophisation et ensuite d'hypoxie. Il
peut alors y avoir des réactions en chaines au niveau des organismes (changements
physiologiques, changements de comportements... etc.), des populations (modifications de
la reproduction, naissances, mortalité, migrations... etc.) et finalement de I'écosystéme ou le
réseau trophique est modifi¢ (Diaz et Rosenberg, 1995 ; Breitburg et al., 1997 ; Diaz,
2001 ; Ekau et al., 2010 ; Portner et Peck, 2010 ; Zhang et al., 2010). Ainsi, depuis les
années 60, l'augmentation des zones hypoxiques/anoxiques a entrainé des changements
dans les populations de poissons, remplagant les poissons démersaux par des especes
planctoniques omnivores (e.g. Diaz, 2001 ; Wu, 2002 ; Ekau et a/., 2010). Plusicurs
pécheries importantes ont été touchées dans différents milieux, par exemple celle du
homard de Norvege dans le Kattegat (Suede-Danemark), celle de la morue dans la mer
Baltique, ou encore dans la mer Noire ou sur les 26 pécheries de poissons démersaux
existantes dans les années 60, seules six le sont encore (e.g. Diaz, 2001 ; Wu, 2002 ; Ekau
et al., 2010). Dans le Saint-Laurent, bien que les populations de flétans du Groenland ont
déja été plus importante dans le passé, notamment avant les années 1980 (Bowering, 1982),
les populations sont maintenant stables dans cette région. Les populations de crevettes

nordiques ont augmenté quant a elles régulierement depuis les années 80 et sont stables
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depuis les années 2000 (DFO, 201 1a ; Savard et Bourdages, 2012). Les populations de ces
deux espéces se maintiennent malgré les niveaux de saturation d'oxygene trés faibles, mais
stables depuis les années 80, il est peu probable que 'hypoxie cause de telles chutes de
leurs populations dans les conditions actuelles. Cependant, comme expliqué précédemment,
l'augmentation progressive de la température de l'eau (Thibodeau et al., 2010) due aux
changements climatiques pourrait favoriser I'hypoxie de plusieurs fagons (de Vernal ef al.,
2011 ; Genovesi et al., 2011) : en augmentant la stratification des couches d'eau et donc en
limitant le mélange entre ces dernicéres et en limitant la ventilation hivernale de la couche
d'eau profonde, en augmentant la proportion d'eaux chaudes en provenance du Gulf Stream
(Gilbert et al., 2005) et en augmentant le taux de respiration des organismes (Gillooly et al.,
2001). Tous ces parametres vont faire diminuer les niveaux d'oxygene de l'eau dans les
années a venir et les organismes risquent d'étre touchés par une perte d'habitat et par une
réduction de leur capacité a faire face aux différentes contraintes. Si la superficie de leur
habitat diminue, ils auront donc moins de refuges pour se protéger de l'impact de la péche.
Il est donc nécessaire de continuer a surveiller leur population, ainsi qu'a contrdler les

péches autorisées (Gewin, 2010).

VARIABILITE DES REPONSES
VARIABILITE INTER-INDIVIDUELLE

Dans mon étude, de fortes variabilités interindividuelles ont été enregistrées, que ce
soit sur les réponses au niveau enzymatique ou de l'expression génique, face a différents
niveaux d'hypoxie. Ce phénomeéne a déja été observé dans le cadre d'une étude sur

I'hypoxie chez le tambour croca (Cooper et al., 2002).

Cect peut &tre di a plusieurs facteurs. Tout d'abord, chez les organismes qui muent,
comme les crevettes, les niveaux de réponses peuvent étre modifiés par le phénomene de
mue, comme démontré chez la crevette P. pugio (Brown-Peterson ef al., 2011). Dans mon

étude, les crevettes utilisées n'étaient pas en période de mue, a savoir que leur carapace



n'était pas molle. Cependant, nous avons remarqué que l'exposition a I'hypoxie semblait
déclencher des mues (Chabot, communication personnelle), il est possible que certaines
crevettes aient commence les processus physiologiques menant a la mue et que cela ait eu
des répercussions sur les réponses enzymatiques observées. Cooper et al (2002) ont
¢galement démontré que l'activite des enzymes peut différer en fonction de la région du
tissu prélevé. Normalement, cela ne doit pas avoir d'impact dans mon étude car ce
phénomene a été pris en compte lors des dissections et c'est toujours la méme zone qui a été
échantillonnée. Le facteur qui a le plus d'impact sur la variabilité interindividuelle des
réponses serait l'historique de l'organisme. En effet, les organismes utilisés pour mes
expériences ont €t¢ capturés dans le milieu naturel et donc déja soumis a des conditions
hypoxiques. A cause de sa condition générale ou de son bagage génétique, chaque individu
peut avoir une tolérance a I'hypoxie différente. Selon l'intensité des conditions hypoxiques
rencontrées, certains individus peuvent s'étre acclimatés a de faibles conditions d'oxygene
alors que d'autres non, (Portner et Grieshaber, 1993 ; Rees et al, 2001 ; Cooper et al.,
2002 ; Bickler et Buck, 2007) ce qui implique des réponses différentes au niveau

enzymatique.

La variabilité interindividuelle observée dans mon étude est accentuée par le nombre
restreint d'individus utilisés. Plusieurs auteurs ont montré dans leurs recherches que cette
variabilité peut cacher certaines réponses ou en diminuer lI'importance (Cooper ef al., 2002 ;
Brown-Peterson et al., 2011 ; Everett et al, 2012). Il serait intéressant de faire des
expériences avec un plus grand nombre d'individus pour diminuer l'impact de cette
variabilité interindividuelle sur les analyses et voir si les réponses observées restent les

mémes.

VARIABILITE INTER-TISSUS

Dans mon étude, les réponses des métabolismes aérobie et anaérobie ont été mesurées

dans le muscle, chotsi car il peut fonctionner & de forts taux métaboliques (Bennett, 1978 ;
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Hochachka, 1985) et a une fonction anaérobie importante. Les niveaux de défenses
antioxydantes ont quant a elles ét¢ analysées dans le foie/hépatopancréas car ce tissu a non
seulement un réle de détoxification et de dégradation des produits métaboliques, mais est
aussi le plus sensible au stress oxydatif (Ruppert et al., 2004) et les réponses antioxydantes
y sont trés marquées. Les réponses des différents tissus a I'hypoxie s'est avérée différente.
Cette hétérogénéité des réponses est due aux interactions entre les demandes €nergétiques,
le role métabolique du tissu et I'apport en oxygeéne a chaque tissu (Martinez et al., 20006).
L'apport en oxygene aux différents tissus n'a pas vraiment pu €tre pris en compte dans mon
é¢tude car uniquement deux tissus ont €té analysés et il n'y a pas eu plusieurs
¢chantillonnages au cours du temps. Lors d'une exposition a l'hypoxie, certains organes
regcoivent de l'oxygeéne en priorité et sont donc protégés de I'hypoxie en début d'exposition
(Everett et al., 2012). Chez le fondule, des études analysant un plus grand nombre de tissus
montrent que le cerveau et le coeur semblent moins affectés que le foie et le muscle lors
d'une exposition a I'hypoxie, peut étre parce qu'ils sont privilégiés pour l'apport en oxygene
(Martinez et al, 2006). Dans mon étude, j'aurais donc analysé les deux tissus les plus
susceptibles d'étre affectés par l'hypoxie et montrant le plus de réponses. Cependant, il
serait intéressant d'analyser d'autres tissus, tels que le cceur ou le cerveau, pour voir
comment ces organes répondent a l'hypoxie et si avec ces réponses, les stratégies des
organismes face a ce stress sont mieux compréhensibles. De plus, en hypoxie chronique, il
serait intéressant de faire plusieurs échantillonnages a des échelles de temps différentes
pour voir, du foie ou du muscle, quel est le tissu privilégié en oxygene, et si le facteur

"temps" pourrait expliquer une partie des différences de réponses entre ces deux tissus.

PERSPECTIVES

Cette ¢tude a permis d'améliorer les connaissances sur les impacts de I'hypoxie sur
deux especes commercialement importantes dans I'estuaire et le golfe du Saint-Laurent et
les réponses de ces dernieres. Pour améliorer encore ces connaissances et aller plus loin
dans la compréhension de la résistance de ces deux especes a 'hypoxie, il serait intéressant

d'effectuer certaines recherches complémentaires.
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Tout d'abord, il serait intéressant d'exposer ces especes a I'hypoxie pendant des durées
plus importantes et de faire des analyses a différents intervalles de temps. Bien que la
réponse principale a 'hypoxie chronique soit une diminution de la capacité métabolique,
chez certaines especes de poisson, les niveaux enzymatiques reviennent a la normale aprés
un certain temps (Greaney ef al., 1980). Des mesures temporelles permettraient de voir les
variations enzymatiques entre le début et la fin de I'expérience et de voir s'il y a une
acclimatation du flétan du Groenland ou de la crevette nordique au cours du temps en

observant si les activités enzymatiques reviennent a leur niveau normal.

Il serait également important de faire des analyses enzymatiques dans plusieurs autres
tissus que le muscle et le foie, comme par exemple dans le cerveau ou le cceur, comme |'ont
déja fait d'autres auteurs chez d'autres especes (Lushchak er al., 2005 ; Martinez et al.,
2006). Cela permettrait d’étudier de fagon plus globale la réponse de ces organismes aux
faibles conditions d’oxygene et de voir si certains tissus sont privilégiés au niveau de

I'apport en oxygene.

Des mesures de réserves énergétiques, comme des dosages de glycogene, pourraient
étre réalisées. Il est possible que ces deux espeéces atent de grandes réserves énergétiques
qui leur permettent de survivre longtemps malgré des taux métaboliques réduits. En effet,
de fortes réserves énergétiques augmentant les chances de survie lors de conditions
environnementales contraignantes (Hochachka, 1997). Ces expériences devraient étre
réalisées hors période de mue ou de reproduction, car ces processus demandent beaucoup
d'énergie aux organismes, et a différentes période de I'année pour voir si un effet saisonnier

est observeé.

De mesures de sous-produits métaboliques tels que des dosages de lactate seraient
utiles pour vérifier s'il y a une accumulation de produits toxiques dans l'organisme des
animaux et de vérifier s'ils se créent une dette en oxygene lorsqu'ils sont exposés a

I'hypoxie.
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Dans mon ¢€tude, les défenses antioxydantes enzymatiques ont été mesurées mais pas
le stress oxydatif lui-méme. Normalement, ces deux parametres réagissent I'un par rapport a
l'autre mais il serait intéressant de vérifier ce point. Si le stress oxydatif est important chez
ces organismes en hypoxie, les augmentations ou le maintien d'une forte capacité
antioxydante sont en réponse a ce dernier mais si le stress oxydatif est faible,

l'augmentation des défenses est un processus de préparation a une ré-oxygénation.

Mes résultats permettent de mieux comprendre les réponses secondaires au stress
hypoxique mais il scrait important de voir les réponses tertiaires. Il est possible que des
niveaux d'oxygene plus faibles que ceux utilisés ici aient un impact sur la crevette nordique
et le flétan du Groenland. 1l est possible que la croissance, l'alimentation ou la reproduction
par exemple soient affectées et que cela ait un impact au niveau de la population et de

I'écosysteme.

Concernant les études des impacts de l'hypoxie sur les différentes especes, le
probléme principal est la difficulté de comparer ces études entre elles. Chaque espéce a
bien entendu son caractére propre, sa résistance spécifique et des réponses différentes a
cette contrainte. Les €tudes utilisent chacune un plan expérimental différent, avec une durée
et une intensité d'exposition aux faibles niveaux d'oxygene variables, des tissus différents et
un nombre limité d'enzymes et/ou de geénes analysés, ce qui augmente encore la difficulté
de comparaison (Ross et al., 2001 ; Martinez et al., 2006 ; Abbaraju et Rees, 2012). Il serait
intéressant, bien que difficilement réalisable, de normaliser les plans expérimentaux, les
durée et intensité¢ d'exposition, les tissu analysés... etc. pour les différentes études dans le

futur.



CONCLUSION GENERALE

Pour la premiere fois, la réponse enzymatique et génique a un stress hypoxique aigu
et chronique a été étudice chez la crevette nordique et le flétan du Groenland. Mes résultats
illustrent "importance de ne pas faire de généralisation lorsque ’on décrit la réponse a

["hypoxie, tel que déja indiqué par Cooper et al. (2002) et Webster (2003).

Chez la crevette nordique, on constate que I'hypoxie aigiie semble plus problématique
pour les femelles que I'hypoxie chronique car leurs capacités aérobie et anaérobie
maximales chutent, ainsi qu'une partie de leurs défenses antioxydantes. Les males semblent
plus résistants a l'hypoxie aiglie car ils sont capables, malgré une diminution de leur
capacité anacrobie, d'avoir une capacite¢ aérobie similaire a celle observée en normoxie et
d'augmenter leur potentiel antioxydant. En hypoxie chronique, les deux sexes résistent bien
a la contrainte en oxygene, grice a l'utilisation combinée dune diminution d'activité
enzymatique qui devrait refléter une baisse des capacités métaboliques maximales et
possiblement une diminution de la demande énergétique dans les tissus, et de
l'augmentation de défenses antioxydantes. Il faut noter que les mémes réponses sont
observées quelque que soit le niveau d’hypoxie chronique auquel la crevette nordique a été
exposée dans cette étude. Il est probable que la crevette nordique mette en place ces
réponses a partir de niveaux d'oxygene plus importants que ceux étudiés ici, limitant ses
dépenses énergétiques trés rapidement, ce qui lui laisse une plus grande marge de
manceuvre lorsque l'oxygeéne devient encore plus limitant. En régle générale, la crevette
nordique exposée a I'hypoxie semble limiter ses dépenses €nergétiques, ce qui lui permet
sans doute de survivre dans des milieux hypoxiques tels que l'estuaire et le golfe du Saint-
Laurent. Mes résultats démontrent que la crevette nordique est capable de maintenir
d'importants niveaux d'enzymes antioxydantes, et méme parfois d'augmenter ces niveaux

enzymatiques, lui donnant ainsi une grande capacité de protection en cas d'apparition de
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stress oxydatif. Cette espeéce devrait donc parvenir a éviter des dommages membranaires en

cas de variations d'oxygeéne dans le milieu.

Le flétan du Groenland limite également ses dépenses €nergétiques, via une baisse de
la capacit¢ enzymatique liée tant au métabolisme aérobie qu’anaérobie, couplée a un
maintien des défenses antioxydantes, pour survivre aux faibles conditions d'oxygene, que
cette contrainte soit aigiie ou chronique. Chez les juvéniles, au niveau enzymatique,
I'nypoxie aigiie ou chronique a sensiblement les mémes impacts. Les adultes semblent plus
résistants que les juvéniles aux faibles taux de saturation d'oxygene car ils sont capables
d'augmenter leurs défenses antioxydantes et d'avoir une capacité aérobie en hypoxie aigiie

similaire a celle observée en normoxie.

L'utilisation des méthodes de génomique et d'enzymologie chez les flétans du
Groenland juvéniles a donné des résultats complémentaires. Ceci me permet d'envisager

que I'hypoxie aurait un effet inhibiteur sur le processus de traduction.

Les crevettes nordiques et les flétans du Groenland sont capables de réguler leurs
activités enzymatiques reli€es tant au métabolisme aérobie qu'anaérobie a la baisse en
hypoxie, tout en maintenant de fortes défenses antioxydantes pour se protéger contre de
possibles dommages oxydatifs. Mes résultats permettent de conclure que ces deux espéces
sont résistantes a 'hypoxie et peuvent survivre a de faibles niveaux d'oxygene, ce qui

explique le maintien de leur présence dans l'estuaire et le golfe du Saint-Laurent.
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ANNEXES



ANNEXE I : RESULTATS DES CORRELATIONS DE PEARSON ENTRE ACTIVITE ENZYMATIQUE TOTALE
ET SPECIFIQUE CHEZ LES CREVETTES NORDIQUES POUR L'EXPERIENCE D'EXPOSITION A UNE
HYPOXIE AIGUE

Tissu Enzyme n R p

Muscle Citrate synthase 47 0,756 0,000
Cytochrome ¢ oxydase 47 0,839 0,000
Lactate déshydrogénase 47 0,787 0,000
Pyruvate kinase 47 0,851 0,000
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 47 0,942 0,000
Superoxyde dismutase 47 0,957 0,000
Catalase* 40 0,890 0,000

Hépatopancréas Glutathion peroxydase 47 0,974 0,000
Superoxyde dismutase 47 0,988 0,000

* pour les données de catalase, une corrélation de Spearman a été réalisée au lieu d'une corrélation de Pearson



ANNEXE II : RESULTATS DES CORRELATIONS DE PEARSON ENTRE ACTIVITE ENZYMATIQUE TOTALE
ET SPECIFIQUE CHEZ LES CREVETTES NORDIQUES POUR L'EXPERIENCE D'EXPOSITION A UNE
HYPOXIE CHRONIQUE

Tissu Enzyme n R P

Muscle Citrate synthase 82 0,772 0,000
Cytochrome c oxydase 79 0,936 0,000
Lactate déshydrogénase 80 0,982 0,000
Pyruvate kinase 82 0,783 0,000

Hépatopancréas Glutathion peroxydase 82 0,946 0,000

Superoxyde dismutase 82 0,963 0,000




ANNEXE III : RESULTATS DES CORRELATIONS DE PEARSON ENTRE ACTIVITE ENZYMATIQUE
TOTALE ET SPECIFIQUE CHEZ LES FLETANS DU GROENLAND POUR L'EXPERIENCE D'EXPOSITION A
UNE HYPOXIE AIGUE

Tissu Enzyme n R p

Muscle Citrate synthase 46 0,928 0,000
Lactate déshydrogénase 46 0,959 0,000
Pyruvate kinase 46 0,881 0,000
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 44 0,922 0,000
Superoxyde dismutase 46 0,676 0,000
Catalase 44 0,807 0,000

Foie Phosphoénolpyruvate carboxykinase 46 0,711 0,000
Glutathion peroxydase 46 0,948 0,000

Superoxyde dismutase 41 0,975 0,000




ANNEXE IV : RESULTATS DES CORRELATIONS DE PEARSON ENTRE ACTIVITE ENZYMATIQUE
TOTALE ET SPECIFIQUE CHEZ LES FLETANS DU GROENLAND POUR L'EXPERIENCE D'EXPOSITION A
UNE HYPOXIE CHRONIQUE

Tissu Enzyme n R P

Muscle Citrate synthase 38 0,856 0,000
Lactate déshydrogénase 40 0,935 0,000
Pyruvate kinase 40 0,868 0,000

Foie Phosphoénolpyruvate carboxykinase 40 0,731 0,000
Glutathion peroxydase 39 0,939 0,000

Superoxyde dismutase 39 0,980 0,000




ANNEXE V : ACTIVITE SPECIFIQUE (U/MG DE PROTEINE) CHEZ LES CREVETTES NORDIQUES
EXPOSEES A UNE HYPOXIE SEVERE OU RESTEES EN NORMOXIE (MOYENNE + ERREUR TYPE)

Sexe Tissu Enzyme Normoxie Hypoxie aigiie

Femelles Muscle Citrate synthase 0,01 £ 0,001 0,008 + 0,001*
Cytochrome ¢ oxydase 0,001 £ 0,0001 0,001 = 0,0001
Lactate déshydrogénase 0,13 £ 0,01 0,08 = 0,01**
Pyruvate kinase 0,33 £ 0,06 0,17 £ 0,03*%
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,01 £ 0,003 0,004 = 0,001*
Superoxyde dismutase 0,97 £ 0,3 0,5+ 0,1
Catalase 1,42 +£0,3 1,27 +£ 0,3

Hépatopancréas  Glutathion peroxydase 0,01 + 0,003 0,02 + 0,002

Superoxyde dismutase 644+ 12,7 25,7 £ 5,9*

Males Muscle

Citrate synthase

Cytochrome ¢ oxydase

0,011 £ 0,001
0,001 £ 0,0001

0,012 + 0,001
0,001 £ 0,0001

Lactate déshydrogénase 0,08 = 0,01 0,07 £ 0,01
Pyruvate kinase 0,3+ 0,04 0,32 £ 0,04
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,006 = 0,001 0,003 + 0,0004*
Superoxyde dismutase 1,01 £ 0.2 0,32 £ 0, 1***
Catalase 0,65+ 0,1 0,8 +£0,2
Hépatopancréas  Glutathion peroxydase 0,004 = 0,002 0,02 £ 0,003%*%*
Superoxyde dismutase 649+ 11,1 289 + 7,6%%

Pour les témoins, n = 13 pour les femelles sauf pour la mesure de la Cat (n = 12) et n = 10 pour les méles sauf pour la mesure
de la Cat (n = 8) et en hypoxie aigiie, n = 10 pour les femelles sauf pour la mesure de la Cat (n = 8) et n = 14 pour les males
sauf pour la mesure de la Cat (n = 12). La présence d'astérisque indique une différence significative entre témoins et individus
exposés a une hypoxie aigiie (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 et *** p < 0,001).



ANNEXE VI : ACTIVITE SPECIFIQUE (U/MG DE PROTEINE) CHEZ LES CREVETTES NORDIQUES
EXPOSEES A DIFFERENTS NIVEAUX D'HYPOXIE CHRONIQUE OU RESTEES EN NORMOXIE (MOYENNE

+ ERREUR TYPE)
Sexe  Tissu Enzyme 20 % sat. 30 % sat. 40 % sat. 100 % sat.
FemellesMuscle Citrate synthase 0,006 + 0,001% 0,007 = 0,001? 0,006 + 0,001° 0,01 £ 0,001°
Cytochrome ¢ oxydase 0,001 £+ 0,0001 0,001 = 0,0002 0,001 £ 0,0002 0,001 £ 0,0001
Lactate déshydrogénase 0,01 + 0,003° 0,06 + 0,02° 0,02 + 0,01%° 0,13 £ 0,01°
Pyruvate kinase 0,28 = 0,02 0,2 = 0,04 0,24 £ 0,03 0,33 £ 0,1
HépatopancréasGlutathion peroxydase 0,03 + 0,01° 0,02 + 0,004 0,02 + 0,003* 0,01 + 0,003°
Superoxyde dismutase 68 £ 12,5 87,4 £ 227 73,5 £ 15,8 64,4 + 12,7
Males Muscle Citrate synthase 0,008 £ 0,001* 0,007 = 0,001° 0,008 + 0,001° 0,01 + 0,001°
Cytochrome c oxydase 0,001 + 0,0002 0,001 + 0,0003 0,001 £+ 0,0002 0,001 £+ 0,0001
Lactate déshydrogénase 0,03 + 0,01° 0,03 + 0,01° 0,03 £0,01° 0,08 + 0,01°
Pyruvate kinase 0,35 £ 0,02 0,25 = 0,03 0,27 £ 0,04 0,3 £ 0,04
HépatopancréasGlutathion peroxydase 0,03 + 0,003° 0,03 = 0,003° 0,03 £0,003° 0,004 + 0,002
Superoxyde dismutase  106,2 + 19,2b 37,3 £ 13,17 117 £ 28,6b 639 = 11,1%

Pour les femelles, n = 13 pour le groupe témoin, n = 10 pour les groupes a 40 % sat. et 20 % sat. (sauf pour la mesure de la
LDH oun = 9) et n =9 pour le groupe a 30 % sat. et chez les méles, n = 10. Des lettres différentes indiquent une différence
significative entre les groupes.



ANNEXE VII : ACTIVITE SPECIFIQUE (U/MG DE PROTEINE) CHEZ LES FLETANS DU GROENLAND
EXPOSES A UNE HYPOXIE SEVERE OU RESTES EN NORMOXIE (MOYENNE + ERREUR TYPE)

Sexe Tissu Enzyme Normoxie Hypoxie aigiie
Juvéniles Muscle Citrate synthase 0,016 £0,002 0,013+£0,001
Lactate déshydrogénase 0,63+0,1 0,37+0,05*
Pyruvate kinase 0,3+0,03 0,26+0,02
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,002 £ 0,001 0,003 +0,001
Superoxyde dismutase 219,6 £16,3 204,5+20
Catalase 10,41 +0,8 6,59+1,1%
Foie Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,004 + 0,0003 0,003 £0,0002
Glutathion peroxydase 0,007 £ 0,001 0,006+0,001
Superoxyde dismutase 6,4=x1 4,71 £0,7
Adultes Muscle Citrate synthase 0,01 + 0,003 0,007 £0,001
Lactate déshydrogénase 0,93+0,2 1,24+0,2
Pyruvate kinase 0,3+0,08 0,43+0,08
Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,003 £ 0,0003 0,002 = 0,0003*
Superoxyde dismutase 246,7+£39,4 225,7+£18,6
Catalase 945+1,3 12612
Fole Phosphoénolpyruvate carboxykinase 0,003 £0,0002 0,03 +0,0001
Glutathion peroxydase 0,006 £ 0,002 0,006+0,001
Superoxyde dismutase 1,09+0,3 2,23+0,3*

Pour les témoins, n = 10 sauf pour la mesure de la SOD dans le foie (n = 8 pour les adultes et n = 9 pour les juvéniles) et pour
la mesure de la Cat chez les adultes (n = 8) et en hypoxie aigiie, n = 14 pour les adultes sauf pour la mesure de la SOD dans le
foie (n = 12) et n = 12 pour les juvéniles. La présence d'astérisque indique une différence significative entre témoins et
individus exposés a une hypoxie aigiie (* p <0,05; ** p < 0,01 et *** p < 0,001).



ANNEXE VIII : ACTIVITE SPECIFIQUE (U/MG DE PROTEINE) CHEZ LES FLETANS DU GROENLAND
EXPOSES A DIFFERENTS NIVEAUX D'HYPOXIE CHRONIQUE OU RESTES EN NORMOXIE (MOYENNE =+

ERREURTYPE ; N=10)

Sexe Tissu  Enzyme 20 % sat. 30 % sat. 40 % sat. 100 % sat.
Juvéniles Muscle Citrate synthase 0,008 + 0,001* 0,009 + 0,001° 0,009 + 0,002° 0,02 + 0,002°
Lactate 0,18 + 0,02° 0,19 % 0,03° 025+ 0,1° 0,63 = 0,1°
déshydrogénase
Pyruvate kinase 0,11 £ 0,01° 0,11 +0,01° 0,15 +0,02° 0,3 + 0,03°
Foie  Lhosphoenolpyruvate 530 6001 0,003 + 0,0002 0,003 £ 0,0002 0,004 = 0,0002
carboxykinase
Glutathion peroxydase 0,005 + 0,001 0,005 + 0,001 0,006 + 0,001 0,007 = 0,001
Superoxyde dismutase 3,72 £ 0,8 092+1,9 5,06+ 1,1 6,4+ 1

Des lettres diftférentes indiquent une différence significative entre les groupes.
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