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RESUME
Plusieurs espéces de salmonidés sont particulierement vulnérables aux changements de
températures aigus et chroniques causés par le réchauffement climatique. L’omble de fontaine
(Salvelinus fontinalis), espece a forte valeur économique, est une espéce d’eau tempérée présente
dans une multitude de cours d’eau en Amérique du Nord et elle est considérablement touchée par
la hausse de la température actuelle. Plusieurs souches d’ombles de fontaines existent au Québec
et sont utilisées en aquaculture. Certaines ont été soumises a une selection génétique rigoureuse
afin de promouvoir leur croissance, de retarder leur maturation sexuelle et ainsi d’améliorer le
rendement des aquiculteurs. Dans le cadre de notre recherche, nous avons employé des ombles de
fontaines provenant d’une lignée sous sélection dirigée et d’une lignée contrdle afin de déterminer
si une hausse chronique de la température de 1’eau les impacterait de la méme maniére. Pour ce
faire, nous avons soumis des individus a différentes températures (15, 17 et 19 °C) pendant 35
jours, puis nous avons mesuré la variation de certains parametres de croissance dont le taux de
croissance spécifique en poids et longueur, la variation du facteur de condition Fulton et I’indice
gonado-somatique. Nos résultats indiquent que la température n’affecte que le taux de croissance
en longueur et le facteur de condition Fulton. Nous avons également étudié la réponse métabolique
grace a un systéeme de respirométrie a débit intermittent en quantifiant les taux métaboliques
standard (SMR) et maximal (MMR) ainsi que le registre aérobie (AS). Suite a I’exposition aux
températures expérimentales, nous avons observé des différences au niveau du MMR et de AS qui
ont augmenté a 17°C et chuté a 19°C. Nous avons aussi noté des différences du SMR en fonction
de la lignée des individus. Nous avons finalement mesuré I’expression de divers génes impliqués
dans la réponse au stress, la croissance et le métabolisme aérobie. Nos résultats ont révélé des effets
de la température au niveau de I’expression relative de Cox, hsp90, IGF1r, Caspase 9 et SOD.
L’analyse trancriptomique a également montré des effets spécifiques a la lignée pour I’expression
de IGF1, IGF1r, Caspase 9, Catalase, LDH, Myogénine, SOD et PK. Globalement, nos résultats
suggerent que la souche sous sélection répond mieux a une hausse de la température du milieu et
gue méme en présence de stress thermique, elle conserve ses caractéristiques attrayantes pour les

producteurs.

Mots clés : Salvelinus fontinalis, écophysiologie, stress thermique chronique, expression génétique,

respirométrie, métabolisme, croissance, souches



ABSTRACT

Many salmonid species are particularly susceptible to chronic and acute temperature changes
caused by global warming. The brook charr (Salvelinus fontinalis) is a salmonid species present in
many water bodies across North America that has considerable economic impact and has been
shown to be vulnerable to the warming of ecosystems it inhabits. In Quebec, different strains of
brook charr are used in the aquaculture industry. Some of these strains have undergone artificial
selection programs to delay sexual maturation and enhance growth in order to increase production
yields. Our research aimed to study the differences in metabolic and transcriptomic responses of a
chronic heat stress on a control and selected strain of brook trout. We exposed individuals at
different temperatures for 35 days (15, 17 and 19 °C) and then measured the variation of some
growth parameters such as mass and length growth rates, the Fulton condition factor and the
gonado-somatic index. Our results indicate that temperature influenced the growth rate (in length)
and the Fulton condition factor. We then evaluated the metabolic response by quantifying the
standard (SMR) and maximal metabolic rate (MMR) along with the aerobic scope (AS) by using
an intermittent-flow respirometry system. Temperature affected MMR and AS; both were higher
in fish reared at 17°C, while they decreased in fish maintained at at 19°C. SMR was only affected
by the strain. Finally, we evaluated the relative expression of genes involved in the stress response,
aerobic metabolism, and growth. Rearing temperature had an effect on the relative expression of
Cox, hsp90, IGF1r, Caspase 9 et SOD. Our analysis also showed that the strain influenced the
relative expression of de IGF1, IGF1r, Caspase 9, Catalase, LDH, Myogénine, SOD et PK.
Globally, our results show that the selected strain kept its attributes, even when exposed to
potentially stressful temperatures. This strain was also able to cope more effectively with the
oxidative stress caused by the rise in temperature.

Key words: Salvelinus fontinalis, ecophysiology, chronic thermic stress, gene expression,

respirometry, metabolism, growth, strain
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INTRODUCTION

Les changements climatiques affectent actuellement une multitude de biomes et d’espéces a travers
le monde (Stitt et al., 2014). Ces changements sont en partie modulés par diverses activités
anthropiques et peuvent agir comme facteurs de stress dans les écosystémes touchés (Hader et
Barnes, 2019). Dans les milieux aquatiques, plusieurs facteurs abiotiques peuvent étre toucheés et
fluctuer en réponse a ces changements incluant les parameétres physico-chimiques de 1’eau
(température, oxygene dissous, salinité, contenu en nutriment, pH) (Nunn et al., 2007). Parmi ces

derniers, la température de I’eau a un impact particulierement important (Brett, 1971).

Température et métabolisme

En effet, les organismes des écosystémes aquatiques sont en grande majorité des ectothermes, c’est-
a-dire des organismes dont la température corporelle ne peut étre régulée et qui fluctue en fonction
de la température environnementale (Sokolova et Lannig, 2008). En particulier, les poissons sont
extrémement sensibles lorsque les variations de température excedent les limites naturelles
normalement observables dans le milieu dans lequel ils évoluent. Les changements climatiques sont
conséquemment souvent cités pour expliquer la variation de la composition et de I’abondance des
communautés de poissons (Last et al., 2011). Par exemple, il est prédit que les changements
climatiques vont entrainer une hausse de la température des écosystemes aquatiques tempérés, une
augmentation de D’intensit¢é des périodes de sécheresse, des changements dans le régime
d’écoulement des cours d’eau et ainsi impacter négativement la distribution, la survie et la
reproduction de plusieurs espéces de salmonidés (Williams et al., 2015). A défaut de pouvoir
répondre de facon physiologique aux changements environnementaux, les espéces touchées
peuvent chercher a éviter ces environnements non propices et a migrer vers des zones ou les
conditions thermiques leurs sont plus favorables, un phénoméne notamment observé chez certaines
espéces marines évoluant en zones tempérées (Munday et al., 2009). Cependant, il n’est pas
toujours possible pour les especes touchées d’éviter d’étre exposées a des températures qui ne leur
sont pas optimales. On considére qu’une température pour une espéce donnée est optimale
lorsqu’elle lui permet d’exécuter le plus efficacement une activité particuliere (Fry, 1947). C’est

notamment le cas des especes d’eau douce évoluant dans des petits lacs peu profonds, ou la



température de 1’eau peut connaitre d’importantes variations temporelles ou spatiales (Martinsen et
al., 2018). Pour une espéce donnée, le concept d’« Oxygen and Capacity-Limited Thermal
Tolerance » (OCLTT) peut permettre de comprendre la mécanistique derriére le phénomeéne de
limitation thermique auquel elle est soumise (Portner et Peck, 2010).

Le concept d’OCLTT permet notamment de comprendre comment réagira une espéce dans un
environnement ou la température, que ce soit de facon chronique ou aigue, fluctue au-dela des
variations auxquelles elle était historiquement exposée. Il explique que I’apport en oxygene aux
différents tissus est optimal lorsque la température se situe a I’intérieur de la plage de températures
dite péjus (mot latin signifiant empirer, donc température qui s’éloigne de la plage optimale) et pres
de sa limite supérieure (Fig. 1). Cet apport peut alors étre augmenté afin de subvenir aux besoins
énergétiques reliés a la croissance et la reproduction. Le registre aérobie (AS), soit 1’énergie
disponible pour les fonctions autres que les fonctions de base (Norin et al., 2014), se trouve
¢galement a étre optimal lorsque l’individu évolue dans des températures prés de la limite
supérieure de la plage péjus (Portner et Peck, 2010). En deca et au-dela de cette plage de
température, 1’apport en oxygeéne peut devenir limitant et 1’énergie nécessaire au maintien de
I’homéostasie peut augmenter, diminuant le registre aérobie et impactant conséquemment diverses
fonctions physiologiques. Entre autres, le taux de croissance peut étre affecté a la baisse (Portner
et Peck, 2010; Myrick et Cech, 2000). Une température encore plus extréme, appelée température
limite, peut causer des dommages aux structures protéiques et faire en sorte que 1’organisme doive

faire appel aux processus anaérobies pour compenser les besoins en oxygeéne.
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Figure 1. Concept d’« Oxygen and Capacity-Limited Thermal Tolerance » (OCLTT) (Portner et
Guderley, 2010)

Si la température continue d’augmenter, la limite 1¢étale est atteinte et les fonctions métaboliques
chutent rapidement, ce qui entraine la mort. Les changements climatiques actuels ont le potentiel
d’induire des augmentations de température rapides et intenses pouvant atteindre les températures
limites voire létales pour certaines especes, pouvant ainsi résulter en des mortalités de masse
(Bundale, 2019), ou en des changements physiologiques déléteres (Ficke el al., 2007).
L’augmentation de la température du milieu peut créer un débalancement dans le systeme de
transport d’oxygene des poissons touchés (Norin et al., 2014). En effet, la solubilité¢ de I’oxygene
diminue avec la température et I’oxygeéne peut ainsi devenir limitant a température élevée. Chez
certaines especes de poissons comme Onchorynchus mykiss, on observe également une réduction

de I’affinité de I’hémoglobine pour I’oxygene (Jensen et al., 1993). Lorsque les besoins en oxygene



augmentent, les organismes peuvent étre contraints d’augmenter leur taux métabolique standard
(SMR), défini par le taux métabolique minimal au repos et sans digestion, pour approvisionner
suffisamment les tissus en oxygéne (Glencross et Bermudes, 2010). Par contre, cette augmentation
du taux métabolique standard implique une augmentation des besoins énergétiques, et incidemment
de la quantité de nourriture nécessaire aux individus touchés. L’augmentation de la quantité¢ de
nourriture nécessaire est d’autant plus importante par le fait que ’efficacité de conversion
énergeétique peut étre négativement influencée par une hausse de température (Khan et al, 2014).
Des études effectuées sur la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (Myrick et Cech, 2000) ont
démontré que des parametres métaboliques tels que le SMR, le taux métabolique maximal (MMR)

et la valeur et I’amplitude d’AS pouvaient étre modifiés en fonction des conditions thermiques.

Face a des changements de température graduels, une acclimatation visant a préserver
I’homéostasie des individus touchés peut se produire (Pandey et al., 2021). Ce phénomeéne leur
permet de s’adapter de maniere plus efficace et de compenser les effets de la température sur
certaines fonctions métaboliques par le biais de changements physiologiques réversibles (Crozier
et Hutchings, 2014; Schreck et Tort, 2016). Par exemple, la diminution du taux croissance peut
permettre la réallocation de 1’énergie vers la synthése d’enzymes ou d’isoformes nécessaires au
bon accomplissement de certaines taches physiologiques sous les nouvelles conditions thermiques
(Akbarzadeh et al., 2018). La synthése de protéines de choc thermique (hsp) est un exemple
largement étudié et documenté de ce phénoméne (Lindquist et Craig, 1988; Feder et Hofmann,
1999; Basu et al., 2002; Ritcher et al., 2010, Deane et Woo, 2011). Certains parametres du
métabolisme respiratoire peuvent également étre ajustés, comme établi par Beuvard et al. (2021)

lors de ses travaux sur I’omble chevalier (Salvelinus alpinus).

ARNm en tant qu’indicateur

Les changements physiologiques face a un stress, quel qu’il soit, trouvent leurs origines au niveau
cellulaire et plus précisément au niveau genétique, notamment dans la variation de I’expression
d’ARN messager (Akbarzadeh et al., 2018). En effet, I’expression de certains génes peut soit étre
activée, notamment par des modifications épigénetiques, étre accrue ou diminuee (Gibney et
Nolan, 2010). La température du milieu peut ainsi affecter I’expression de différents génes qui

peuvent étre regroupés selon la fonction physiologique qu’ils affectent (Akbarzadeh et al., 2018).



Differents génes associés a différentes fonctions physiologiques (réponse au stress, métabolisme,
croissance) peuvent nous indiquer comment 1’organisme répond a des variations de température.
Pour la croissance, on peut utiliser comme indicateurs les génes qui codent pour le facteur de
croissance de type insulinique synthétisé dans le foie (IGF1) et son récepteur IGF1r, synthétisé
entre autres dans le foie et les muscles (Coté et al., 2007). Le récepteur de I’hormone de croissance
(GHr) est également synthétisé dans le foie et le muscle et constitue une cible moléculaire dont
I’expression peut varier en réponse a des stimuli environnementaux (Martinez-Silva, 2022). Dans
les muscles, la variation de 1’expression du geéne codant pour la myogénine peut également étre
affectée par la température. Cette protéine est impliquée dans la régulation de la croissance
puisqu’elle agit directement dans la formation de tissu musculaire squelettique (Fernandes et al.,
2006). D’autres génes codent plutét pour des protéines impliquées dans les mécanismes du
maintien de I’homéostasie. C’est le cas notamment pour le cytochrome ¢ oxydase (Cox), qui
intervient dans la chaine respiratoire en catalysant la réduction du dioxygene et dont 1’expression
semble corrélée négativement a la température (Newton et al., 2012). Sur le plan de la réponse au
stress, examiner la réponse au niveau de la Na*™-K*-ATPase branchiale peut s’avérer d’intérét
puisqu’un déreéglement osmo-ionique fait partie des réponses secondaires au stress entrainant une
activité de cette enzyme, ce qui est notamment le cas en présence de stress thermique chez la truite
arc-en-ciel (O. mykiss) (Ge et al., 2021). La production de certaines protéines chaperons, comme
hsp70 ou hsp90 fait également partie des réponses associées au stress. Ces protéines permettent
entre autres de stabiliser les structures tertiaire et quaternaire d’autres enzymes qui, sous 1’effet de
la hausse de température, pourraient se dénaturer et devenir incapables d’accomplir leur fonction
adéquatement (Parsell et Lindquist 1993). Au-dela d’un certain seuil, une augmentation de la
température corporelle peut étre associée a une augmentation du stress oxydatif causé par la
production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS pour « Reactive Oxygen Species ») dans les
mitochondries, phénomene qui peut étre contrecarré par I’augmentation de la production de
certaines enzymes ayant une fonction de protection contre ces radicaux libres, comme démontré
par Lushchak et al. (2006). Dans le foie, le superoxyde dismutase (SOD) joue un rdle dans la
protection contre les ROS en catalysant la dismutation des anions superoxyde O»- en oxygeéne et
peroxyde d’hydrogéne. Toujours dans le foie, la catalase (CAT), une enzyme hépatique, catalyse
la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau et oxygene et ’empéche de créer via des réactions

de type Fenton des espéces réactives de 1’oxygéne tel qu’OH- par un processus d’oxydation activeé



par I’oxyde ferreux (Midgal et Serres, 2011; Scarso et Strukul, 2013). De plus, le phénomene
d’apoptose, soit la mort cellulaire programmée peut également étre impacté par la hausse de
température. Dans les branchies, la caspase 9 agit dans la cascade enzymatique menant a I’apoptose
cellulaire et ’expression du géne codant pour cette protéine peut augmenter en réponse au stress
(Cheng et al., 2018). L’expression du géne codant pour le lymphome a cellules B 2 (BCI) dans le
foie peut également augmenter dans de telles conditions, cette enzyme stimulant la
perméabilisation de la membrane cellulaire, inhibant ainsi I’apoptose (Antonopoulou et al., 2020).
L’augmentation du métabolisme de base et la diminution de I’efficacit¢ de la conversion
énergétique des aliments sous I’effet de 1’augmentation de la température du milieu peuvent
¢galement induire 1’accroissement de 1’expression de génes codant pour des protéines impliquées
dans la production d’énergie par le métabolisme aérobie comme la Cox et le citrate synthase (CS)
hépatiques. Au niveau des muscles, certaines protéines impliquées dans la glycolyse et faisant
partie de la voie métabolique anaérobie comme la lactate déshydrogénase (LDH) ou la pyruvate
kinase (PK) peuvent également voir leur expression régulée a la hausse (Chadwick et McCormick,
2017). Bien que la mesure directe des produits puisse s’avérer révélatrice de 1’état des individus
face aux stress environnementaux, 1’étude de 1’expression de ces génes par quantification de leur

ARN messager (ARNm) peut s’avérer plus sensible et plus informative.

Les ARNm consistent en une copie transitoire de 1’information génétique, contenue dans I’ADN,
et codent pour I’ensemble des protéines synthétisées par une cellule (Carmier et Séraphin., 2007).
En réponse a certains changements environnementaux, la quantit¢ d’ARNm issue de la
transcription de certains geénes impliqués dans I’accomplissement de diverses taches physiologiques
peut varier, sans que cela méne nécessairement a des changements soit dans les quantités d’enzymes
pour lesquels ils codent ou dans les parametres de certaines de ces fonctions (Antilla et al., 2014).
Le découplage entre la transcription d’ARNm et la production des protéines pour lesquels ils codent
peut s’expliquer par divers mécanismes de régulation post-transcription, comme le couplement de
microARNS a ceux-ci, leur polyadénylation ou leur épissage (Filipowicz et al., 2008). Lund et al.
(2002) ont observé que, chez le saumon atlantique (Salmo salar), I’initiation de de la production
d’ ARNm codant pour certaines protéines de choc thermique débutait a une température plus basse

que celle ou la production de ces protéines était initiée. Il semblerait donc que la quantification des



ARNM puisse nous renseigner sur I’effet d’un stress environnemental de fagon plus précoce que la
quantification directe des produits. Il peut étre particulicrement informatif d’étudier ces réponses
génétiques chez différentes populations d’une méme espéce car celles-Ci peuvent varier, tout

dépendamment de leur bagage génétique respectif et des conditions environnementales locales.

Sélection dirigée chez les salmonidés d’élevage

Une espéce donnée peut occuper divers écosystémes qui ne sont pas nécessairement soumis aux
mémes parameétres environnementaux, ce qui peut conduire a de 1’adaptation locale et une
diversification au sein de 1’espéce, comme c’est par exemple le cas chez ’omble de fontaine
(Salvelinus fontinalis) (Stitt et al., 2014). La sélection dirigée pour certains traits, comme c’est le
cas en aquaculture peut également produire des divergences phénotypiques et génotypiques.
L’¢étude de I’expression de certains genes variant sous I’effet de stress environnementaux peut donc
¢galement s’avérer utile afin de comprendre I’hétérogénéité de la réponse observable chez

différentes souches d’'une méme espece (Rebl et al., 2013).

La sélection pour certains traits chez des souches d’une méme espéce de salmonidés peut avoir
comme effet d’induire des réponses différentes face a un méme stress chez ces derniéres. Chez la
truite arc-en-ciel (O. mykiss), la souche BORN est utilisée dans I’industrie aquicole depuis 1975 et
a fait ’objet d’une sélection génétique extensive (Verleih et al., 2010). Cette sélection lui permet
entre autres de tolérer des températures estivales beaucoup plus élevées que celles normalement
supportées par des souches indigenes. Des recherches antérieures ont d’ailleurs démontré des
différences dans I’induction de la transcription de certains génes entre la souche BORN et une
souche indigeéne lorsqu’exposées a des températures élevées (Rebl et al., 2013). La compréhension
de la variabilité¢ dans la réponse génétique de différentes souches d’une espece pourrait s'avérer
utile pour mieux comprendre les processus d’acclimatation aux températures élevées, mais
également pour ajuster sa gestion, particulierement chez les especes considérees sensibles aux

changements abiotiques dans leur milieu.



Dans les élevages de salmonidés, une sélection dirigée peut étre mise de 1’avant afin d’en accroitre
le rendement et la qualité. Que ce soit pour la consommation humaine ou la péche sportive, la
sélection vise principalement a augmenter la croissance. Dans certains cas, la sélection est utilisée
pour la sélection d’autres traits, comme la résistance aux maladies ou la réduction de la maturation
sexuelle précoce (Audet et Bernatchez, 2004). Dans ce dernier cas, I’objectif est de permettre aux
individus d’atteindre les tailles d’intérét commercial plus rapidement en investissant leurs surplus
énergétiques dans la croissance plutdt que dans la gamétogénese (Bastien, 2010). L’absence de
maturation sexuelle précoce permet également d’améliorer la qualité de la chair si 1’¢élevage vise
a fournir le marché de consommation humaine (Johnston, 2002). De plus, la sélection pour des
individus qui atteignent de plus grandes tailles permet aux producteurs d’augmenter leur
rendement. Le processus de sélection n’est parfois pas aussi direct et linéaire et certains traits non
visés peuvent également étre affectés par celui-ci. La modularité biologique fait référence a la
facon dont certains genes ou traits peuvent étre associes entre eux et ainsi, varier simultanément
face a une pression sélective (Melo et Marroig, 2015). Par exemple, Lankford et Weber (2006) ont
démontré 1’existence d’une corrélation positive entre le poids et le niveau de cortisol chez O.
mykiss a la suite de 1’exposition a un stress. Dans le contexte actuel de réchauffement des
écosystemes tempérés, il serait particulierement intéressant de voir comment la sélection génétique

agit sur la tolérance au stress thermique.

L’omble de fontaine

L’omble de fontaine (S. fontinalis) (Fig. 2) est une espece appartenant a la famille des salmonidés
que I’on retrouve dans le sud-est du Canada et des Etats-Unis et qui peuple une multitude de plans
d’eau du Québec. Certains auteurs stipulent que la température optimale de 1’habitat de S. fontinalis
se situe aux alentours de 11 a 16 °C, tout dépendamment des adaptations aux conditions
environnementales locales de 1’habitat naturel des individus (Raleigh, 1982, Baldwin, 1957,
Hokanson et al., 1973; Chadwick et McCormick, 2017). On retrouve un écotype dulcicole dans de
nombreux lacs et riviéres du Québec, ainsi qu’une forme anadrome qui migre de certaines riviéres
vers le milieu marin (MFFP, 2020). Elle constitue I’espéce la plus populaire au Québec d’un point
de vue des péches récréatives (MFFP, 2020). Elle est également I’espece dont la production
aquicole destinée a 1’ensemencement est la plus importante et sa production répond a une

proportion importante du marche destiné a la consommation humaine (MAPAQ, 2019). Au sein de



I’industrie québécoise, certains producteurs utilisent des systémes aquicoles ouverts, ou 1’eau est

puisée d’un cours d’eau naturel (MAPAQ, 2019).

Figure 2. Omble de fontaine (MFFP, 2022)

Des projections estiment que la température des cours d’eau pourrait augmenter de 1.0 a 2.2 °C
avant la fin du siecle (Reid et al., 2019). Ce type de systéme a le potentiel d’exposer les individus
a des températures d’élevage plus élevées que celles qui leurs sont optimales. De plus, la majorité
de la production québécoise de S. fontinalis étant destinée a I’ensemencement, 1’augmentation de
la température de I’eau des cours d’eau pourrait négativement impacter la survie des individus
introduits dans ceux-ci, la qualité de leur chair et de la péche. L’exposition des individus élevés par
I’industrie aquicole québécoise a de telles températures pourrait tout de méme générer certains

effets bénéfiques pour cette derniére.

On peut penser que 1I’augmentation de la température des bassins d’élevage pourrait permettre a S.
fontinalis, dont la croissance ralentit considérablement durant la saison hivernale, de bénéficier
d’une plus longue période de croissance, augmentant ainsi la rapidité a laquelle la taille d’intérét
commercial est atteinte. Les poissons pourraient également étre moins affectés par le stress
hivernal qui influence particulierement les espéces des régions tempérées (Kibria et al., 2017).
L’apparition de certains de ces effets bénéfiques pourrait tout de méme étre contrebalancée par les

effets déléteres également apportés par cet accroissement de la température. La diminution du taux
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de survie, I’augmentation de 1’occurrence de certaines maladies et la hausse des colts de
production liées a 1’élévation du métabolisme de base en sont de bons exemples (Ficke et al.,
2007).

Objectifs et hypotheses

Pour les producteurs aquicoles, il semble impératif de trouver des moyens efficaces de s’adapter a
la hausse actuelle de la température des cours d’eau et de mitiger les effets nocifs causés par ceux-
ci afin d’assurer la pérennité de ce secteur d’activité en pleine expansion. A la lumiére de ces
changements climatiques, 1’objectif de notre recherche est de vérifier comment les conditions de
température affectent la croissance des juvéniles et quels sont les mécanismes sous-jacents. D’un
point de vue écophysiologique, la connaissance de ces effets nous permettra de mieux caractériser
le coQt énergétique pour faire face a cet accroissement de la température. Les pisciculteurs pourront
bénéficier de nos travaux afin de réévaluer certains parametres modulables des élevages ou des
bénéfices de I'usage de lignées sélectionnées selon les habitats visés par les ensemencements, la
production québécoise d’omble de fontaine étant en majorité réalisée en appui a I’ensemencement

qui soutient les péches sportives.

En réponse aux conditions de température, nous avons évalué la croissance aprés 5 semaines
d’exposition a la température « naturelle » se situant dans 1’intervalle thermique défini comme
optimal (Raleigh, 1982, Baldwin, 1957; Hokanson et al., 1973; Chadwick et McCormick, 2017),
puis a deux températures plus élevées de 2 et 4 degrés Celsius. Nous avons Vérifié si les conditions
de température affectaient le registre aérobie et la réponse au stress, par la quantification de certains
parametres de croissance, ainsi que l’expression de différents génes impliqués tant dans la
régulation du métabolisme, que dans celle de la croissance. Nous avons également voulu vérifier
comment le processus de sélection dirigée (maturation sexuelle tardive, croissance) affectait la
réponse aux conditions de température. Quatre hypothéses ont été testées dans le cadre de nos

travaux.

Hypothése 1: L’exposition chronique a un stress thermique induit différents phénotypes
métaboliques avec des variations de SMR, MMR et AS différentes selon la température

d’acclimatation et la lignée utilisée.
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Hypothese 2 : Le processus de sélection et ’homogénéisation subséquente du bagage génétique
de la lignée sous sélection limitera sa capacité d’ajustement métabolique en réponse a une

augmentation des conditions thermiques.

Hypothése 3: Les modifications de réponse métabolique liées a la température d’acclimatation
sont corrélées a des modifications d’expression de génes de régulation du métabolisme et de la

réponse au stress.

Hypothese 4 : Les modifications d’expression génique seront plus importantes chez la lignée qui

n’est pas sous sélection.



12

MATERIEL ET METHODES

Poissons expérimentaux

Les poissons qui ont été utilisés dans le cadre de cette expérience sont des descendants d’ombles
de fontaine anadromes capturés dans la riviere Laval sur la Céte-Nord du Fleuve Saint-Laurent
(Boula et al., 2002) grace a un effort conjoint de ’ISMER et du MFFP motivé par un intérét dans
la diversification génétique des souches en usage en aquaculture au Québec. La riviére Laval est
depuis longtemps réputée pour la qualité et la grosseur de ses ombles de fontaines anadromes
(Audet et Bernatchez, 2004). La progéniture de ces derniers a été divisée en deux lignées : une
pour laquelle les croisements ont été faits au hasard en évitant toutefois de croiser des fréres et des
sceurs (lignée contrdle) et une sous sélection pour deux traits, soit I’absence de maturation sexuelle
précoce et la croissance qui constituent deux traits d’intéréts dans une optique d’élevage en
aquaculture. Des juvéniles (1+) issus de différents groupes familiaux et provenant des lignées
contrdle ainsi que sélectionnée ont été utilisés. Le choix des groupes familiaux s’est fait en fonction
de résultats expérimentaux antérieurs ou les géniteurs ont été soumis a un stress thermique aigu
(Gourtay, comm. pers. Annexe 1). Pour cette expérience, le CTmax (augmentation graduelle de la
température d’exposition jusqu’a la perte d’€quilibre) de juvéniles 0+ a été quantifié en fonction
des conditions de température en période de maturation gonadique chez les reproducteurs males.
Pour ces expériences, les croisements avaient été planifiés selon un schéma factoriel (Rivolet,
2021) et chaque male était croisé avec deux femelles. Les juvéniles utilisés sont donc soit pleins

fréres, soit demi-freres a I’intérieur d’un groupe familial.

Pour la lignée contrdle et pour la lignée sous sélection, 2 groupes familiaux furent choisis pour nos
expériences: 1 groupe familial avec un des CTmax les plus élevés, donc résistant a 1’augmentation
de la temperature et 1 groupe familial avec un des CTmax les plus faibles, donc plus sensible a
I’augmentation de température. Les juvéniles utilisés ont été choisis au hasard parmi ces groupes

familiaux prealablement identifiés au pére (marquage de nageoire) au printemps 2020 (age 1+).

Micro-pucage et mesures biométriques

Les individus utilisés dans le cadre de I’expérience ont été pesés et mesurés avant leur transfert

dans les bassins de croissance et munis de puces électroniques 12mm MUSICC (Avid, Californie)
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insérées dans leur muscle dorsal. Les 60 premiers poissons de chaque groupe familial ont été pris
aléatoirement dans les bassins d’¢levages Ces manipulations ont été effectuées apres anesthésie
dans une solution a 0,018% de MS-222 (Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate) et d’cau. Le
site d’injection de la puce électronique était ensuite désinfecté au bleu de méthyléne
(ThermoFisher, Montréal) et les poissons placés dans un bassin de réveil avant d’étre placés dans

le bassin expérimental.

Suivi de croissance en fonction des conditions de température

Des suivis de croissance d’une durée de 30 jours ont été réalisés a la station aquicole de Pointe-
au-Pére a trois températures différentes, soit 15, 17 et 19°C. Pour chaque température a laquelle
nous avons exposé des poissons dans le cadre de notre expérience, 20 individus par groupe familial

ont été utilisés.

Le systéeme expérimental a été construit sur mesure (12 bassins de 50 L) et de maniére a fonctionner
en circuit ouvert ; une entrée d’eau constante et un trop plein dans chaque bassin permettaient
d’assurer un échange d’eau dans ceux-ci. Le débit fut fixé a environ 1L min, assurant ainsi un
¢change d’eau adéquat dans les bassins. Chaque bassin était également équipé d’un bulleur pour
oxygéner I’eau, d’un chauffe-eau submersible et d’un thermometre et les bassins nettoyés de facon
journaliere. Les thermomeétres et chauffe-eaux étaient reliés au systeme Apex de Neptune (Morgan
Hill, Californie). Celui-ci nous permettait de controler et d’observer a distance, a partir d’une
application mobile, les conditions thermiques des bassins, ainsi que d’emmagasiner les données
journaliéres, a la minute pres, de tous les bassins. Cing poissons par groupe familial et des poissons
des quatre groupes familiaux ont été placés dans chaque bassin aléatoirement (20 poissons par
bassin, 60 poissons par groupe, 240 poissons total). Les bassins furent assignés aléatoirement a
I’une des 3 températures de traitement visées, soit 15, 17 et 19 °C. La température controle (15 °C)
fut choisie car elle correspondait a la température naturelle de 1’arrivée d’eau dans nos bassins de
la station aquicole au moment ou I’expérience a débuté en septembre 2020. La température
moyenne des bassins au cours de I’expérience fut : bassins a 15°C = 15.66 +/- 0.20, bassins a 17
°C =17.25 +/- 0.56, bassins a 19 °C = 18.63 +/- 0.85. Une fois les poissons dans leurs bassins
respectifs, la température de I’eau a été élevée d’au plus 1°C par jour jusqu’a ce que les
températures ciblées soient atteintes. L’annexe 2 montre 1’évolution des températures des groupes

de bassins a travers la durée de I’expérience. Lorsque les températures ciblées furent atteintes, elles
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ont ét¢ maintenues pour 30 jours. L’ état général des poissons a été noté de facon journaliére. Les
poissons ont été nourris ad libitum avec de la moulée Corey (Fredericton, Canada) 1mm pour
salmonidés; une fois par semaine, la quantité de nourriture mangée dans chacun des bassins
expérimentaux était calculée, et cette quantité était ensuite utilisée pour le reste de la semaine. La
quantité était réajustée de facon hebdomadaire. A la fin de ’expérience de croissance, les poissons

ont tous été pesés et mesures.

Respirometrie

A la fin de ’expérience de croissance, 2 poissons par groupes familiaux (24 par groupes familiaux,
96 individus total) et par bassin expérimental ont été choisis de fagon aléatoire pour étre soumis a
des mesures de respirométrie. Ce processus a duré 13 jours consécutifs (2 individus par groupes
familiaux, soit 8 poissons par bassins, par jour). lls étaient ensuite transférés dans une épuisette
dans la salle adjacente (moins de 5 m de distance) contenant le matériel de respirométrie puis
soumis aux manipulations decrites ci-haut, puis insérés dans les respirométres. Le logiciel
(AutoResp), les chambres de respirométrie ainsi que 1’équipement complémentaire utilisé pour
’acquisition de données de concentration d’oxygeéne provenaient de la compagnie Loligo Systems
(Danemark). Les poissons ont été soumis a un jetine d’au moins 24 heures avant leur mise en place
dans les respirometres. L’enregistrement des données de consommation d’oxygene a duré entre 22

et 23 heures pour chaque poisson.

La respirométrie a débit intermittent a été utilisé dans notre expérience. Dans ce type de systéeme,
les chambres sont équipées de 2 pompes 120 V reliées a des prises électriques munies de minuteurs
Eheim (Deizisau, Allemagne). Chaque respirométre est équipé d’une pompe de recirculation, qui
fait circuler I’eau a I’intérieur de la chambre de respirométrie et d’une pompe de vidange qui,
permet un échange d’eau. Le cycle des pompes (vidange et recirculation) fut fixé a deux minutes
(2 minutes en fonction, 2 minutes a 1’arrét). Cette durée permettait a la saturation en oxygene de
ne pas tomber sous 80% a I’intérieur des chambres, un seuil a ne pas franchir lors d’expériences
utilisant des salmonidés (Johnston, 2002). De cette fagon, les parametres de consommation
d’oxygene pour le métabolisme standard (SMR) ont été calculés a partir d’une multitude de cycles.
Les chambres de respirométrie avaient en moyenne un volume de 871 ml. Deux bassins d’une
capacité de 100 L ont été utilisés, chacun contenant 4 chambres de respirométrie, leurs pompes de

vidange, leurs pompes de recirculation, les thermometres, les bulleurs ainsi que les chauffe-eaux.
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Au début de chacune des journées expérimentales, avant 1’entrée des poissons dans les
respirometres, ces derniers étaient placés individuellement dans un bac en plastique contenant
environ 15 L d’eau et pourchassés avec une petite épuisette pendant 5 minutes, soit jusqu’a ce que
le poisson ne puisse plus se sauver et réagir adéquatement au stimulus, afin de pouvoir mesurer le
métabolisme maximal. Ensuite, les poissons furent insérés un a un dans les respiromeétres indiquant
le début des mesures de consommation d’oxygéne. De 21 a 23 heures de données de concentration
d’oxygene furent recueillies pour chaque individu afin de pouvoir estimer le taux métabolique

maximal et standard de ceux-ci.

Méthodologie d’extraction des taux métaboliques

L’extraction des taux métaboliques a partir des fichiers bruts générés par le logiciel d’acquisition
de données Autoresp a été réalisée a I’aide du logiciel R (v. 4.2.0) (R Core Team, 2022) et du
progiciel respR (v. 2.0.2) (Harianto et al, 2019). Trois parametres ont été calculés soit la respiration
bactérienne (BO), le taux métabolique maximal (« Maximal Metabolic Rate », MMR) et le taux
métabolique standard (« Standard Metabolic Rate », SMR). Le SMR et le MMR ont été calculés
pour chaque individu, en prenant en considération la température de 1’eau, le volume du poisson
et le volume du respirometre, incluant les tubes. Le début et la fin des cycles d’intéréts étaient
définis manuellement dans le script R. La méthode utilisée par le progiciel pour calculer les
différents parametres est la méthode d’estimation kernel density, qui est une méthode non-
paramétrique d’estimation de la densité de probabilité d’une variable aléatoire (Cantrell et al,

2018). Les données ont ensuite été rapportées en mg O?gth™.

Pour le taux de consommation bactérien (BO), un cycle (soit la période entre le remplissage du
respirometre et sa vidange) au début et un a la fin de chaque période d’acquisition de données, ou
aucun poisson n’était présent dans les chambres de respirométrie ont été utilisés. La position exacte
(début, fin et amplitude) du cycle au début et du cycle a la fin de I’expérience ont été déterminés
pour chacun des poissons. Le taux de consommation d’oxygeéne bactérien au début et a la fin ont
été calculés a I’aide du progiciel et une relation linéaire fut calculée en utilisant les points pour ces
deux taux de consommation d’oxygene. Ce modele linéaire fut ensuite utilisé afin d’ajuster au
cours de I’expérience les taux de consommation d’oxygene des poissons lors de chaque cycle
utilisé pour les calculs de SMR et MMR, afin qu’ils prennent en compte la respiration bactérienne

spécifique a chacune des chambres de respirométrie.
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Le MMR a été calculé en fonction de la consommation d’oxygéne enregistrée au cours du 1% cycle
complet passé par I’animal dans la chambre de respirométrie. Le taux de consommation d’oxygene
a été calculé dans la portion linéaire des pentes descendantes correspondant & un minimum d’au

moins 20% de la longueur de celles-ci.

Pour le calcul du SMR, le progiciel respR a eégalement été utilisé. Dans ce cas, le début et la fin de
I’acquisition des données, apres le cycle ayant servi au calcul de MMR ont servi au calcul de SMR.
Les pentes descendantes de concentration d’oxygene au cours de chaque cycle ont été calculées.
Pour chacune de ces pentes, la méthode d’estimation kernel density estimation a été également
utilisée. Le taux de consommation d’oxygene a, comme pour MMR et BO, été calculé
automatiquement par le logiciel dans la portion linéaire des pentes descendantes, correspondant a
un minimum d’au moins 20 % de la longueur de celles-ci. Les taux, basés sur 335 a 355 pentes,
ont été calculés pour chaque poisson et seuls les 10 % plus faibles ont été conservés comme
représentatifs de SMR.

Pour toutes les pentes de consommation d’oxygéne calculées, le R? fut également calculé afin de

s’assurer de la linéarité de celles-ci. Un R?au-dessus de 0,90 était jugé acceptable.

Echantillonnage de tissus

Dés la fin de I’expérience de croissance, 2 poissons par groupes familiaux par bassin (24 poissons
par groupes familiaux, soit 96 au total) ont été aléatoirement échantillonnés. Aprés anesthésie (MS
222,0.018 %), les poissons ont été euthanasiés par sectionnement de la colonne vertébrale a I’aide
d’un scalpel. Un échantillon (environ 1 cm?) de branchie (provenant du 2'*™ arc branchial coté
gauche), de foie et de muscle épaxial (coté gauche, a I’arriere de la nageoire dorsale) ont été
prélevés et immédiatement placés dans un vial de 1.5 ml contenant du RNAIlater (ThermoFisher,
Montréal, Canada). Les échantillons furent ensuite placés au réfrigérateur pour 24 heures, a la suite
de quoi ils ont été transférés dans un congeélateur -80 °C jusqu’aux opérations subséquentes dans
les laboratoires de ’'ISMER.

Extraction d’ARN
L’extraction d’ARN de foie et des branchies a été réalisée en utilisant des trousses RNeasy Plus
Mini Kits, (Qiagen, Toronto, Canada). Environ 15 mg de tissu par échantillon ont été utilisés. Pour

les échantillons de muscle (50mg de muscle), la trousse Universal Mini Kit (Qiagen, Toronto,
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Canada) a éte utilisée. Environ 50 mg de tissu par échantillon ont été utilisés. La concentration et
la pureté de I’ ARN ont été évaluées & I’aide d’un spectrophotométre Nanovue (Biocompare, Etats-
Unis). L’extraction était jugée acceptable lorsque la concentration d’ARN (ng pl™) se situait entre
300 et 600 et que le rapport 260nm/280nm se situait entre 1,9 et 2,1. Finalement, I’intégrité de

I’ARN isolé a été évaluée sur gel d’électrophorése (Annexe 4).

Rétro transcription

Les échantillons d’ARN ont été convertis en ADN complémentaire (ADNCc) en utilisant la trousse
SuperScript IV Vilo Master Mix (Thermofischer, Montréal, Canada). Les manipulations ont été
réalisées en suivant le protocole fourni par le fabriquant. La concentration (en ng pl™) et la pureté
de ’ADNCc ont été évaluées a I’aide d’un spectrophotométre Nanovue (rapport 260 nm/280 nm

entre 1,6 et 2) et les échantillons conservés a -20 °C.

Choix des genes par tissus

Pour chaque tissu choisi, le choix des génes analysés a été basé en partie a partir de la liste mise
de I’avant par le projet Gene Fish. Pour chaque tissu, 3 génes ont été préalablement ciblés pour
étre utilisés comme génes de références, soit 18S, EF1 et f-actine. L’expression de ceux-ci doit
demeurer constante peu importe les individus et conditions d’élevage, puisqu’ils permettent la
normalisation des données d’expression des genes d’intérét étudiés. Les genes d’intérét pour les 3

tissus sont présentés au Tableau 2.

Efficacité des amorces TagMan

L’efficacité des sondes Tagman n’ayant pas été utilisées auparavant dans notre laboratoire
(Caspase 9, LDH et PK) a €té testée afin de déterminer si les séquences de celles-ci étaient
adéquates et si les génes choisis préalablement étaient exprimés dans les tissus d’intéréts. Pour se
faire, des pools d’ADNc (un mélange d’ADNc provenant d’individus des différents groupes
familiaux soumis aux différentes températures) ont éte preparés. Ces pools ont ensuite éte dilués
par des facteurs de 10 (10°, 10, ..., 10%), Ces différentes dilutions furent finalement utilisées
dans I’¢laboration de plaques qPCR a 96 puits (ThermoFisher, Montréal) dont le montage de
chaque puits était fait selon le protocole fournis par le fabriquant de plaques et du lecteur de plaque
(5ul de Fast Advanced Master Mix, 0,5 ul de sondes Tagman, 2,5 ul d’eau DNAse free et 2 pl

d’une des dilutions d’ADNCc). Les mesures de (Ct), soit les cycles seuils auxquels la fluorescence
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est détectée, ont éte analysées a I’aide de 1’appareil QuantVision3 (ThermoFisher, Montréal). Le
Ct fut utilisé dans 1’¢laboration d’une relation linéaire entre les réponses d’expression génique
pour les différentes dilutions. Pour que les amorces et sondes Tagman soient utilisées, la valeur de
la pente devait se situer entre -3,1 et -3,58, avec de la fluorescence détectée dans au moins 3
dilutions sur les 6 testées (Annexe 6). Les genes pour lesquels les pentes créées a partir des
dilutions avaient une valeur se situant a ’extérieur de l’intervalle ci-haut mentionné ont été
abandonnés pour notre expérience. Les geénes dont 1’expression a été analysée dans le cadre de
notre expérience, ainsi que la séquence des amorces et sondes utilisées, sont présentés a I’annexe
5.

gPCR

L’ADNc de tous les échantillons a été préalablement dilué 4 une concentration de 20 uL ml. Des
plaques de 96 puits, préalablement identifiées, ont ensuite été complétées de facon a pouvoir tester
tous les genes pour un méme tissu et un méme individu sur une méme plaque (total de 24 plaques
pour muscle et branchie et 48 plaques pour le foie). Tous les échantillons furent traités en
triplicatas. Les plaques avaient été montées en fonction des individus, ce qui veut dire que tous les
génes d’un méme individu pour un méme tissu se trouvaient sur la méme plaque qPCR. Les
quantités de réactifs dans les puits furent basées sur les recommandations du fabricant et sont les

mémes que celles utilisés lors des manipulations d’efficacité des sondes exposées ci-haut.

Génomique

Une fois les données brutes récoltées par qPCR et disponibles sur le logiciel ThermoFisher
Connect, I’expression des génes choisis préalablement comme génes de références fut analysée
afin de s’assurer de la constance de leur expression. Certains genes dans certains tissus furent mis
de cOté car leur expression semblait varier. Comme I’analyse effectuée dans le cadre de notre
expérience est une quantification relative, il est nécessaire d’avoir choisi des génes de référence
dont I’expression est stable, peu importe les individus et les conditions expérimentales. Pour le
foie et les branchies, 18S ne fut donc pas utilisé car son expression ne s’est pas avérée stable lors
des analyses post-acquisition effectuées sur I’application Relative Quantification de Thermofisher
(Annexe 7). Avant de procéder aux analyses statistiques, les données d’expression ont été calculées
en utilisant la méthode 2-2CT présentée par Livak,et Schmittgen (2001). Celle-ci permet a la fois

une normalisation des données en fonction des génes de référence et une quantification relative en
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fonction d’un groupe contrdle. Nous avons choisi le groupe familial M8CC a 15 °C comme groupe

controle.
Statistiques

Analyse des données de croissance et et respirométrie

Tout d’abord, les poids et longueurs initiaux et finaux ont été utilisés afin de calculer les taux de

croissance en pourcentage selon la formule suivante :
T =( X¢— Xi/ Xj) /35 x 100 (1)

Ou T correspond au taux de croissance, en masse ou longueur. X; correspond au poids ou a la
longueur initiale, Xt correspond au poids final et 35 constitue le nombre de jours entre les deux

mesures.

Le poids des gonades et du foie a également été utilisé afin d’obtenir les indices hépato-somatique

et gonado-somatique a I’aide de la formule suivante :
GSI ou HSI = Poidsg ou /Poidsi x 100 (2)

Ou GSI et HSI représentent I’indice gonado-somatique ou [I’indice hépato-somatique,
respectivement, Poidsg ou £ représente le poids du foie ou des gonades en g, Poids; représente le

poids de I’individu en g.

Ensuite, la quantité de ration consommée par bassin a été transformée afin de correspondre au
pourcentage de ration consommé par semaine (100 % étant la ration calculée afin de correspondre
a 3 % de la masse humide de chacun des bassins au début de I’expérience). Aussi, I’indice de

Fulton initial et final a été calculé :
K=mI3(3)

Ou K correspond au coefficient de Fulton, m a la masse en gramme du poisson et | a la longueur

de celui-ci en centimetres. La variation de K a ensuite été calculé :
AFulton = Ks — K| (4)

Ou Ks représente le coefficient de Fulton final et K; correspond au coefficient de Fulton initial.
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Une fois les données transformées, des modéles linéaires mixtes ont été effectués a 1’aide du
logiciel R, de I’interface Rstudio et du progiciel Ime4 (version 1.1-10, Bates et al, 2015).

L’équation suivante a été utilisée :
RM=~T+t/F+ (1|BouRe)(5)

Ou R représente la variable dépendante, soit SMR, MMR ou AS en mg O? g™ h?, soit le taux de
croissance (en g ou en cm), soit la variation (A) facteur de condition de Fulton, soit I’indice gonado-
somatique, soit 1’indice hépato-somatique, ou soit le pourcentage de rations consommees, T
correspond a la température d’élevage visée, t correspond a la lignée a laquelle appartienne les
individus (soit contréle ou sélectionné) et F au groupe familial. B et Re représentent
respectivement le bassin d’élevage auquel appartiennent les individus et le respirométre dans
lequel les individus étaient lors de la prise de donnée relative aux parametres métaboliques. Ces

deux variables ont été considerées comme aléatoires dans nos modeéles généraux linéaires mixtes.

Avant de procéder a I’analyse des données de croissance (poids, longueur, indice hépato-
somatique et gonado-somatique), certaines variables ont été transformées. Les modéles généraux
linéaires mixtes ont été simplifiés en enlevant un a un les termes fixes des modeles. Lors de ces
tests, le groupe contréle était le méme que pour la portion génomique de notre projet, soit le groupe
familial M8CC de la lignée contréle a 15°C. En se basant sur la valeur de p obtenues lors de la
comparaison des modeles par méthode du maximum de vraisemblance, les termes non significatifs
(p > 0.05) étaient éliminés jusqu’a ce que le modele contienne seulement les termes significatifs.

Les y? provenant de la comparaison des modéles a également été pris en note.

Pour le taux de croissance spécifique en fonction du poids, les variables fixes lignée et groupe
familial furent préservées. Pour le taux de croissance spécifique en fonction de la longueur, la
température expérimentale et le groupe familial sont les variables fixes préservées dans le modeéle
final. Pour AFulton, la lignée et la température expérimentale sont les variables fixes conservées.
Pour SMR, la lignée est la variable fixe conservee pour le modele final. Pour MMR, la température
experimentale est la variable conservée. Pour AS, la température expérimentale est la variable fixe

préservée dans le modeéle final.

La normalité des résidus fut également évaluée en utilisant le test Shapiro-Wilk. Lorsque celle-ci

n’était pas observée, comme c’est le cas pour le MMR et AS, une transformation logarithmique
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¢tait effectuée. Pour AFulton, la normalité des résidus a pu étre obtenue apres une transformation

box-cox des données.

Génomique

Les analyses statistiques de la portion génomique se firent en utilisant le logiciel Statistica de Tibco
(Californie, Etats-Unis). Dans un premier temps, la normalité des données fut explorée grace au
test Kolmogorov-Smirnov et les données transformées en logarithme au besoin. Ensuite, les
résultats de chaque géne furent analysés grace a des ANOVAS nichées, ou le groupe familial est
niché au sein des lignées (contréle ou sélectionné). Un réesume des résultats des ANOVASs nichées
est présenté au tableau 2. Dans les cas ou aucun effet n’était détecté par les modéles nichées, des
ANOVA:s factorielles ont été conduites. Les résultats sont présentés au tableau 2. Lorsque des
effets étaient détectables, des tests de rang HSD Tukey étaient effectués afin de déterminer quels
groupes étaient différents de quels autres groupes. Si les variances étaient hétérogenes, un test de

Games & Howell était utilisé.
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RESULTATS

Effets des conditions expérimentales sur la croissance

L’exposition des ombles de fontaines juvéniles a trois températures différentes pendant 35 jours a
eu un effet significatif sur le taux de croissance en longueur et sur le taux de variation du facteur
de condition Fulton, mais pas sur le taux de croissance en masse (Tableau 1). Le taux de croissance
en longueur était significativement plus faible chez les individus exposés a 19°C comparativement
a ceux exposes a des températures de 17 °C et 15 °C (Fig. 3). Il était également significativement
plus faible chez les individus des groupes familiaux plus sensibles que chez les plus résistants
(Tableau 1, Fig. 4). Comme pour la longueur, la croissance spécifique en masse était plus faible
chez les individus sensibles, mais seulement pour ceux issus de la lignée sous sélection (Tableau
1, Fig. 5), alors que globalement, la croissance spécifique en masse était plus élevée chez les
ombles issus de la lignée sous élection comparativement a ceux issus de la lignée controle (Tableau
1, Fig. 5)

A 19 °C, la variation du facteur de condition Fulton (A Fulton) était significativement supérieure
a celle des poissons soumis a 17 °C et 15 °C (Fig. 6A) et le A Fulton était significativement plus
élevé chez les individus de la lignée sélectionnée que chez les individus de la lignée contréle
(Tableau 1, Fig. 6B).

A la fin de I’expérience, I'IGS était significativement plus élevé chez les juvéniles femelles issus
des groupes contrbles-sensibles que chez ceux des groupes controles-résistants. (Tableau 1, Fig.
7). L’IGS des femelles était également plus élevé chez les individus de la lignée contréle que chez

ceux issus de la lignée sélectionnée (Tableau 1, Fig. 7).

Les tests statistiques n’ont révélé aucun effet de la température, de la lignée ni du groupe familial

sur I’indice gonado-somatique des males. Sa valeur moyenne était de 1.30 £ 1.40 (n = 41).
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Tableau 1. Modeéles statistiques retenus pour chacune des variables dépendantes. Les ¥ et les valeurs de p présentées proviennent de

tests du rapport de vraisemblances entre les difféerents modeles testés. Les variables présentant des variables de p significatives ont été

retenues dans le modeéle final. Les coefficients et erreurs standards des variables non significatives ont été obtenus en analysant le modeéle

de base. Pour les variables significatives, les coefficients et erreurs standards proviennent du modéle final.

Variable mesuré Variables explicatives Coefficient Erreur 12 Pr(>|t|)
standard
Taux de croissance spécifique Ordonnée a l'origine 0,844 0,099 na na
(longueur) mm j-1
Groupe familiaux (Résistants) 0,043 0,019 9,162 0,010
Lignée -0,036 0,026 3,867 0,145
Température expérimentale -0,031 0,006 28,942 <0,001
Taux de croissance spécifique Ordonnée a l'origine 0,437 0,067 na na
(poids) g j-1
Groupe familial (Lignée contréle- 0,009 0,055 13,928 <0,001
résistant)
Groupe familial (Lignée sélectionnée- 0,205 0,055 13,928 <0,001
résistant)
Lignée 0,018 0,055 15,038 <0,001
Temperature expérimentale -0,019 0,012 3,305 0,191
A Facteur de condition Fulton Ordonnée a l'origine -0,108 0,048 na na
Groupe familial (Lignée contrdle- 0,010 0,013 2,866 0,239

résistant)
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Groupe familial (Lignée sélectionnée- 0,019 0,013 2,866 0,239

résistant)

Lignée 0,028 0,009 9,310 0,002

Température expérimentale 0,007 0,048 7,075 0,008
Indice  gonado-somatique (IGS) Ordonnée a l'origine 3,652 1,135 na na
femelle

Groupe familial (Lignée controle- -0,738 0,291 na 0,015

résistant)

Groupe familial (Lignée sélectionnée- -0,283 0,291 na 0,340

résistant)

Lignée -1,776 0,301 na <0,001

Température expérimentale -0,062 0,066 na 0,353
Taux métaboligue standard (SMR) Ordonnée a l'origine 0,122 0,010 na na

Groupe familial (Lignée contréle- 0,003 0,005 1,232 0,540

résistant)

Groupe familial (Lignée sélectionnée- -0,004 0,005 1,232 0,540

résistant)

Lignée -0,013 0,004 11,935 0,003

Temperature expérimentale 0,003 0,001 0,089 0,766
Taux métabolique maximal (MMR)  Ordonnée a l'origine 0,628 0,076 na na

Groupe familial (Lignée contrdle- -0,008 0,018 0,247 0,884

résistant)
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Groupe familial (Lignée sélectionnée- -0,005 0,018 0,247 0,884
résistant)

Lignée -0,031 0,013 5,084 0,024
Température expérimentale -0,009 0,004 5,839 0,016

Registre aérobie (AS) Ordonnée a l'origine -0,670 0,199 na na

Groupe familial (Lignée controle- -0,011 0,017 0,484 0,785
résistant)

Groupe familial (Lignée sélectionnée- 0,000 0,016 0,484 0,785
résistant)

Lignée -0,023 0,017 2,096 0,148
Température expérimentale -0,027 0,011 7,499 0,006



26

e <
B DN
*
*
*

o
)

Taux de croissance spécifique en longueur

e
o

5 7
Températures d'exposition (°C)

Figure 3. Taux de croissance en longueur des ombles de fontaine soumis pendant 35 jours a
différentes températures. Les astérisques indiquent une différence significative par rapport aux

autres groupes a p < 0.001. Moyenne * é.t.
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Figure 4. Taux de croissance en longueur en fonction du niveau de sensibilité a une hausse aiglie

de température. L’astérisque désigne une différence significative a p < 0.05. Moyenne + é.t.
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Figure 5. Taux de de croissance en masse des ombles de fontaine en fonction de leur groupe

familial et de leur lignée d’appartenance. Les astérisques désignent une différence significative a

p <0.001. Moyenne * é.t.
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Figure 6. A. Variation du facteur de condition Fulton (A Fulton) chez des ombles de fontaine
soumis pendant 35 jours a différentes températures. B. A Fulton en fonction de la lignée. Les

astérisques désignent une différence significative a p < 0.01 par rapport aux autres groupes.
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Figure 7. Indice gonado-somatique (IGS) des ombles de fontaine femelles en fonction de leur

groupe familial et de leur lignée d’appartenance. * : p < 0.05; *** : p < 0.001. Moyenne * é.t.

Effets des conditions expérimentales sur le métabolisme et le registre aérobie
Des effets significatifs de la lignée ont été observés pour SMR (Tableau 1). La lignée contréle
présentait en moyenne un SMR 6.7 % plus élevé que celui de la lignée sélectionnée, avec des
valeurs de 0.20 + 0.03 (n = 47) et de 0.11 + 0.03 mg O H1 L%, respectivement. Pour MMR et AS,
nos modéles ont permis de révéler un effet significatif de la température (Tableaul, Fig. 8). En
comparaison avec les poissons a la température de 15°C, le MMR était plus élevé de 4,8 % a 17°C,
mais de 8 % plus faible a 19°C. AS était de 6,2 % plus élevé a 17°C et 11,3 % plus faible a 19°C
qu’a 15°C.
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Figure 8. Taux métabolique standard (SMR), maximal (MMR) et registre aérobie d’ombles de
fontaine exposés a différentes températures expérimentales. Pour chaque variable, les différences
entre températures sont indiquées par des astérisques au-dessus des histogrammes. Moyenne + é.t.
Pour MMR et AS, les statistiques ont été appliquées sur des données logarithmiques, mais les
données arithmétiques ont été utilisées pour la figure.

Effets des conditions expérimentales sur I’expression des geénes

Parmi les différents génes étudiés, seulement trois ont montré des modifications d’expression en
lien avec la température d’exposition qui soient similaire entre les deux lignées utilisées, soit Cox,
HSP90 dans le foie et HSP90 dans les branchies. L’expression relative de Cox dans le tissu
hépatique était significativement plus faible chez les individus exposés a 19°C comparativement
aux animaux soumis a des températures de 17 °C et 15°C (Tableau 2, Fig. 9A). A I’inverse,
I’expression relative de HSP90 dans le foie (Fig. 9B) et les branchies (Fig. 9C) était
significativement plus élevée chez les poissons soumis a 17°C et 19°C que chez ceux soumis a la

température contréle de 15°C.
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Pour I’expression de certains autres geénes, la réponse a la température était fonction de la lignée
utilisée (Tableau 2). Ainsi, la température n’a pas affecté 1’expression relative de IGF1r dans le
muscle épaxial pour la lignée sous sélection, mais a 19°C, on observe une augmentation
significative pour la lignée contréle (Fig. 10A). Il en est de méme pour 1’expression relative du
géne codant pour la caspase 9, avec une expression plus élevée a 19°C chez les individus contréles
par rapport aux individus de la lignée sous sélection (Fig. 10B). Toutefois, pour les deux lignées,
la réponse a la température est complétement inversee avec une expression plus élevée a 15°C qu’a
19°C pour les individus de la lignée sous sélection, alors qu’elle est plus faible chez les individus

de la lignée contréle.
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Tableau 2. Résultats statistiques pour 1’expression des différents génes d’intérét. IGF1 : Facteur de croissance analogue a 1’insuline;

GHr : Récepteur de ’hormone de croissance; COX : Cytochrome ¢ oxydase; CS : Citrate synthase; CAT : Catalase; SOD : Superoxyde

dismutase; GPx : Glutathion peroxydase; BCI : Lymphome a cellule B; HSP70 : Protéine a choc thermique 70; HSP90 : Protéine & choc

thermique 90; Na-K-ATPala: Pompe sodium-potassium a ATPase sous-unité ala; Na-K-ATPalb : Pompe sodium-potassium a

ATPase sous-unité alb; IGF1r : Récepteur du facteur de croissance analogue a I’insuline; LDH : Lactate déshydrogénase; PK : Pyruvate

kinase. Pour chaque géne, une ANOVA nichée (effet de la température, de la lignée ainsi que la résistance du groupe familial nichée

dans la Lignée), était réalisée. Lorsque I’effet niché n’était pas significatif, une ANOVA factorielle était effectuée afin de tester I’effet

de la température, de la lignée et leur effet croisé.

Tissu Géne d’intérét

Température

Lignée

Résistance (niche

dans Lignée)

Température x Lignée

IGF1
GHr
COX
CS
CAT
SOD
GPx
BCI
HSP70
HSP90

Foie

F289=0,08, p=0,93
F28=1,03, p=0,36

F289=15,97, p = 0,003

Fog9=2,16,p=0,12
Foe9=2,64, p=0,08
F289= 3,38, p =0.04
Foe9=1,48,p=0,23
F280=1,79, p=0,17
F280=0,18, p=10,83

F289 = 6,76, p = 0,002

F2.80= 10,36, p = 0,002
F189=1,96,p=0,16
F189=0,87,p=0,35
F189=0,27,p=0,61
F2.89=13,29, p < 0,001
F289= 0,02, p=10.90
F180=0,23, p=0,64
F189=1,04.p=0,31
F1,80=2,39,p=10,13
F18=1,82, p=0,17

F2s9=4,42,p=0,01

F280=0,78, p =0,46
F289 =2,59, p=0,08
F280=0,27,p=0,76
F280=0,23,p=0,79
F289=0,35p=0,71

F280=0,39, p=0,68
F280=0,51, p=0,60
F280=0.09,p=0,91
Fogo =1,33,p=0,25

Branchies Na-K-ATP«ala

F200 =1,38,p=0,26

F290 =0,02, p=0,90

F29 =4,57, p=0,01
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Na-K-ATPalb
HSP70
HSP90

Caspase 9

F280=1,28,p=0,28
Fog0=1,44,p=0,24
F290 =4,64,p =0,01
F29 =1,13,p=0,33

F189=0,02, p=0,90
F189=2,55p=0,11
Fi90 =0,41,p=0,54
F29 =6,27, p=0,01

F2e9=1,10, 0,34
F289=0,61, p=0,55
F290 =0,88, p=0,42
F2.90 = 6,87, p= 0,002

Muscle

IGF1r
Myogénine
Myosine
LDH

PK

F2s6 = 4,41, p= 0,02
Fo8 = 0,45, p = 0,64
F280=0,64, p=0,53
Foe =2,05,p=0,13

F28s = 0,94, p=0,33
F286 = 5,52, p = 0,02
F18=10,10,p=0,75
Foe6 = 4,45, p = 0,04

F286 =5,19,p =0,007 F28 =1,09, p=0,30

F286 =1,13,p=0,33

F28 = 3,93, p =0,02

F286 = 5,17, p = 0,008

F280=1,98,p=0,14
Foe6 = 0,81, p=0,45
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Figure 9. Expression relative du gene codant pour (A) la Cytochrome c oxydase (Cox) dans le foie,
(B) de la protéine de choc thermique 90 (HSP90) dans le foie et (C) dans les branchies en fonction
de la température a laquelle les individus ont été soumis. Des groupes avec des lettres différentes
sont significativement différents (oo = 0.05). La barre horizontale indique 1’expression pour le

groupe contréle (15 °C). Moyenne + é.t.
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Figure 10. Expression relative (A) du géne récepteur du facteur de croissance analogue a
l'insuline (IGF1r) dans le muscle épaxial et (B) de la Caspase dans les branchies en fonction de
la température expérimentale et de la lignée des individus. Des lettres différentes représentent des
groupes significativement distincts. La barre horizontale indique 1’expression pour le groupe

contréle (15 °C). Moyenne * é.t.
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Pour d’autres génes, I’expression relative n’a pas été affectée par les conditions de température,
mais des effets de la lignée ont été observés. Ainsi, I’expression relative d’IGF1 était en moyenne
35.3 % plus élevée chez les individus de la lignée sélectionnée comparativement a ceux de la lignée
contrdle (Tableau 2, Figl1A). Les expressions relatives des génes codant pour la LDH (Tableau 2,
Fig. 11B), de la Catalase (Tableau 2, Fig. 11C) et de la Myogénine (Tableau 2, Fig. 11D) étaient

également plus élevées chez les individus de la lignée sélectionnée.

De multiples effets des facteurs expérimentaux ont été observés pour 1’expression relative de la
SOD (Tableau 2, Fig. 12). De facon globale, I’expression relative était respectivement 13 % et
24.6 % plus faible a 17°C et 19°C qu’a 15°C. Le groupe familial résistant de la lignée sélectionnée
était significativement différent et en surexpression comparativement aux autres groupes. De plus,
le groupe familial sensible de la méme lignée était quant a lui en sous-expression par rapport a
ceux-ci, avec une expression relative 27.9 % plus faible que celle du groupe ayant I’expression

moyenne la plus élevée.
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Figure 11. Expression relative (A) du gene de croissance analogue a l'insuline (IGF1) et (B) de
la Catalase dans le foie ainsi que (C) de la lactate déshydrogénase (LDH) et (D) Myogénine dans
le muscle épaxial en fonction de la lignée. Les lettres représentent les groupes significativement
distincts. La barre horizontale indique 1’expression pour le groupe contrdle (15 °C). Moyenne +

ét.
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Figure 12. Expression relative du gene superoxyde dismutase (SOD) dans le foie en fonction de
la température expérimentale, de la lignée et du groupe familial des individus. Les lettres
représentent les groupes familiaux significativement distincts et les lignes sous les chiffres
présentés dans la légende du haut représentent les effets homogenes entre températures. La barre
horizontale indique 1I’expression pour le groupe contrdle (contréle sensible a 15 °C). Moyenne +

ét.

L’expression relative de la PK était significativement plus faible chez les poissons de la lignée
contréle a 15 °C que celle des groupes soumis aux tempeératures de 17°C et 19°C (Tableau 3). Dans
ce cas, un effet significatif du groupe familial a été observé, mais les tests a posteriori n’ont pas

permis de déterminer quels groupes familiaux étaient différents entres eux.
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Tableau 3. Expression relative moyenne du gene pyruvate kinase (PK) en fonction du groupe

familial des individus.

Groupe N

Moyenne + Ecart-type

Sélectionné sensible 23

Sélectionné résistant 24

Contrdéle sensible 23

Controle résistant 22

0.965 + 0.261

1.244 + 0.457

1.223 +0.343

1.141 £ 0.487

Un effet du groupe familial a également été détecté sur I’expression relative du géne codant pour

la NaK ATPase sous-unité alb branchiale (Tableau 2, Fig. 13). Le groupe familial sensible

(M5SC) dans la lignée contrble a montré une expression relative significativement plus faible que

ce qui a été observe pour les groupes contrdle-résistant (M11CC) et sélectionné-sensible (M7SC).

Finalement, aucun effet des conditions expérimentales n’a été¢ décelé pour les genes GHr, GPX,

BCI, HSP70 dans le foie, la Na-K-ATPase ala et HSP70 dans les branchies ainsi que pour le géne

codant pour la myosine dans le muscle épaxial (Tableau 2).
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Figure 13. Expression relative du géne codant pour la pompe Sodium-potassium a ATPase sous-
unité alb (Na-K-ATP«lb) dans les branchies en fonction de la lignée et du groupe familial. Les
groupes familiaux sont représentés par les groupes alphanumériques. Les lettres représentent les
groupes familiaux significativement distincts. La barre horizontale indique 1’expression pour le

groupe contréle (M8CC). Moyenne + é.t.
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DISCUSSION

L’objectif de ce projet de maitrise était de vérifier comment les conditions de température affectent
la croissance d’ombles de fontaines juvéniles et quels étaient les mécanismes physiologiques sous-
jacents. Nous avions également émis ’hypothése que la réponse a la température serait plus
marquée chez une lignée sous sélection pour la croissance que chez une lignée non visée par le
programme de sélection. De fagon générale et tel qu’attendu en s’appuyant sur le concept
d’OCLTT (Portner et Guderley, 2010), a température plus élevée que 1’optimum, la croissance a
été négativement affectée, mais de fagcon surprenante seulement pour la croissance en longueur.
Comme expliqué précédemment, lorsque la température dépasse la limite supérieure de la plage
de température péjus, I’apport en oxygenes aux différents tissus peut devenir déficient, causant
une augmentation de 1’énergie nécessaire au maintien de 1’homéostasie, ce qui peut affecter
négativement les autres fonctions physiologiques comme la croissance. Par ailleurs, la lignée n’a
pas influencé la croissance en longueur face aux différents traitements de température; ¢’est plutot
le niveau de résistance a un stress aigu, mesuré précédemment chez les différents groupes

familiaux utilisés, qui a eu un impact.

Puisque I’augmentation de température est associée a une diminution de la croissance en longueur,
mais pas de la croissance en masse, on peut s’attendre a des poissons plus gros pour une longueur
donnée et c’est exactement ce qu’indiquent les résultats obtenus avec le facteur de condition
Fulton. Cependant, une telle différence entre niveaux de résistance n’est pas observée. Il est
possible que I’effet spécifique de la lignée sur la croissance en masse ait un effet croisé masquant
I’effet de la température si la variance due a celle-ci est plus faible et se situe dans les limites de
celle expliquée par la lignée. Chadwick et McCormick (2017) avaient également dénoté une baisse
du taux de croissance spécifique en longueur chez des ombles de fontaine juvéniles avec une
augmentation de la température entre 16°C et 24°C. Dans une autre étude, lorsque le bar commun
(Dicentrarchus labrax) a été soumis a des stress chroniques et a une augmentation du cortisol
plasmique, 1’appétit et la conversion énergétique en étaient diminués (Leal et al., 2011). Ce
mécanisme pourrait étre a I’origine de ce que nous avons dénoté au niveau du taux de croissance

en longueur. En revanche, contrairement a ce que nous avons observé, Chadwick et McCormick
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(2017) avaient également détecté une tendance semblable pour le taux de croissance spécifique en

masse qui diminuait graduellement avec I’augmentation de la température d’exposition.

Si la croissance diminue avec I’augmentation de la température, on peut émettre 1’hypothése que
cela pourrait étre relié a une hausse du métabolisme de base et possiblement une baisse du AS,
mais nos données n’indiquent pas que ce soit le cas. En ce sens, nos résultats ne sont pas similaires
a ceux que I’on retrouve dans la littérature. Contrairement a nos résultats ou seul un effet de la
lignée est détectable, plusieurs recherches antérieures font état d’une augmentation du SMR
d’ombles de fontaine dans le méme sens que les variations de température du milieu (Stitt et al.,
2014; Mackey et al., 2020). Ainsi, Mackey et al. (2020) ont utilisé des températures de 5, 10, 15,
20 et 23°C et ont observé des augmentations paralléles du SMR et du MMR des ombles de
fontaines juvéniles face a une augmentation de la température du milieu sans que des différences
au niveau du AS soient notées. Dans notre cas a 17°C, soit la température intermédiaire testée,
I’augmentation de MMR signifie une capacité aérobique maximale plus élevée et donc un AS qui
devrait étre plus €levé si le SMR reste constant, et c’est exactement ce que nous avons constaté.
En revanche, lorsque I’on regarde nos données, on remarque qu’en valeur absolue, les différences
entre 15°C et 17°C sont minimes, méme si statistiquement significatives. A I’inverse, les poissons
a19°C ont vu leur MMR et AS diminuer conjointement. Au niveau du MMR et du AS, la tendance
a la hausse a 17°C puis a la baisse a 19°C que nous avons détectés semble concorder avec ce qui
a déja été observe dans la littérature. Durhack et al. (2021) ont observé une tendance similaire chez
des ombles de fontaine juvéniles, avec une hausse du MMR et du AS a 15°C puis une baisse
subséquente chez les individus soumis & 20°C et 23°C. La différence de température a laquelle le
MMR et AS sont les plus €levés, entre leurs résultats et les notres, pourrait quant a elle s’expliquer
par le fait que les individus utilisés proviennent de souches d’ombles de fontaines différentes qui
pourraient répondre de fagon différente & une augmentation de la température, phénoméne déja
observé par certains auteurs chez la truite arc-en-ciel et I’omble de fontaine (Kelly et al., 2014;
Rebl et al., 2013; Durkack et al., 2021). A 19°C, la baisse du MMR et du AS concorde avec la
baisse de croissance en longueur observée. Cette baisse du métabolisme aérobie a 1’effort pourrait
étre expliquée par la diminution de la solubilité de I’oxygene ou de 1’affinité de I’hémoglobine

pour ’oxygéne a température élevée (Norin et al., 2014; Jensen et al., 1993). Ceci a donc le
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potentiel de diminuer la capacité aérobie maximale et 1’énergie disponible pour soutenir la

croissance des poissons soumis a de telles températures.

Certains des éléments régulateurs du métabolisme aérobie et donc de la consommation d’oxygene
sont les enzymes Cox et CS. Nous n’avons pas mesuré l’activité enzymatique, mais estimé
I’expression relative de Cox et CS dans le foie. Aucun effet n’a été observé pour CS, mais
I’expression relative de Cox a diminué avec la température. Cox intervient dans la respiration
aérobie en catalysant la réduction du dioxygéne (Newton et al., 2012). Si on diminue ’efficacité
du processus de respiration, on devrait non seulement s’attendre a une baisse du MMR, mais
également & une baisse du SMR, ce qui n’est pas le cas ici pour cette derniére variable.
Contrairement a ce que nous avons observe, il a été démontré que certaines sous-unités de Cox
¢taient régulées a la hausse en réponse a I’exposition a un stress thermique élevé chronique par
plusieurs auteurs chez diverses espéces de salmonidés (Onchorynchus nerka, Jeffries et al., 2014;
Oncorhynchus mykiss gairdneri, Garvin et al., 2015). Alors que le métabolisme aérobie est
prédominant dans le foie, le travail musculaire impliqué dans la nage par exemple, est quant a lui
fonction du métabolisme anaérobie. L’expression relative de LDH n’est pas modifiée par les
conditions de température. En revanche, on observe un effet direct de la température sur
I’expression de PK, effet qui difféere également selon le niveau de résistance des groupes familiaux
a un stress aigu de tempeérature. Chez le tilapia bleu (Oreochromis aureus), soumis a des
températures de 18, 22, 26, 30, 34°C, et conformément a ce que nous avons observé, 1’activité de
PK semble positivement corrélée avec la température (Younis, 2015), ce qui indique donc
I’augmentation du potentiel glycolytique. Une augmentation de 1’expression de cette protéine,
impliquée dans les voies métaboliques aérobie et anaérobie, pourrait signifier qu’il y a une
augmentation de la mobilisation des réserves énergétiques chez les individus touchés. Avec
I’expression de Cox, qui diminue également, il serait possible qu’il y ait eu un changement dans la
quantité d’énergie allouée a la respiration et donc au métabolisme aérobie (Wang et al., 2022), ce
qui pourrait contribuer a expliquer la baisse de valeur de MMR que nous avons observee chez les

individus soumis a 19°C.

Si AS nous donne une estimation de la quantité d’énergie disponible pour la croissance, cette
derniere est également sous régulation d’une cascade hormonale impliquant la GH secrétée par

I’hypophyse et IgF1 synthétisée dans le foie. La diminution de la croissance a 19°C aurait-elle été
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plutdt liée a des effets sur cette voie hormonale? Il semble que non puisque I’augmentation de la
température n’a pas eu d’effet sur I’expression de IgF1 ou sur celle des récepteurs hépatiques pour
la GH. On doit cependant indiquer une augmentation d’expression des récepteurs musculaires a
IgF1 en fonction de la température chez la lignée controle. Selon Gabillard et al. (2003), certains
facteurs environnementaux comme la température affecteraient la quantité d’IgF1 et d’IgF1r dans
les tissus. Cependant, les résultats de cette méme recherche sur I’expression de deux types de
récepteurs musculaires a IgF1 n’ont démontré aucun effet de la température, contrairement a nos
résultats. Une augmentation de I’expression de IgF1r pourrait révéler la présence de mécanismes
compensatoires chez la lignée controle visant a diminuer I’effet délétére de la température sur
certains parametres de la croissance. Aucun effet n’a été noté au niveau de 1’expression de la
myosine, qui elle joue un réle dans la contraction musculaire. La baisse de croissance que nous
avons notée a haute température pourrait cependant étre causée par une diminution de 1’efficacité
de la conversion énergétique, phénoméne qui peut se produire a mesure que la température du
milieu augmente, comme noté chez le saumon atlantique (Salmo salar) par Handeland et al. (2008)

(températures de 6, 10, 14 et 18°C pendant 12 semaines).

Une des hypothéses que nous avions posées était que 1’augmentation de température serait un
¢lément de stress pour les ombles, raison pour laquelle nous avons étudié 1’expression de différents
genes tant hépatiques que branchiaux pouvant nous aider a répondre a cette question. Les seuls
indicateurs qui ont répondu aux conditions de température sont I’expression de HSP90, la Caspase
9 (effet croisé avec la lignée dans ce cas-ci), la SOD hépatique qui a montré une réponse en fonction
de la température et du niveau de résistance et la Na*-K™-ATPase branchiale qui montrait une
réponse en fonction du niveau de résistance du groupe familial uniquement. L’augmentation de
I’expression de hsp90 dans le foie et les branchies n’est pas étonnante et est un phénomeéne bien
documenté dans la littérature (Oncorhynchus tshawytscha, Palmisano et al., 2000). Les hsp sont
normalement utilisées par 1’organisme dans la stabilisation et la protection de la structure des
protéines afin de prévenir la dénaturation de celles-ci lors de chocs thermiques (Akzarbadeh et al.,
2018). Une augmentation de leur expression nous indique donc que les individus ne se situent pas
dans un environnement thermique optimal. Viant et al. (2003) ont aussi démontre apres avoir
soumis O. mykiss & une tempeérature de 20°C que 1’augmentation de 1’expression de certaines hsp
(hsp63, hsp72, hsp78 et hsp89) était corrélée a la diminution de certains paramétres métaboligues.

L’augmentation de la production de certaines protéines, notamment des hsps, peut se traduire par
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une augmentation du cott énergétique nécessaire afin de maintenir ’homéostasie et affecter a la
baisse certains parametres de la croissance (Portner et Peck, 2010, Myrick et Cech, 2000; Viant et
al., 2003; Feder et Hofmann, 1999). De plus, il semblerait que la régulation a la hausse de telles
protéines puisse conduire 1’appareil de synthése protéique a réduire la production d’autres
protéines normalement associées aux fonctions homéostatiques (Viant et al., 2003). Pour ce qui
est de la Caspase 9, I’augmentation de son expression chez la lignée contrdle en fonction de la
hausse de température semble coincider avec ce qui a déja été observé chez le poisson-globe
(Takifugu obscurus) par Cheng et al. (2018). Cette enzyme semble jouer un réle dans la réponse
au stress oxydatif pouvant étre causé par une augmentation de la température du milieu en
promouvant I’apoptose cellulaire dans les tissus branchiaux. Effectivement, 1’augmentation de la
production de ROS lors d’un stress thermique peut provoquer divers dommages cellulaires qui
vont a leur tour initier la cascade enzymatique dont la Caspase 9 fait partie et conduire a I’apoptose
des cellules branchiales (Sakamaki et Satou, 2009). Cette diminution de la quantité de cellules
branchiales peut conduire a des conditions ischémiques et ainsi réduire I’apport en oxygene
(Czabotar et al., 2014), ce qui peut potentiellement provoquer une diminution du métabolisme
aérobie. Par contre, chez la lignée sélectionnée, la tendance est inverse. La diminution d’expression
relative de la Caspase a haute température semble indiquer que les individus de cette lignée
métabolisent potentiellement plus efficacement les ROS, et que ceux-ci ne causent donc pas autant
de dommages cellulaires que chez la lignée contrdle. Pour ce qui est de 1’expression de SOD, la
diminution de son expression a haute température est étonnante et ne semble pas concorder avec
la littérature. Effectivement, plusieurs recherches font état d’une augmentation de son expression
et de son activité a la suite d’une augmentation de la température du milieu, notamment chez O.
mykiss (Kregel, 2002; Yang et al., 2021). L’augmentation de la production de ROS serait a
I’origine de la stimulation de SOD, dont I’activité antioxydante vise a réduire les dommages
cellulaires (Liu et al., 2015). Toutefois, chez le sandre doré européen (Sander lucioperca), Chen
et al. (2021) ont montré que 1’augmentation de I’activité de SOD suite a 1’exposition a un stress
chronique est suivie d’une réduction de son activité. Lors d’un stress thermique chronique,
I’incapacité de 1’organisme a neutraliser I’excés de ROS pourrait dégrader certaines enzymes
antioxydantes et ainsi réduire leur activité. L expression plus importante chez le groupe résistant
de la lignée sélectionnée semble signifier que le systéeme de protection contre les radicaux libres

de ce dernier est plus apte a fonctionner efficacement lors d’un stress thermique chronique.
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L’expression de la sous-unité ala de la Na*-K*-ATPase dans les branchies n’a quant a elle pas été
affecté par la température, ce qui concorde avec ce qui a déja été observé chez le tilapia du
Mozambique (Oreochromis mossambicus) (Fies et al., 2007). Du fait de son activité
osmorégulatrice, I’expression de celle-ci semble plutdt affectée par des changements ioniques du
milieu, comme le passage de 1’eau salée a I’eau douce (Fies et al., 2007). Nous n’avons cependant
pas d’explication concernant la différence d’expression entre certains groupes familiaux.
Globalement, nos résultats semblent démontrer qu’une réponse physiologique face a
I’augmentation de la température Se produit chez les individus en situation de stress thermique
chronique. Et bien que les résultats pour SOD semblent a premiere vue avoir une tendance
contraire, la baisse de son expression a 19°C pourrait également étre causée par le stress thermique.
Ces différences de réponse face a la hausse de la température entre les deux lignées ne sont pas
¢tonnantes, puisque ce phénomene a déja été observé par le passé. C’est notamment le cas pour la
souche d’O. mykiss BORN qui, comparée a une souche indigéne, démontrait des différences dans
I’expression de divers génes impliqués dans plusieurs paramétres métaboliques et de croissance
dont notamment la synthéese et dégradation protéique et la métabolisation des lipides a la suite

d’une exposition a des températures élevées (Rebl et al., 2012).

Si la croissance en fonction de la température n’a pas €té affectée par la lignée, on observe tout de
méme des différences inhérentes a la lignée. Le taux de croissance spécifique en masse, supérieur
chez la lignée sélectionnée, n’est pas étonnant si on prend en compte la sélection dirigée visant a
inhiber la maturation sexuelle précoce et promouvoir la croissance rapide qui a été mise de I’avant
chez cette derniere (Audet et Bernatchez, 2004). Chez la lignée sélectionnée, c’est le groupe
résistant qui présentait le taux de croissance en poids le plus important, laissant présager que le
stress thermique pourrait moins affecter ce parametre chez celui-ci. Ceci permet de supposer que
les mécanismes sous-jacents responsables de la résistance de ce groupe a un stress thermique aigu
puisse lui permettre de faire face plus efficacement a un stress thermique chronique et ainsi de
minimiser les effets de cette perturbation sur sa croissance. Cette tendance est également
observable au niveau du facteur de condition Fulton. En effet, un taux de variation plus élevé de
ce dernier chez la lignée sélectionnée voudrait dire que la prise de masse en fonction de la longueur
a été plus importante. Ceci concorde avec la tendance observée au niveau du taux de croissance en
masse. Ce que nous avons observe au niveau du développement gonadique, soit un IGS plus élevé

chez les femelles issues de la lignée contrdle, correspond également a ce a quoi on s’attendait a la
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suite du travail de sélection mis de I’avant chez la lignée sélectionnée visant a dévaloriser une
croissance sexuelle précoce. Au niveau du métabolisme, cet investissement plus important des
ombles femelles de la lignée contrdle dans le développement gonadique a aussi le potentiel
d’influencer plus directement la croissance de ces individus, par la réallocation d’une partie des
ressources énergétiques. Effectivement, des études antérieures ont démontré chez des femelles
truites arc-en-ciel que 1’investissement énergétique dédié au développement gonadique eétait
colteux et pouvait correspondre a 8-15% de leur énergie corporelle totale (Kaushik et Médale,
1994). Aussi, le SMR plus élevé chez la lignée contréle signifie que le cot métabolique nécessaire
au maintien homéostatique est plus élevé chez celle-ci, ce qui peut également diminuer la quantité
d’énergie disponible pour des parameétres tels que la croissance. Au niveau génétique, certains
génes impliqués dans la médiation de la croissance ont vu leur expression varier en fonction de la
lignée. La myogénine est un facteur de transcription qui régule 1’expression de plusieurs génes
impliqués dans la geneése musculaire (Koumans et Akster, 1995) et dont 1’expression plus élevée
chez la lignée selectionnée concorde encore une fois avec la sélection dirigée dont elle a fait I’objet.
La méme tendance est observée au niveau de 1’expression de 1’IgF1 hépatique. Des différences
d’expressions ont également été observées au niveau métabolique. L’expression de LDH dans le
muscle épaxial était plus haute chez la lignée sélectionnée. Cette enzyme est impliquée dans la
glycolyse anaérobique et I’augmentation de son activité a été corrélée avec une stimulation de la
croissance chez le saumon coho (Oncorhynchus kisutch) (Blier et al., 2002). Sur le plan de la
réponse au stress oxydatif causé par I’augmentation de la température, 1’expression plus élevée de
la Catalase dans le foie chez la lignée sélectionnée semble signifier que celle-ci posséde des
mécanismes de mitigation des effets des radicaux libres plus efficaces que la lignée contréle. Ceci
pourrait notamment permettre d’expliquer pourquoi 1’expression de la Caspase 9 était
sensiblement plus faible a haute température chez cette lignée; moins de dommages pouvant avoir

été causés au niveau des cellules, notamment celles des branchies.

Pour certains résultats que nous avons obtenus et en prenant en considération le design statistique
que nous avons décidé d’utiliser, il est judicieux de se demander si les effets de la lignée que nous
avons parfois dénoté sur certains parametres ont pu masquer une variation significative causée par
la température sur ceux-ci. Au niveau de I’expression génique, il ne semble pas probable que 1’effet
de la lignée ait pu masquer un effet de la température, puisque leurs effets ainsi que 1’interaction

entre ces deux facteurs ont été testés dans notre modéle statistique. Cependant, au niveau des
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parametres de croissance et métaboliques, il se pourrait que ’effet de la lignée ait masqué 1’effet
de la température, notamment si la variabilité de la réponse a la température est plus faible que
celle observée pour la lignée. Ceci est d’autant plus vraisemblable par le fait que nous n’avons pas
testé I’effet croisé de ces effets dans notre modéle statistique. Au niveau du taux de croissance
spécifique en poids chez S. fontinalis, I’effet délétére d’une hausse de la température du milieu a
bien été documenté par le passé (Chadwick et McCormick, 2017; McCormick et al., 1972). Une
variation du SMR chez des ombles de fontaine a la suite d’une élévation de la température est
également un phénomene qui a bien été documenté par le passé (Mackey et al., 2020; Durhack et
al., 2021; Stitt et al., 2014). De plus, un phénoméne comme le paradoxe de Simpson pourrait aussi
avoir comme effet d’inverser ou de faire disparaitre la tendance d’un effet, croisé par exemple, de
la température et de la lignée lorsque les données sont regroupées (Carlson, 2019). Il serait
éventuellement intéressant de se pencher sur I’effet du sexe des individus sur les différentes
variables étudiées, car nous supposons dans notre analyse que le ratio est de 1:1, sans 1’avoir

toutefois vérifié.

Pour I’analyse de tous les paramétres de croissances testés, sauf pour I’indice gonado-somatique,
I’effet du bassin d’élevage a été pris en compte en tant que variable aléatoire dans notre mod¢le
statistique. Les résultats des modeles ont permis de conclure que cette variable avait eu des effets
sur les différents parameétres testés. Comme plusieurs individus de chaque groupe familial étaient
présents dans tous les bassins, ceci nous permet de croire que I’effet induit par ce facteur est
minimisé dans nos conclusions. Lors de I’analyse des taux métaboliques, nous avons également
pris en compte 1’effet possible du respirométre. Effectivement, une portion de la variation des taux
métaboliques était attribuable au respirometre dans lequel se trouvaient les individus. Par exemple,
nous avons remarqué que les valeurs métaboliques acquises dans un des respirometres étaient
systématiquement plus élevées. La position des chambres par rapport aux lumieres, bulleurs, parois
du bassin et du drain pourrait potentiellement avoir affecté le comportement des poissons. En
revanche, le fait que les poissons de tous les groupes familiaux aient été placés dans tous les

respirometres de manicre aléatoire nous a permis de minimiser 1’effet 1ié a ce facteur.

Malgré I’atteinte des objectifs que nous avions posé au début de notre projet, certaines difficultés
ont été rencontrées au cours de ce projet. Une des difficultés rencontrées fut de mettre sur pied un

systeme de bassins dont le débit d’eau permettrait une circulation adéquate pour nos ombles de



49

fontaine, tout en nous permettant d’augmenter la température de 1’eau aux valeurs prédéterminées.
Nous avions vise trois températures, soit 15, 18 et 21°C, mais la puissance des chauffe-eaux et le
débit minimal requis par le comité de protection des animaux ne nous ont pas permis d’atteindre
ces valeurs. De plus, des pannes de courant sont survenues et ont parfois fait descendre de plusieurs
degrés la température de certains bassins, ce qui a nécessité une surveillance de nuit des parametres
de ceux-ci a la station aquicole de Pointe-au-Pére. Au niveau de 1’acquisition de données de
respirométrie, un mauvais fonctionnement de certaines composantes de notre systeme nous a
obligés a développer notre propre méthode électronique nous permettant d’extraire les taux
métaboliques des poissons et de prendre en compte la respiration bactérienne se produisant a
I’intérieur des chambres de respirométrie. De surcroit, la pandémie de COVID 19 a eu plusieurs
effets sur notre projet. En plus d’étre dans 1’impossibilité de commencer le projet au moment
escompté, les restrictions vis-a-vis de la quantité de personnes permises dans certaines pieces nous
ont empéché d’étre a plusieurs lors de certaines manipulations. La pandémie a également causé
des retards d’approvisionnement pour le matériel nécessaire a I’extraction d’ARN, ce qui a causé

des retards pour la réalisation des expériences d’expression génique.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce projet nous a permis d’illustrer des différences dans la réponse métabolique et transcriptomique
des ombles de fontaines non seulement en fonction de la température a laquelle ils étaient soumis,
mais également selon leur lignée d’appartenance et la résistance a un stress thermique aigu de leur
groupe familial. Le taux de croissance spécifique en longueur a été affecté par la température
d’exposition, et avait tendance a diminuer dans les bassins plus chauds. La variation du facteur de
condition Fulton a quant a lui été affecté par la température, mais aussi par la lignée d’appartenance
des individus. Des phénotypes distincts ont été observés pour le taux de croissance spécifique en
masse et I’indice gonado-somatique chez les ombles femelles en fonction de la lignée, mais aussi
du groupe familial des individus. Au niveau métabolique, le SMR a été affecté uniquement par la
lignée des individus, alors que la température a induit différents phénotypes métaboliques pour le
MMR et le AS, ce qui nous permet de confirmer notre hypothése a 1’effet que 1’exposition
chronique a un stress thermique induirait différents phénotypes métaboliques avec des variations
de SMR, MMR et AS différentes selon la température d’acclimatation et la lignée utilisée. Notre
hypothese a I’effet que la lignée sous sélection présenterait une capacité moindre d’ajustement
métabolique en réponse a une augmentation des conditions thermiques a pour sa part été infirmee,
puisque aucun résultat ne nous a permis d’établir que la lignée sous sélection avait présenté une
capacité d’ajustement au stress thermique moindre que la lignée contrdle au niveau métabolique.
Malheureusement, le design statistique utilisé¢ pour I’analyse des taux métaboliques ne nous a pas
permis de tester I’effet croisé de la lignée et de la température d’élevage. L’analyse de cet effet
croisé aurait pu nous éclairer davantage sur la capacité d’ajustement métabolique des deux lignées.
Certaines des modifications métaboliques ont également semblé corrélées a des modifications au
niveau genétique. Par exemple, le MMR et AS diminuaient sensiblement & 19°C et dans le méme
sens que 1’expression de Cox dans le foie, une enzyme clé dans le métabolisme aérobie. Ceci nous
permet de valider notre hypothése selon laguelle les modifications de réponse métabolique liées a
la température d’acclimatation seraient corrélées a des modifications d’expression de genes de
régulation du métabolisme et de la réponse au stress. Finalement, nous pouvons aussi confirmer

notre derniere hypothese, selon laquelle les modifications d’expression génétiques causées par la
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température seraient plus importantes chez la lignée controle car ¢’est effectivement la tendance

qui a été observee pour le récepteur a IgF1 dans le muscle et la Caspase 9 dans les branchies.

Du point de vue de I’ensemencement de cours d’eau, notamment pour la péche sportive,
I’utilisation de la lignée sélectionnée est particulierement intéressante du fait de sa croissance
rapide et sa maturation sexuelle tardive, qui permet de conserver la qualité de la chair. Nos résultats
démontrent que méme en état de stress thermique, les individus de cette lignée semblent en mesure
de maintenir leurs attributs. De plus, la réponse génétique au stress oxydatif semble plus efficace
chez cette derniere, ce qui semble indiquer une plus grande capacité a neutraliser 1’augmentation
de radicaux libres pouvant étre causée par la hausse de température du milieu. Il serait intéressant
dans un projet futur de se pencher sur cette relation afin de déterminer si les mécanismes dirigeant
ces deux réponses sont effectivement liés chez I’omble de fontaine, car les individus de certaines

populations sont périodiquement vulnérables a ces deux types de perturbations.
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ANNEXES
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Annexe |. Température ou la perte d’équilibre a été observée chez des ombles de fontaine
provenant de lignées domestiques et sélectionnées et familles sélectionnées. Les familles utilisées
pour ce travail de maitrise sont surlignées en jaune.
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|
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|
|

Température (°C)

Annexe 1. Températures moyennes et écart type (en gris) de I’eau dans les bassins durant
I’expérience de croissance.
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Annexe I11. Poids initiaux et finaux en fonction du groupe familial. Moyenne + e.t.

Groupe N Poids initial Poids final moyen
moyen * Ecart- + Ecart-type
type
Sélectionné 59 81.36 £ 19.92 97.36 + 24.47
sensible
Sélectionné 59 90.78 + 24.66 113.97 £ 28.96
résistant
Controle sensible 59 74.61 + 25.73 89.97 + 30.36
Controle résistant 58 66.62 + 24.60 82.38 £ 31.13

Annexe IV. Gel d’électrophorése effectué sur des échantillons d’ARN provenant de branchies.
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Annexe V. Information sur les séquences des amorces et des sondes utilisées sur Salvelinus fontinalis.
Pour chaque gene étudié, la grosseur (paire de bases, pb) de chaque amorce est présenté. Les abréviations
suivantes ont éte utilisées : B-actine : beta-actine, 18s : 18s ribosomal, EF1 : elongation factor 1, HSP70 :
heat shock protein 70, hsp90 : heat shock protein 90, NaK-ala et NaK-alb (branchies) : pompe Na-K
ATPase sous-unité ala et alb, SOD : super oxyde dismutase, GPx : glutathione peroxydase, BCI : B-cell
lymphoma, Cox : cytochrome ¢ oxydase, LDH : lactate dehydrogenase. CS: citrate synthase, igfl-r:
insuline-like growth factor 1 receptor, igfl: insuline-like growth factor, PK: pyruvate kinase.

Geéne Primer Séquences (5'-3") Paires de
base (pb
p-actine Probe ATCTGGCATCACACCTT 17
Forward CCAACTGGGACGACATGGA 19
Reverse GAGCCACTCTCAGCTCGTTGT 21
EF1 Probe CCACTGAAGTCAAGTCT 17
Forward TCGCCCCCGCTAATGTC 17
Reverse AGGGTCTCGTGGTGCATCTC 17
18S Probe ~ AAGGCAGCAGGCGC 14
Forward AGAAACGGCTACCACATCCAA 21
Reverse CGAGTCGGGAGTGGGTAATTT 21
HSP70 Probe AGGATGGGATCTTTG 15
Forward TGACGTGTCCATCCTGACCAT 21
Reverse CCAGCCGTGGCCTTCA 16
HSP90 Probe ~ AACCCAGACCACCCC 15
Forward GGCCAAGAAACACCTGGAGAT 21
Reverse TGCCTCAGGGTCTCCACAA 19
NaK alA Probe CCCCCTGGAAACC 13
Forward GTCCCGATTTCTCCAATGACA 21
Reverse TGGTAGAGAAGAAGGCGATGTTC 23
NaK olB Probe AGAATATACTTGCTCCTTATC 21
Forward GGACTCTCAATCCCAGTGGTTT 22
Reverse GTGTAACAGGTGGCGTTTCTCA 22
Caspase 9 Probe AGCACTCAGTCTGATGAG 18
Forward ATGTCCTCCAGCAGTGACTCTCT 23
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Reverse

GGGTAGTGTGGCCTTTGCA

19

Catalase Probe CAGAAACGCTGGGTTC 16
Forward GAAGGGAGCCCAAGTCTTCAT 21
Reverse TCTGCATGCACAGCCATCA 19
SOD Probe CTGGGCAATGCCA 13
Forward CCCAGTAAGGGATTGTGTTTCTTT 24
Reverse CGCCAGGCTTGTGGAGTTA 19
GPx Probe CAGGGCACCCCCAG 14
Forward TTCTCCTGATGTCCGAATTGATT 23
Reverse ACCGACAAGGGTCTCGTGAT 20
BCI Probe CATTGCGGGACTCTG 15
Forward GCCTGGACGCAGTGAAAGAG 20
Reverse GGCATAACGCAGCTCAAACTC 21
Cox sous-unité Probe TTGCTGCGAATGCG 14
6a
Forward CATCACCCCAAGGGAAACG 19
Reverse AGAGTTTGTCCCTTACAGCCATCT 24
Citrate synthase Probe CGGATTGGCCGGACC 15
(CS)
Forward TGTCCTTCAGCGCAGCTATG 20
Reverse TCCTGGTTAGCCAGTCCATGA 21
LDH Probe CTGATGAGCTGGCTCT 16
Forward AGCGTCCTCCTCAGGGACTT 20
Reverse AGCTTATCCTCCATCACGTCAAC 23
Myosine Probe CACCACACTAGAACTGT 17
Forward CAAACCACATTGAACACCATCAG 23
Reverse GGGTTAAGCTTTATTGATACAGGAAGTG 28
Myogénine Probe TGCAAACGCAAGACT 15
Forward CCTTGGGCCTGCAAGCT 17

Reverse

CGCTTTTCGTCGGTCCAT
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Igflr Probe CCGCCGGACTATAG 14
Forward TCCTCAGTGGGACCCTTCTG 20
Reverse GGACCATGAAGCCCAGTAGGT 21
Igfl Probe CGAGTGCTGCTTCC 14
Forward CGGTCACATAACCGTGGTATTG 22
Reverse GCCGCAGCTCGCAACT 16
Pyruvate kinase Probe ATGGCGGCCTCTG 13
(PK)
Forward CCTCAAACATCTGCCTGTGGTA 22
Reverse CCGCACACAGCACAAGATTG 20
PK

35
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15

10

y = 3.4006x + 14.396

Annexe VI. Efficacité de la sonde PK, utilisé dans nos échantillons de muscle, a différentes

dilutions.
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Annexe VII. Score des génes de référence dans le foie et les branchies, avec et sans 18S comme
géne de référence. Un score plus petit signifie une plus grande stabilité.

Geéne Score 18S inclut Score 18S exclut
18S 1.018 NA

B-actine 0.872 0.746

EF1 0.892 0.746




