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RESUME

L’oxygene est unc molécule essentielle a la vie en agissant a titre d’accepteur final
dans le systeme de transport des €lectrons. En milieu terrestre, I’oxygéne se retrouve en
quantité abondante et n’est donc que rarement limitant. Cependant, les teneurs en oxygéne
dissous (OD) en milieu aquatique sont tres variables et les poissons et invertébrés
aquatiques sont régulierement exposés a de faibles concentrations. Pour y faire face, les
organismes aquatiques onl donc eu a développer une grande variété de mécanismes
adaptatifs, tant comportementaux que physiologiques. Dépendamment de son seull de
tolérance, un organisme pourra surmonter des périodes ou I’oxygene se fait rare, mais des
colits physiologiques qui allecteront sa condition y seront généralement associés. Ces colts
pourront par excmple affecter négativement sa croissance, sa reproduction ou son état de
santé. Lors de cette ¢tude, 198 loups de mer (63 loups tachetés Anarhichas minor et 135
hybrides A. minor x A. lupuy), de tailles différentes (0.4-2 kg), ont été répartis en 16 bassins
expérimentaux et exposés durant 14 semaines consécutives, a quatre niveaux d’OD : 40,
50, 60 et ~ 100% de saturation par rapport a [’air (sat.). Les impacts de ces niveaux
modérés d’hypoxic ont été étudiés sur la croissance, [’alimentation, I"hématocrite, [’activité
d’enzymes du métabolisme aérobie et anaérobie ainsi que du métabolisme relié au stress
oxydatif. Plus spécifiquement, nous avons retenu comme indicateurs physiologiques le
poids total (Pr) et la longueur a la fourche (Lr), la croissance spécifique (SGR), I’indice de
condition de Fulton (K), 'indice hépatosomatique (IHS), la lactate déshydrogénase (LDH),
la pyruvate kinasc (PK), la citrate synthase (CS), la glutathione réductase (GR), les
contenus en malondialdehyde (MDA), ’aconitase (ACO) et finalement la catalase (CAT).
Toutes les mesures de croissances sont affectées par I’hypoxie et comme observé dans
d’autres ¢tudes, scmblent étre le résultat d’une diminution de la prise alimentaire. Le
métabolisme oxydatif et la capacité antioxydante ne different pas entre les traitements et les
deux groupes ¢tudics. Il apparait donc que les impacts d’une exposition chronique a des
niveaux en oxygéne dissous intermédiaires n’auraient pas d’effets majeurs sur la
physiologie et la survie chez le loup tacheté et I’hybride 4. minor x A. lupus. Cependant,
des différences mclaboliques ont été observées entre [’hybride et la souche parentale.
L activité des enzymes glycolytiques (LDH et PK) est plus faible chez le loup tacheté dans
les traitements 40% ct 50% sal. alors que ['activité de ’enzyme ACO et les contenus en
MDA sont. pour tous les traitements. plus €élevés chez le loup tacheté.

Mots clés : croissance. hybride, hypoxie, loup tacheté, métabolisme énergétique,
oxygene, registre acrobie. stress oxydatif



Xl



Xlil

ABSTRACT

Oxygen play a key role as the final receptor in the mitochondrial electron system.
Except at very high altitude, oxygen availability is stable and high in air. But dissolved
oxygen (DO) is at much lower concentration in water and very variable. Hypoxia (low
dissolved oxygen) 1s a common phenomenon 1n aquatic environments. Aquatic organisms
have consequently developed a large range of physical and physiological adaptations to
survive unfavorable DO levels. However, these adaptations can be costly for the organism
in term of growth, reproduction and health. In this study, 198 wolffish (63 spotted wolffish
Anarhichas minor and 135 hybrids 4. minor x A. lupus) have been dispatched among 16
tanks and exposed to four dissolved oxygen levels : 40, 50, 60 and ~ 100 % of air saturation
(sat.) during 14 wecks. We studied the impact of hypoxia on growth, fish condition and
ingestion rate, the hematocrit, the activity of key enzymes for aerobic and anaerobic
metabolic pathways. antioxidant activity and oxidative stress damage. More specifically,
we considered total mass (My) and fork length (Lr), specific growth rate (SGR), Fulton’s
condition index (K), the hepatosomatic index (FSI), haematocrit level as well as the
activity of citrate synthase (CS), pyruvate kinase (PK), lactate dehydrogenase (LDH),
aconitase (ACO), glutathione reductase (GR), catalase (CAT) and malondialdehyde content
(MDA). All growth parameters were positively correlated with oxygen level in both fish
group although hybrids performed better. Hypoxia levels were also linked to a reduction in
feeding level, which appears to explain the observed growth loss. Glycolytic activity (PK
and LDH) tend to be lower on spotted wolffish only, at 40 and 50 % sat. and no effects
were observed on the oxidative stress metabolism. These results suggest that adaptatives
nmechanisms of wolffish are sufficient to maintain the metabolic activity in moderate
hypoxia. Nevertheless, growth loss seems to be more linked to a reduction in feeding,
which was probably the result of a reduction of the metabolic scope due to the chronic
moderate hypoxia exposure.

Keywords : acrobic scope, energetic metabolism, growth, hybrid, hypoxia, oxidative
stress, oxygen, spotted wolllish,
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION GENERALE

1.1 LESLOUPS DE MER

Le loup atlantique (dnarhichas lupus 1..) et le loup tacheté (Adnarhichas minor O.)
sont des poissons démersaux habitant les eaux profondes du nord de I’océan Atlantique. Ils
sont des représentants de la famille des Anarhichadidae, qui inclut trois autres espéces : le
loup a téte large (Anarhichas denticulatus K.) et du c6té de ’océan Pacifique, le loup de
Béring (Anarhichas orientalis P.) ainsi que le poisson loup a ocelles (Anarrhichthys
ocellatus A.). De forme allongée et caractérisés par une téte large a fortes machoires, les
loups de mer peuvent atteindre une taille de plus de 140 cm et peser plus de 20 kg (Scott &
Scott, 1988 ; Le Frangois et al., 2010b). Ce sont des poissons sédentaires au tempérament
calme qui se nourrissent principalement d’organismes a faible mobilit¢ comme les
crustacés, les échinodermes, autres invertébrés et a [’occasion d’autres poissons (Scott &

Scott, 1988).



o

Loup atlantique

Anarhichas lupus Linnaeus

Loup tacheté

Anarhichas minor Olafsen

Loup a téte large

Anarhichas denticulatus Krayer

Figure 1.1 Les trois espéces du genre Anarhichas (famille Anarhichadidae)
retrouvées dans le nord de l'océan Atlantique (Source: Memorial University of

NewFoundland, (http://www.mun.ca/biology/scarr/Wolffish_spp.ipg)).




1.1.1 Statut

Depuis environ 2001, le Comité sur la situation des especes en péril au Canada
(COSEPAC) considére le statut de quatre des cinq représentants des Anarhichadidae
comme problématique. La loi fédérale sur les especes en périls (LEP) définit le statut du
loup atlantique et du loup de Béring comme « préoccupant », et celui du loup tacheté et du
loup & téte large comme « menacé ». Cette considération provient de ’observation de
I’effondrement des populations sauvages depuis les années 70, de I’ordre de plus de 90%.
Bien que les loups de mer ne soient pas particuliérement ciblés par I’industrie de la péche,
le loup tacheté et le loup atlantique ont néanmoins une importance commerciale et ont été
prélevés des deux cotés de 1’ Atlantique comme prise accessoire et accidentelle (Le Frangois
et al., 2010b). 11 est possible que par leur mode de vie solitaire et une maturité sexuelle
tardive (5-10 ans) (Falk-Petersen et al., 1999 ; ‘l'veiten et al., 2001), les populations de
loups de mer s’aveérent beaucoup plus vulnérables a l’exploitation commerciale, en
comparaison aux especes a reproduction importante et au comportement grégaire. En plus
d’une pression de péche, un autre facteur possiblement impliqué serait une détérioration de
leurs habitats respectifs causée par le chalutage et le dragage pour la capture d’especes
benthiques, qui induit par exemple la modification d’amas rocailleux utilisés comme abris
et sites de frais (O'Dea & Haedrich, 2002). A ce jour, le statut du loup tacheté et a téte large
confere aux individus sauvages une protection interdisant tout prélevement dans les eaux

canadiennes.



1.1.2  Potentiel aquacole

Le loup tacheté, et dans une moindre mesure le loup atlantique, sont aussi des
especes possédant plusieurs caractéristiques de domestication qui en font des candidats de
choix pour I’émergence d’une production aquacole commerciale en pays nordiques. Des
installations piscicoles expérimentales sont d’ailleurs en fonction au Canada (Québec), en
Norvege et en Islande. Ces trois pays, et particulierement la Norvége, sont tres actifs au
niveau de la recherche sur les loups de mer et se partagent avec la Russie plus d’une
centaine de publications scientifiques sur ce sujet. Une des raisons de cet attrait est que
["aquaculture en pays nordique est exposée a certaines contraintes qui réduisent
considérablement le nombre d’espeéces adaptées en comparaison aux pays de climat
tempéré. La formation du couvert de glace est 1'une des principales causes limitant
"utilisation de cages de grossissement et de bassins d’élevage extérieurs (FQSA, 2003).
Dans le cas du Québec, le secteur de ’aquaculture reste relativement peu diversifié.
L’omble de fontaine (Salvelinus fontinalis M.) et la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss
W.) représentent plus de 95% des especes dulcicoles produites, tandis que la moule bleue
(Mytilus edulis L.) et, & plus petite échelle, le pétoncle (Placopecten magellanicus G.) et la
mye (Mya arenaria 1..) représentent la totalité des espéces marines cultivées (MAPAQ,
2008). La prospection pour I’identification de nouvelles especes de poissons marins
possiblement mieux adaptées est donc un moyen permettant d’améliorer et méme
d’accélérer le développement de la mariculture en eau froide en misant sursa

diversification et sa compétitivite.



Plus de 20 années d’études portant majoritairement sur le loup tacheté ont permis de
mieux documenter certains aspects de la biologie de ’espece, de la zootechnie de son
¢levage et en moindre mesure les perspectives économiques liées a son élevage. Le cycle
de vie est bien maitrisé en milieu controlé et il est aujourd’hui possible de compléter le
cycle vital en captivité, a partir des ceufs fécondés artificiellement jusqu’a I’atteinte d’une
taille commerciale (Johannessen et al., 1993 ; Falk-Petersen et al., 1999). Plusieurs études
ont permis de connaitre les aptitudes de ’espéce face a différents parameétres physico-
chimiques comme la tolérance a différentes salinités (Foss et al., 2001 ; Le Francois et al.,
2004), a 'oxygene dissous (Foss et al., 2002), a ’ammoniaque (Foss et al., 2003) ou encore
les températures pour atteindre des croissances optimales (Hansen & Falk-Petersen, 2001 ;
Falk-Petersen & Hansen, 2003). Les systemes d’élevage optimaux ont aussi été étudiés et
s’averent €tre avantageux en comparaison aux especes occupant la colonne d’eau comme
les salmonidés. En bassin comme en mer, ce poisson reste peu actif et passerait la majeure
partie de son temps inactif sur les fonds. Les bassins d’élevage préconisés exploitent donc
la surface de fond du bassin plutdt que la hauteur et n’utilisent ainsi que de faibles volumes
d’eau (hauteur du niveau d’eau : 1-25 cm selon la taille produite) (Imsland et al., 2007). Ce
type de bassin est particulierement bien adapté pour les installations aquacoles terrestres. Il
permet une meilleure uniformité dans la distribution de nourriture et facilite la maintenance
par un débit d’eau élevé. De plus, il assure une €économie de la consommation d’eau et,
surtout, de I’espace utilisé (Imsland et al., 2007). Le loup de mer a I’avantage de supporter
de hautes densités d’élevage (170-310 kg/m?®) (Imsland et al., 2009 ; Tremblay-Bourgeois

et al., 2010), en comparaison a d’autres espéces comme la truite arc-en-ciel (30-90 kg/m*)



(Ellis et al., 2002), la morue atlantique (Gadus morhua 1L.) (40 kg/m*) (Lambert & Dutil,
2001) ou encore le saumon atlantique (Salmo salar L.) (100-125 kg/m?) (Kjartansson et al.,
1988). Certains auteurs se sont penchés sur la vulnérabilité du loup tacheté aux différents
agents pathogenes susceptibles de I’affecter et en ont fait une revue détaillée (Foss et al.,
2004). Bien que certains virus, bactéries et ectoparasites ont jusqu’a maintenant été

identifiés, le loup tacheté semble a priori étre assez tolérant aux pathogénes.

En s’appuyant sur différents criteres propres a ’espéce, Le Frangois et al. (2002 ;
2010a) ont établi un modele permettant d’évaluer le potentiel de rentabilité a produire une
espece piscicole. En notant plus d’une trentaine de caractéristiques (biologiques, techniques
et commerciales) appliquées sur une cinquantaine d’especes de poissons, le modele utilisé a
hissé les loups tacheté et atlantique aux premiers rangs, devant l’omble chevalier
(Salvelinus alpinus 1.) et le saumon atlantique, démontrant ainsi le potentiel aquacole du

loup de mer.

1.1.3 Hybridation

L hybridation, soit la production d’une descendance viable & partir de croisement
entre différents genres, especes ou sous-especes est une procédure régulierement utilisée en
aquaculture (Bartley et al., 2000 ; Wang & Xia, 2002). Généralement, |’aquaculteur
cherche a obtenir des traits désirables provenant de différents géniteurs et de les combiner
en une seule espéce ou encore a obtenir ce que 1’on appelle « I’effet hétérosis » (Bartley et
al., 2000 ; Goyard et al., 2008), c'est-a-dire 1’acquisition d’une sous-espece possédant des

qualités supérieures a celles des espeéces parentales. Ces traits désirables sont



principalement un rendement en croissance supérieur (Legendre et al., 1992 ; Galbreath &
Thorgaard, 1995), une résistance générale accrue (Bartley et al., 2000 ; Hena et al., 2005)

ou encore 1’obtention de souches stériles (Shen et al., 2006).

[’hybridation, particulierement chez les poissons, se produit fréquemment en milieu
naturel (Verspoor & Hammar, 1991). Chez les loups de mer, I’hybridation est possible et
certaines pistes suggerent qu’elle se produirait aussi en milieu naturel. Les premiers
indices reportés proviennent de descriptions morphologiques de spécimens sauvages
révélant des traits intermédiaires provenant de 4. minor x A. lupus ou encore de 4. minor X
A. denticulatus (Lohmann, 1954 ; Templeman, 1986). Une analyse phylogénétique
détaillée de I’ADN mitochondrial des loups tacheté, atlantique et a téte large a de son coté
révélé une proximité génétique entre les trois especes, particulierement entre les loups
atlantique et tacheté (Johnstone et al., 2007). Ces espéces ayant une aire de distribution et
une période de frais se chevauchant (Falk-Petersen et al., 1999), I’hybridation naturelle peut
donc étre envisagée. Par contre, une analyse génétique portant sur 298 loups tachetés de
différentes provenances (Mer de Barents et Atlantique) (Imsland et al., 2008) n’a pour sa
part identifié aucun hybride, mais plutot des sous-populations géographiques au sein de la
méme espece. Il n’y a donc jusqu’a maintenant aucune preuve certifiée permettant
d’affirmer la présence d’hybrides en milieu naturel. L hybridation artificielle entre les loups
tacheté et atlantique demeure néanmoins possible et a été réussie dans les installations du
Centre Aquacole Marin de Grande-Riviere (CAMGR), Grande-Riviere, Qc. Une premiere
étude portant sur les alevins décrit un hybride viable et en santé se comparant sur plusieurs

points au loup tacheté (Gaudreau et al., 2009). La taille des alevins hybrides €tait cependant



plus petite, révélant I'influence du loup atlantique, dont I’alevin est généralement plus petit
que celui du loup tacheté au moment de I’éclosion. Une seconde étude s’est penchée sur
les incompatibilités génomiques pouvant survenir lors d’une hybridation et qui peuvent
réduire ’efficacité de I’activité mitochondriale (Gaudreau et al., In prep.). L’étude conclue
que I’hybridation entre les loups tacheté et atlantique n’induit pas de dysfonctionnements

mitochondriaux notables en conditions optimales.

1.2 HyYPOXIE

1.2.1 Définition de ’hypoxie

De fagon générale, I’hypoxie fait référence a des teneurs en oxygeéne inférieures aux
valeurs dites normales (normoxie). Le terme normoxie est lui-méme vague mais peu
néanmoins €étre associé a des teneurs en oxygéne supérieures a 80% de saturation.
L’intensité de la diminution des concentrations en oxygeéne pourra par exemple étre décrite
comme hypoxie légére ou encore sévére. Certains auteurs utilisent plutdét une valeur fixe
en-dessous de laquelle ils considerent que I’eau est en hypoxie. La littérature actuelle situe
en effet ’hypoxie en milieux marins dans des valeurs variant de 0.2 4 4.0 mg O/l et plus
généralement de 2 mg Oy/l et de 5-6 mg Oy/1 en milieux d’eau douce (Wu, 2002 ; Diaz &
Breitburg, 2009). Comme il y a de grandes différences de tolérance entre les taxons,
['utilisation d’une valeur de concentration fixe pour définir I’hypoxie sert surtout a
identifier une situation ou des effets sont trés marqués. Bien qu’utile comme outil de
diagnostic d’impact environnemental sérieux, un « seuil » d’hypoxie indique que les

especes les plus sensibles sont exclues, mortes ou déplacées. Cependant, plusieurs eftets



négatifs peuvent survenir quand un organisme est exposé¢ a des teneurs non-létales
d’oxygene dissous et de tels effets sont escamotés quand une valeur fixe est utilisée pour
définir ’hypoxie. Ainsi, en s’appuyant sur la littérature scientifique, Vaquer-Sunyer et
Duarte (2008) démontrent des effets non Iétaux (i.e. impact sur la croissance, la
reproduction, la résistance générale, etc.) chez 34 espéces de poissons avec des teneurs en
OD variant de 2 a 10 mg O,\L, et chez 30 especes de crustacés avec des valeurs de 0 a 5
mg O,\L. L’hypoxie doit donc étre définie avec prudence. Dans le cadre de ce projet,
quatre différentes valeurs en oxygene ont été utilisées. La valeur de normoxie représente un
traitement en oxygéne au-dela de 80% de saturation tandis que les trois autres valeurs (40,

50 et 60 % sat.), sont considérées comme des teneurs d’oxygene en hypoxie intermédiaire.

1.2.2 Hypoxie et environnement

L’hypoxie est un phénoméne naturel retrouvé rarement en milieu terrestre, mais
fréquemment en milieu aquatique. Dépendamment de la température et de la salinité, I’eau
contient de 20 a 40 fois moins d’oxygene par volume que [’air en plus d’un taux de
diffusion inférieur de ’ordre de 1 :10 000 (Nikinmaa, 2001 ; Diaz & Breitburg, 2009). A
cette propriété physico-chimique s’ajoutent divers facteurs environnementaux contribuant a
exposer davantage les milieux aquatiques a I’hypoxie. Plusieurs régions du globe sont par
exemple caractérisées par des périodes de longue sécheresse. D a la diminution des
volumes d’eau et par conséquent des débits des cours d’eau, la réduction des échanges
gazeux rend ces cours d’eau sujets a I’hypoxie (Chapman & McKenzie, 2009). La

formation de glace est aussi un phénomeéne pouvant conduire a I’hypoxie en faisant office
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de barriere aux échanges gazeux (Vornanen et al., 2009). L’hypoxie survient de plus
naturellement dans les systémes marins quand certaines conditions s’y prétent. Lorsque par
exemple le temps de résidence de la masse d’eau est trés long, les échanges d’eaux et la
ventilation sont faibles, lorsqu’il y a présence de stratification ou quand la production de
carbone est €levée et tend a se déposer dans les fonds marins. La décomposition de cette
matiere organique qui s’en suit consomme beaucoup d’oxygeéne (Rabalais et al., 2001).
Plusteurs périodes d’hypoxie ont existé a travers les temps géologiques, et surviennent
encore de fagon réguliere dans des lieux propices comme dans les zones océaniques tres
profondes ou encore les fjords (Chapman & McKenzie, 2009). Les activités humaines
peuvent aussi contribuer a ’apparition de zones d’hypoxie en amplifiant les phénomenes
d’eutrophisation. L’eutrophisation implique un apport massif d’un nutriment qui
normalement limite la croissance organique d’un milieu et tout particulierement celle des
végétaux. La décomposition végétale provenant de la sé€nescence naturelle fait alors
diminuer les niveaux d’oxygeéne en décuplant I’activité bactérienne a travers la
décomposition organique. Un enrichissement nutritif peut ainsi mener 1’activité bactérienne
a un point tel que tout I’oxygene du milieu devient consommé. Des lors, seules les bactéries
anaérobiques prosperent et peuvent méme dégrader davantage le milieu par leur
contribution en déchets métaboliques toxiques comme I’ammoniac ou le sulfure

d’hydrogene (Diaz & Breitburg, 2009).

[l est aujourd’hui reconnu que les deux principaux facteurs limitants en milieux
aquatiques, tant dulcicoles que marins, sont le phosphore et I’azote (Carpenter et al., 1998).

Ces deux nutriments, abondamment rejetés dans 1’environnement, principalement par
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I’entremise des activités industrielles et agricoles, sont les grands responsables de
I’eutrophisation d’origine anthropique (Diaz, 2001 ; Wu, 2002). Bien que les efforts
d’observation aient grandement augmenté durant les dernieres années, Vaquer-Sunyer et
Duarte (2008) ont néanmoins observé une croissance de 5.54%/années du nombre de

systémes marins en hypoxie (figure 1.2).
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Figure 1.2. Nombres de sites marins cotiers en hypoxie observés a travers les années et

répartis sur le globe (tirée de Vaquer-Sunyer et Duarte (2008)).

En plus du nombre de sites, ces auteurs ont aussi noté une augmentation de la durée
et de la sévérité de I’hypoxie. Certains systemes marins, ou les échanges d’eau sont faibles
et les apports en nutriments anthropiques élevés sont méme caractérisés par des conditions

d’hypoxie, voir anoxie (i.e. absence compléte d’oxygene) permanente. C'est le cas des



12

fonds marins du golfe de la Finlande, certaines zones de la mer Baltique ou encore de la
mer Capsienne (Wu, 2002). La vitesse a laquelle les comportements des sociétés actuelles
tant a changer en plus des hausses de températures a prévoir dans les années a venir laissent

prévoir que I’hypoxie gagnera en ampleur a 1’échelle mondiale (Nixon, 1990).

1.2.3 Hypoxie et aquaculture

Bien que les producteurs aquacoles opérant en systemes fermés aient recours a I’ajout
d’oxygeéne pur ou de bulleur a air, ’hypoxie ou encore les fluctuations des niveaux
d’oxygene dissous sont des situations souvent inévitables en aquaculture. Ces éveénements
parfois fréquents ont des effets négatifs sur le rendement de la production en affectant par
exemple la croissance ou encore en induisant des réponses de stress (Welker et al., 2007).
Afin d’optimiser sa production, le producteur doit donc connaitre les tolérances et les

limites de I’espéce produite afin de lui fournir des paramétres optimaux.

Les systemes d’élevage préconisés pour la production de loup de mer comportent de
nombreux avantages techniques. Cependant, leurs faibles volumes d’eau par rapport aux
densités utilisées (170 -310 kg\m™) (voir section 1.1.3) rendent la qualité de I’eau variable,
particuliérement pour ce qui a trait aux teneurs en oxygene dissous. Des bris techniques
conduisant a ['arrét du fonctionnement du systeme peuvent par exemple rapidement
conduire est des niveaux d’oxygene dangereusement faibles. Plus généralement, des
fluctuations des teneurs en oxygenes sont observées suite aux périodes d’alimentation. De
plus, la digestion postprandiale implique des colts physiologiques requérant une

augmentation de la consommation en oxygene. Soofiani et Hawkins (1982) ont par



exemple observé chez des morues gavées (Gadus morua 1.) que la consommation
d’oxygene pouvait doubler en comparaison a des individus a jeun. L’accumulation de
déchets organiques et résidus alimentaires peut aussi contribuer a des baisses OD en
induisant une augmentation de la respiration microbienne. En connaissant les limites que
peuvent supporter I’espece produite, le producteur se dote ainsi d’une marge de travail et

pourra par conséquent agir afin d’éviter a tout prix les épisodes lui étant contre-productifs.

1.3 OXYGENE ET RENDEMENT ENERGETIQUE

L’adénosine triphosphate (ATP) est une molécule essentielle a tout organisme vivant,
car elle permet de stocker I’énergie chimique nécessaire a I’activité cellulaire. C’est lors de
son hydrolyse en adénosine diphosphate (ADP) qu’une partie de I’énergie qu’elle contient
est libérée pour étre utilisée par la cellule. Etant donné que les demandes en énergie sont
tres variables selon les besoins de la cellule ou encore de |’organe, I’apport en ATP doit
pouvoir s’ajuster selon les intensités de la demande et la durée de I’activité. La régulation
de ces demandes et de la régénération de I’ADP en ATP se fait a travers différentes voies
cellulaires qui ont évolué au cours du temps depuis les plus simples organismes au plus
complexes. C’est a travers les réactions chimiques de ces voies cellulaires que des
molécules organiques riches en énergie comme le glucose, le glycogéne ou encore les
acides gras sont dégradées afin de libérer une partie de I’énergie qu’elles contiennent et de
la stocker en énergie utilisable sous forme d’ATP. Le rendement énergétique qui en résulte
dépend majoritairement de [’efficacité de la dégradation de la molécule en question,

laquelle dépend de la présence ou non d’oxygene moléculaire. La respiration cellulaire en
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aérobie est la voie cellulaire la plus rentable pour produire de I’ATP. Cette voie se
distingue par sa complexité et son efficacité¢ a extraire 1’énergie des diverses molécules
énergétiques. Elle est subdivisée en trois étapes majeures, chacune composée de plusieurs
réactions enzymatiques : la production d’acétyl-CoA (glycolyse), I’oxydation de [’acétyl-
CoA (cycle de I'acide citrique) et la phosphorylation oxydative (chaine de transport des
¢lectrons) (figure 1.3). En condition d’aérobie, le catabolisme d’une molécule de glucose
s’effectuera a travers les trois voies métaboliques. Durant la glycolyse, deux molécules
d’ATP, de NADH et d’acétyl-CoA sont générées. La dégradation se poursuit ensuite a
travers le cycle de I’acide citrique. Cette deuxiéme €tape aboutit a la production de dix
NADH et deux FADH,. Ce sont ces molécules réduites qui libéreront la majeure partie de
I’énergie lors de la derniere étape, la phosphorylation oxydative. Celle-ci se déroule dans la
membrane mitochondriale de la cellule a travers cinq complexes protéiques (complexes I a
V). Les électrons transportés par les NADH et FADH; sont alors transférés d’un complexe
a Pautre jusqu’a ’accepteur final de la chaine, I’oxygéne moléculaire. Le mécanisme de
transfert d’électrons entre les complexes I 4 IV engendre la formation d’un gradient de
protons de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale. C’est ce gradient de
protons transmembranaire qui donnera I’énergie nécessaire a la condensation d’une
molécule de phosphore inorganique a I’ADP par I’ATP synthétase (complexe V)
(Lehninger & Nelson, 2005). La réaction nette de ’oxydation du glucose en condition

d’aérobie peut se décrire de la fagon suivante (Hochachka & Somero, 2002):

Glucose + 36 (ADP + P;) +60, — 36ATP + 6 CO,+ 42 H,0



Lorsque I’oxygene est absent, le flux du cycle de I’acide citrique et de la
phosphorylation oxydative est inhibé. La dégradation du glucose se déroule alors
majoritairement par la voie de la glycolyse et la production d’ATP se fait sans oxygene.

Cette voie cellulaire trés ancienne au niveau évolutif a été sujette au cours de 1’évolution a
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Figure 1.3. Les trois étapes de la respiration cellulaire : la glycolyse, le cycle de I’acide

citrique et le systéme de transport des €lectrons (tirée et modifiée de Zhou et al (2005)).

quelques changements adaptatifs au niveau de la derniére réaction généralement catalysée
par la lactate deshydrogénase (LDH), et le produit final qui est chez la plupart des vertébrés
le lactate peut différer (Hochachka & Somero, 2002). Lors de la glycolyse en anaérobie, le

catabolisme de la molécule de glucose est moindre et n’aboutit qu’a seulement deux
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molécules d’ATP contre plus de 30 en aérobie. La réaction nette de la glycolyse anaérobie

peut se décrire de la fagon suivante (Hochachka & Somero, 2002) :

Glucose +2 ADP + 2P; — 2 lactates +2 H" + 2 ATP

Une baisse continue des concentrations en oxygeéne du milieu se traduit donc pour
I’organisme par une diminution graduelle de la respiration cellulaire en aérobie, conduisant
ainsi a une réduction de la production d’énergie. Dans ces conditions, I’organisme aura
avantage a prioriser son économie par différents mécanismes adaptatifs (Hochachka &
Lutz, 2001) (voir section 1.4). Si, malgré ces tentatives d’économie, |’apport en oxygeéne
demeure insuffisant pour combler les besoins de la respiration cellulaire en aérobie, la

production d’ATP devrait alors provenir majoritairement de la glycolyse en anaérobie.

1.4 MECANISMES ADAPTATIFS A L’HYPOXIE CHEZ LES POISSONS

Les animaux aquatiques et tout particulierement les poissons sont le groupe de
vertébrés dont le nombre d’espéces tolérantes a I’hypoxie est le plus ¢levé (Richards,
2009). Les mécanismes adaptatifs qu’ils ont développés sont les reflets des différents
habitats dans lesquels ils évoluent depuis des millions d’années et de ’ampleur et la
fréquence des épisodes d’hypoxie avec lesquels ils ont eu & composer. On retrouve chez les
poissons une grande diversité d’adaptations comportementales, morphologiques,
physiologiques ou encore biochimiques & I’hypoxie (Dalla Via et al., 1994 ; Chapman &
McKenzie, 2009). C’est par un enchainement de ces réponses adaptatives que les poissons

peuvent, dépendamment de I’espece et du degré d’exposition, maintenir |’extraction



d’oxygéne nécessaire a leurs fonctions vitales. En régle générale, les poissons s’ajustent a
I’hypoxie de fagon similaire. Ils tentent d’abord d’éviter les eaux hypoxiques ou si ce n’est
pas possible, de réduire leur activité locomotrice. Si ces mesures ne suffisent pas, ils tentent
de maintenir I’apport en oxygene en augmentant leur capacité a prélever ’oxygéne de leur
environnement. A mesure que la sévérité de I’hypoxie augmente, ils diminuent leurs
dépenses énergétiques (activité locomotrice, digestion) puis finalement ont recours a la
production d’énergie par la glycolyse en anaérobie (Jobling, 1994 ; Cooper et al., 2002 ;
Wu, 2002). L’enclenchement de réponses adaptatives débute par la perception de la baisse
des concentrations en oxygene. LLes mécanismes impliqués sont étudiés depuis des dizaines
d’années et bien que certains points soulévent toujours des questions (Perry et al., 2009),
les mécanismes généraux semblent aujourd’hui bien compris (Sundin et al., 2007). Chez les
oiseaux et les mammiferes, les chémorécepteurs permettant de détecter les concentrations
sanguines en oxygeéne sont localisés dans un seul site: le glomus carotidien de I’artére
carotide primitive (Milsom & Burleson, 2007). Chez les poissons, les cellules sensibles a
’oxygéne sont localis€ées sur plusieurs sites, et peuvent étre retrouvées tout le long du
systéme respiratoire. La distribution exacte des sites impliqués varie de plus fortement
selon I’espéce (Milsom & Burleson, 2007). Les NECs (cellules neuroépithéliales)
localisées dans les branchies ont un réle important comme chimiorécepteur (Perry &
Gilmour, 2002 ; Sundin et al., 2007). Ces cellules similaires a celles du glomus carotidien
des oiseaux et des mammiféres permettent aux poissons de détecter les teneurs en oxygeéne
a double sens, c'est-a-dire au niveau sanguin et dans leur environnement (Reid & Perry,

2003 ; Sundin et al., 2007).



Les réponses comportementales constituent une protection importante contre
I’hypoxie. Les poissons peuvent par exemple tenter d’éviter la zone en hypoxie, réduire
leurs activités comme I’alimentation et la reproduction ou encore compenser en exploitant
[’air de surface riche en oxygéne. Plusieurs poissons tropicaux habitants les étangs ou les
petits cours d’eau pauvres en oxygene vont pratiquer ce que I’on appelle la respiration de
surface aquatique. C'est-a-dire qu’ils agitent I’eau de surface par leur bouche et produisent
ainsi une oxygénation de I’eau avec ’air (Kramer & McClure, 1982). D’autres especes
utilisent plutét un mode de respiration dit bilatéral. En plus de pouvoir capter I’oxygene
aquatique, ils prélevent I’oxygéne de ’air en I’avalant puis en la stockant dans ce que ’on
appelle des « organes respiratoires ». Ces organes comparables a un poumon primitif sont
en fait des modifications de structures déja présentes ou encore néomorphiques qui
permettent au poisson de stocker I’air dans des chambres richement vascularisées afin que
le sang y soit réoxygéné (Johansen, 1970). La ventilation des branchies (hyperventilation)
est par contre le moyen le plus utilisé pour oxygéner le sang des poissons.
L’hyperventilation est sans aucun doute le mécanisme de défense le plus important en
réponse a ’hypoxie chez la quasi-totalité des poissons osseux (Souza et al., 2001 ; Perry et
al., 2009). Elle est rapidement activée et permet d’améliorer le prélevement d’oxygene
dissous en augmentant les taux d’échanges gazeux entre le sang et I’eau. C’est aussi par la
ventilation branchiale que les poissons régulent leurs besoins en oxygene quotidien. Elle est
donc influencée par plusieurs facteurs comme le stress, la température, la reproduction, la
digestion ou encore I’exercice. En condition d’hypoxie, [’augmentation de la ventilation est

souvent corrélée a une augmentation de la proportion de filaments respiratoires irrigués ou



lamelles branchiales (Jobling, 1994 ; Dalla Via et al., 1998 ; Wu, 2002), ce qui permet
d’augmenter la surface d’échange gazeux entre I'eau et le sang. Des ajustements
surviennent aussi au niveau de la capacité sanguine a fixer et redistribuer I’oxygéne au sein
de I’organisme par [’augmentation du nombre d’érythrocytes ainsi que des modifications
fonctionnelles au niveau de I’hémoglobine (Brett & Blackburn, 1981 ; Nikinmaa, 2001 ;
Wu, 2002 ; Wells, 2009). La bradycardie est aussi régulierement observée et confere
plusieurs avantages, dont celui d’augmenter le temps de résidence du sang oxygéné ainsi
que [’économie d’énergie (Souza et al., 2001 ; Farrell, 2007 ; Wells, 2009). Toutes ces
adaptations vont généralement permettre au poisson de maintenir un niveau d’oxygéne
adéquat a ses besoins. Si les niveaux d’oxygéne sont trop faibles, alors il devra avoir
recours a la production d’énergie par la glycolyse en anaérobie et nécessairement posséder

les aptitudes a I’utilisation de cette voie moins efficace.

1.4.1 Adaptations au métabolisme anaérobie

Le registre aérobie est un concept physiologique qui refléte I’écart entre le minimum
et le maximum d’oxygéne qu’un organisme puisse consommer. Le registre aérobie se
définit par deux autres termes : le taux métabolique standard (SMR) et le taux métabolique
maximal (MMR). Ces deux termes font généralement référence & une valeur numérique
déterminée a I’aide de mesures de consommation en oxygene d’un organisme (Fry, 1971 ;
Schmidt-Nielsen, 1990). Le SMR représente le cofit énergétique pour le maintien des
fonctions essentiellement vitales (osmorégulation, synthese des protéines, croissance,

maintien de ’homéostasie, etc.). [l est en quelque sorte une estimation du colit minimum
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requis en énergie pour qu’un organisme puisse se maintenir en vie (Enders et al., 2006). Le
SMR refléte donc un apergu des besoins minimaux en oxygene pour une espece donnée

(figure 1.4).
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Figure 1.4. Registre aérobie, SMR et MMR de la truite mouchetée (Salvelinus fontinalis
M.) par rapport aux différentes teneurs en oxygene dissous (tirée et modifiée de Fry

(1971)).

Le SMR est influencé par d’autres variables, tant au niveau individuel
qu'environnemental (e.g. taille, température, salinité, saison) et n’est donc pas une valeur
absolue. Le MMR représente pour sa part l’activité physiologique maximale que peut
supporter un organisme et fait généralement suite a une activité physique intense. Le

registre aérobie d’un organisme reflete donc sa marge de manceuvre pour des dépenses en
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sus de I’activité minimale qu’implique le SMR, comme [’activité¢ physique pour effectuer
des migrations, capturer des proies, échapper a des prédateurs, digérer ses repas ou encore
produire des gametes. Etant donné que la plupart des organismes sont réguliérement actifs
(déplacement, recherche de nourriture, digestion, etc.), leur consommation d’oxygene
courante ou moyenne, appelée taux métabolique de routine, se situe au-dessus du SMR

mais en dessous de MMR.

Lorsqu’un environnement ne contient pas suffisamment d’oxygene pour le maintien
de son SMR, I’organisme devrait des lors avoir recours & la voie de la glycolyse anaérobie
afin de produire une partie de son énergie (Muusze et al., 1998). Cette derniere, en hypoxie
encore plus sévére, voir en anoxie, devient chez les vertébrés, I"unique apport en ATP
(Hochachka et al., 1996 ; Hochachka & Lutz, 2001). Dans le régne animal, certaines
espéces ont développé des mécanismes leur permettant de survivre a ces conditions
extrémes pour de tres longues périodes. Les stratégies utilis€ées sont basées sur des
adaptations leur permettant de : 1) réduire leur besoin en ATP pour diminuer leur taux
métabolique & des niveaux en dessous du SMR ou 2) d’augmenter et maintenir 1’activité de
la glycolyse anaérobie sur une longue période tout en optimisant la gestion de ses
métabolites (Storey & Storey, 1990 ; Lutz & Nilsson, 1997 ; Hochachka & Lutz, 2001 ;
Richards, 2009). Dans la plupart des cas, les organismes résistant a [’hypoxie n’utiliseront
que rarement la deuxieme stratégie car elle est plus exigeante au niveau adaptatif en plus
d’exposer 'organisme a un déficit énergétique (Hochachka & Lutz, 2001). La grande
majorité des vertébrés ne possede pas les aptitudes nécessaires a utilisation de ['une ou

I"autre de ces stratégies et ne peut compter sur la glycolyse en anaérobie que pour de trés
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courtes durées, au risque de périr (Boutilier, 2001). Ces especes ne sont donc pas adaptées a

la survie sous leurs besoins minimaux en oxygene (SMR).

[ utilisation de la glycolyse en anaérobie comme unique apport en ATP impose des
contraintes que seules les espéces spécialisées peuvent contourner (Hochachka et al., 1996).
En regle générale, 95% de ’oxygene consommé par un poisson en normoxie est consacré a
la production d’ATP mitochondriale (Richards, 2009). Lorsque I’oxygéne est limitant, la
production d’ATP par cette voie cellulaire est réduite et I’organisme se retrouve en déficit
énergétique. [l tombe alors en dépression métabolique, ce qui nécessite plusieurs
modifications cellulaires, physiologiques et comportementales. L’arrét de |’alimentation
qui s’en suit implique par exemple la possibilité a emmagasiner de grandes réserves
énergétiques afin de subvenir pour de longues périodes a la demande élevée en glucose
exigée par la glycolyse. Le carassin commun (Carassius carassius L.), bien connu pour sa
tolérance a 1’anoxie, stocke de grandes quantités de glycogeéne dans plusieurs tissus dont le
foie en vue des longues périodes d’anoxie hivernale (Vornanen et al., 2009). Une autre
contrainte importante est la production d’acide lactique. En effet, la régénération des
NADH en NAD+ qui a normalement lieu lors de la phosphorylation oxydative est, en
condition d’ana€robie, catalysée par la LDH qui convertit le pyruvate en acide lactique
durant la derniére étape de la glycolyse. En hypoxie sévére, ce n’est pas seulement les
cellules musculaires comme dans le cas d’une activité intense, mais toutes les cellules de
["organisme qui généreront de ’acide lactique. Cet acide doit donc étre métabolisé ou

évacug, car son accumulation provoque une diminution du pH sanguin (acidose lactique).
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L’organisme doit ainsi posséder un systeme d’équilibre acide-base efficace en plus d’une

tolérance physiologique aux variations du pH sanguin (Hochachka & Lutz, 2001).

La glycolyse en anaérobie est une voie cellulaire trés ancienne du point de vue
évolutif, permettant de produire de I’ATP en absence d’oxygéne et qui est toujours utilisée
par la plupart des organismes vivants. Elle est la principale voie énergétique chez les
cellules ne possédant pas de mitochondries comme les bactéries ou encore les érythrocytes
(Bratosin et al., 2001). Chez une majorité de verté€brés, son utilité principale se retrouve
surtout au niveau musculaire pour soutenir les activités physiques intenses sur de courtes
périodes. Pour les animaux a respiration aérobie facultative, |’utilisation de la glycolyse
anaérobie est possible comme unique apport en ATP seulement que sur des bases
périodiques et a trop long terme, conduit inévitablement a une mort par déficit

¢nergétique.

1.5 OXYGENE ET STRESS OXYDATIF

Les dérivés réactifs de I’oxygene ou encore espece réactive a I'oxygeéne (ERO) sont
des radicaux provenant