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GLOSSAIRE

Alimentation endotrophe Période durant laquelle I'alevin se nourrit des réserves nutritives
accumulées dans le vitellus.

Alimentation exotrophe Passage a une alimentation exogéne grace a l'ouverture de
I'cesophage.

Aquaculture Elevage d’espéces aquatiques a des fins de commercialisation.

Chylomicron Lipoprotéine sanguine formée au cours de la digestion et constituée de
triglycérides, de phospholipides et de cholestérol.

Cytosol Partie liquide du cytoplasme des cellules.
Désaturation Amputation d’'un ou plusieurs atomes a une molécule saturée.

Efficacité alimentaire Gain de poids observé au cours d’une période en fonction de 'aliment
ingéré.

Elongation Addition d’atomes ou de composés chimiques a une molécule.
Enzyme Molécule organique dont le pouvoir catalyseur agit lors des réactions biochimiques.

Epigénétique Modification de [I'expression de génes sous [laction de stimuli
environnementaux sans modification de la séguence nucléotidique.

Formulation Choix des proportions nutritives adaptées a une espéce dans un aliment.
Gain Désigne le bénéfice apporté par un aliment.
Hépatocytes Cellules du foie.

Indice hépato somatique Rapport du poids du foie sur le poids du poisson. Il traduit I'état
nutritionnel et la métabolisation des lipides par 'organisme.

Indice viscéro somatique Rapport du poids des visceres sur le poids du poisson. |l traduit
I'état nutritionnel et la métabolisation des lipides par I'organisme.

Ingestion Désigne I'acte d’absorber une substance nutritive par la bouche.

Lipogenése Néo-production de graisses par un organisme.

Lipolyse Dégradation des graisses par un organisme.

Lipoprotéine Molécule composée d’'une protéine et un corps gras.

Métabolisme Réactions biologiques et chimiques se produisant au sein d’un organisme.
Mitochondrie Organite cytoplasmique impliqué dans les réactions énergétiques de la cellule.
Nutrition Transformation, assimilation et excrétion des nutriments dans un organisme vivant.

Ovogenese Etape durant laquelle se forment les ovules.



Pellets Granulés alimentaires destinés aux poissons d’élevage.

Peroxysome Organite cytoplasmique impliqué dans la production d’enzymes.

Prise alimentaire journaliére Quantité journaliére d’aliment ingéré.

Rétention Accumulation d’'une substance biologique dans un organisme sans étre excrétée.

Taux spécifigue de croissance Représente 'augmentation de poids journaliere d’'un
organisme.

Vitellogenese Phase du cycle dans laquelle se forme le vitellus ou s’accumule 'ensemble
des réserves nutritives pour 'embryon.

Vitellus Réserves nutritives pour 'embryon dont I'alimentation est exclusivement endotrophe.
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INTRODUCTION

1. AQUACULTURE ET NUTRITION DES POISSONS D’ELEVAGE

1.1. Contexte historique : de la domestication a une économie de production

La Révolution Néolithique (14 000 a 7 000 avant J.-C.), induite par 'abandon progressif
des activités de chasse et de cueillette, a poussé 'Homme a développer de nouvelles
pratiques agricoles. Cette nouvelle ére a été accompagnée d’'une explosion démographique
ou les populations, devenues davantage sédentaires, ont été amenées a domestiquer
certaines espéces végétales et animales pour leur alimentation et le commerce (Nash, 2010;
Sauer, 1952; Senécal, 2010).

Précédée par la culture de végétaux, la domestication d’animaux terrestre a été initiée
par I'élevage de bétail en 6000 av. J.-C.. Les prémices de domestication aquacole sont quant
a elles plus contemporaines et ont été datées a 1500 av. J.-C. suite a la découverte de
fresques égyptiennes dépeignant I'élevage du tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) dans des
étangs (Teletchea, 2016). Un peu plus tard, en Chine, les écrits originaux de la dynastie Chou
(1100 av. J.-C.) décrivaient de facon détaillée la domestication de la carpe commune Cyprinus
carpio utilisée a des fins alimentaires et ornementales. L’élevage de cette espéce s’est ensuite
largement développée jusqu’a la prise de pouvoir de la famille Tang en I'an 618. Le nom de
I'empereur faisant référence a celui de la carpe commune, I'abatage de ce poisson s’est vu
étre interdit durant pres de trois siecles, forgant la Chine & diversifier les espéces aquatiques
cultivées (Nash, 2010). Dans I'Antiquité, les romains ont été pionniers dans le stockage
d’animaux aquatiques via l'utilisation de viviers marins et de parcs ostréicoles. Des carpes
communes danubiennes ont également été importées de I'Europe de I'Est a cette méme
période et leur élevage s’est finalement rapidement répandue vers I'Ouest et en Angleterre
sous l'influence de I'Eglise Cistercienne (Costa-Pierce, 2008). L’aquaculture s’est longtemps
limitée aux pratiques ancestrales mais a connu durant les siecles suivant, des
bouleversements majeurs en termes de maitrise des cycles d’élevage, de modernisation et de
diversification des systémes de production. C’est au cours du 18°™ siécle qu’apparurent les
premiers essais de fertilisation artificielle sur la truite européenne Salmo trutta. Cette
découverte a permis a 'Europe de développer ses piscicultures de salmonidés avec I'élevage
de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) a la fin du 19°™ siécle. La production de truite fut
alors la premiére production piscicole intensive en France. Les résultats fructueux obtenus sur
ces poissons dulcicoles ont par la suite induit le développement d’écloseries d’espéces
marines (e.g. crevette royale Penaeus japonicus, huitre creuse japonaise Magallana gigas,
bar rayé Morone saxatilis) dans le monde a partir de 1980, permettant aux éleveurs de se
défaire de leur dépendance au milieu naturel. Principalement utilisé en milieu ouvert, I'élevage
d’animaux aquatiques a ensuite transité vers la culture en milieu fermé permettant un meilleur
control de la qualité de l'eau, de la survie et de maitriser la croissance des animaux
(Doumenge, 1986; Harache, 2002; Ifremer, 2011).

Malgré son développement et sa modernisation, I'aquaculture est longtemps restée
en retrait face a 'accaparement du marché par les activités de péche de capture. En 1980, la
majeure partie de la production carnée aquatique mondiale était effectivement assurée par les
activités de péche en milieu naturel. En 1950, la production aquacole ne dépassait pas les
600.000 tonnes, soit environ 3% du tonnage total incluant les 19 millions de tonnes issues des
péches de capture. L’augmentation incessante de la population mondiale et la diminution des



ressources halieutiques ont finalement suggéré le développement mondial de I'aquaculture a
la fin du 20°™ siécle. Avec une production estimée a 110 millions de tonnes comprenant plus
de 500 espéces en 2016, I'aquaculture s’est rapidement insérée dans une économie de
production et de négoce. Elle représente aujourd’hui 16,5% de la production carnée totale et
55% de la production de poissons de consommation mondiale, générant ainsi prés de 243,5
milliards de dollars de chiffre d’affaire en 2016 (FAO, 2016; Fry et al., 2018).

Dans un contexte de diminution des ressources halieutiques et de réduction des quotas
de péche, I'aquaculture est aujourd’hui confrontée a la stagnation de la production d’huile et
de farine de poissons minotiers utilisées dans la confection des aliments piscicoles. Un
déséquilibre proche entre I'offre et la demande est donc a prévoir, invitant 'aquaculture a
trouver des alternatives durables a lutilisation d’huile et de farine de poissons. Ces
préoccupations ne sont pas récentes puisque l'incorporation d’ingrédients végétaux a permis
de faire évoluer les formulations en réduisant la part de protéines animales dans les aliments
aquacoles. Une substitution totale n’est cependant pas encore envisageable car elle provoque
une diminution des performances de croissance et de reproduction chez de nombreuses
espéces mais également une altération de la qualité de la chair, notamment en termes de
compositions en acides gras (De Francesco et al., 2007; Drew et al., 2007; Lazzarotto et al.,
2016; Mourente and Bell, 2006). Le remplacement des huiles et farines de poisson par de

nouvelles matiéres premiéres est donc a mettre en lien avec les particularités
nutritionnelles respectives de chaque espece de poisson.

1.2. L’aliment en aquaculture : les besoins lipidiques des poissons d’élevage

1.2.1. Généralités

Jusqu’au milieu du 20°™ siécle, les formes d’alimentation en aquaculture sont restées
relativement ascétiques puisqu’elles reposaient exclusivement sur la productivité intrinséque
des bassins d’élevage ou sur l'utilisation de sous-produits animaux et végétaux non
consommés par 'Homme (Davis, 2015; Tacon and Metian, 2015). La forte demande en
produits aquatiques a néanmoins rapidement relevé l'inefficience de ces pratiques en termes
de productivité, encourageant les professionnels a développer des techniques d’amendement
artificiel adaptées aux espéces. L’alimentation des espéces aquacoles n’a réellement été prise
en considération qu’a partir des années 1950 lors de l'arrivée des premiers aliments artificiels
humides et des pellets secs. Cette révolution zootechnigue a alors inspiré la recherche
scientifique a mieux comprendre et a améliorer la nutrition des espéces d’intérét dans 'optique
de couvrir leurs besoins nutritionnels et de produire des poissons riches en protéines, en
minéraux, en vitamines et en acides gras essentiels pour 'lHomme (Le Gouvello and Simard,
2017).

Selon Webber and Riordan (1976), la connaissance des caractéristiques biologiques
propres aux organismes cultivés est primordiale et permet d’assurer la bonne conduite du
systéme d’élevage. Les bases de la nutrition et de la formulation des aliments aguacoles se
sont de ce fait fondées sur des études du comportement alimentaire des espéces dans leur
milieu naturel. Ainsi, ces organismes ont pu étre catégorisés en fonction de leurs besoins en
protéines, lipides, carbohydrates, vitamines et minéraux mais également en fonction de
laliment dominant de leur régime. Les herbivores consomment préférentiellement des
végétaux (e.g. certains cyprinidés), les détritivores se nourrissent de matiére organique morte
(e.g. les siluriformes et crustacés), les carnivores ou piscivores mangent d’autres animaux
(e.g. les salmonidés) et les omnivores ont une alimentation mixte (e.g. le tilapia). Cette
diversité implique donc de considérer chaque espece dépendamment de ses besoins



nutritionnels et de ses capacités métaboliques, d’autant plus que certaines espéces
carnivores, telle que la truite, utilisent mal les glucides au niveau métabolique (Panserat et al.,
2001). Au vu de la grande diversité nutritionnelle des especes aquatiques, ce travail
s’est focalisé sur les besoins en lipides et acides gras des poissons d’élevage.

1.2.2. Les lipides dans les aliments piscicoles

Les lipides, de par leur haute valeur énergétique (39,5 kJ-g* contre 17,2 kJ-g™* pour les
glucides) et leur composition en acides gras, constituent un des principaux ingrédients des
aliments piscicoles. Ces lipides sont majoritairement apportés par les huiles de poissons qui
tendent, depuis les 25 derniéres années, a étre remplacées par des huiles végétales moins
onéreuses mais dépourvues en acides gras oméga 3 polyinsaturés a tres longue chaine (VLC-
PUFA n-3) tels quel I'acide eicosapentaénoique (EPA, 20:5n-3) et 'acide docosahexaénoique
(DHA, 22:6n-3). En effet, la plupart des végétaux sont riches en acides gras a 18 carbones
mais ne contiennent pas d’EPA et de DHA, leur conférant ainsi des qualités nutritionnelles
amoindries par rapport & des huiles de poissons. Bien que certaines espéces, comme la truite
et le saumon, soient capables de biosynthétiser des VLC-PUFA a partir I'acide linoléique (AL)
et de l'acide a-linolénique (ALA), les quantités produites restent trop faibles et la chair des
poissons conserve rarement les qualités organoleptiques et nutritionnelles appréciées pour
l'alimentation humaine (Cahu, 2004; Gélineau et al., 2001; Guillaume et al., 2001; Halver,
2013; Nasopoulou and Zabetakis, 2012; Watanabe, 1982). De plus, 'EPA et le DHA
apparaissent comme des acides gras fondamentaux pour la croissance et l'intégrité des larves
lors des premiers stades de vie (Watanabe, 1993).

La composition des aliments piscicoles est riche en lipides (e.g. 15-20% chez le truite
et 30% chez les saumon). Ces fortes teneurs permettent aux poissons d'utiliser
préférentiellement les lipides comme substrat énergétique et de réserver les protéines pour
leur croissance. Le remplacement total ou partiel des huiles de poissons par des huiles
végétales reste de ce fait possible chez de nombreuses espéces puisqu’il n’affecte pas leurs
performances de croissance. En revanche, ces aliments riches en lipides engendrent des
bouleversements métaboliques qui conduisent in fine & un engraissement périviscéral et
musculaire de I'animal (Kolditz, 2008; Médale et al., 2013; Watanabe, 1982). Le métabolisme
des lipides dépendant en partie de I'alimentation, ce travail s’est concentré sur les
mécanismes biochimiques propres aux lipides et aux acides gras.

1.2.3. Le métabolisme des lipides

Le métabolisme des lipides débute lors de la digestion et de 'absorption et se subdivise
ensuite en différentes voies métaboliques. Chez les poissons, la lipolyse s’effectue
principalement dans le duodénum sous 'action émulsifiante de la bile produite par le foie et
I'action lytique des lipases pancréatiques qui transforment les lipides en acides gras libres et
en glycérol. L’absorption de ces nutriments, encore mal connue chez les poissons, semblent
néanmoins suivre les grands principes physiologiques de diffusion passive et de transport actif
illustrés chez les mammiféres, et s’effectuent au niveau des villosités qui tapissent la paroi
interne de l'intestin gréle. Suite a I'absorption, les nutriments lipidiques peuvent étre impliqués
dans différentes réactions biochimiques au niveau des hépatocytes, le foie étant I'acteur
central du métabolisme nutritionnel (Tocher, 2003). Les principales protéines de transport,
enzymes et voies métaboliques étudiées durant le stage sont présentées dans les
paragraphes suivants.



La lipogenése joue un rdle majeur dans la néosynthése des acides gras mono-
insaturés a 16 ou 18 carbones (MUFA) chez les animaux. L’ATP citrate lyase ACLY1
(EC2.3.3.8) initie la formation de I'acétyl-coenzyme A (acétylCoA) nécessaire aux premieres
étapes de la lipogenése. Cette voie métabolique se déroule dans le cytosol des hépatocytes
et catalyse l'ajout successif de malonyl-coenzyme A (malonylCoA) a l'acétylCoA grace a
'acide gras synthase FAS (EC2.3.1.85). L’action de la FAS est appuyée par la coenzyme
réduite NADPH,H* principalement fournie par la glucose-6-phosphate déshydrogénase
G6PDH (EC1.1.1.49) au cours de la voie des pentoses phosphates (Figure 1A).

Les poissons catabolisent les lipides préférentiellement aux glucides pour couvrir leurs
besoins énergétiques. Le catabolisme des lipides se déroule dans les mitochondries et
peroxysomes des cellules musculaires via la B-oxydation des acides gras. Les triglycérides,
synthétisés au cours de la lipogenése ou apportés par l'aliment, sont transportés par voie
sanguine a I'ensemble des tissus et notamment aux muscles ou ils seront absorbés par
diffusion a travers la membrane cytoplasmique. Une fois dans le cytosol, les triglycérides sont
clivés en acides gras sous 'action de lipases, puis activés et transportés dans la mitochondrie
par les navettes carnitine composées de deux protéines membranaires dont la carnitine
palmitoyltransferase 1 codées par les paralogues cptla, cptlb, cptlc et cptld. L’oxydation des
acides gras permet de former des molécules d’acétylCoA et est réalisée au cours de
nombreuses réactions enzymatiques dont fait partie I'enzyme 3-Hydroxyacyl-CoA
déshydrogénase HOAD (EC1.1.1.35) (Figure 1B).

Les animaux ne possedent pas la capacité de biosynthétiser les acides gras oméga 3
polyinsaturés a longue chaine (LC-PUFA n-3). L’acide linoléique (AL, 18:2n-6) et I'acide a-
linolénique (ALA, 18:3n-6) doivent donc nécessairement étre apportés par I'alimentation. En
effet, 'AL et 'ALA sont les précurseurs respectifs de la biosynthése des LC-PUFA oméga 3
et oméga 6. Par désaturation et élongation successives, ces deux acides gras permettent
d’obtenir des VLC-PUFA n-3 et VLC-PUFA n-6. L’ALA permet notamment de synthétiser lTEPA
et le DHA sous l'action de la A6-désaturase FADS2 (EC1.14.19.3) et des élongases 2 et 5
(ELOVL2 - EC2.3.1.199 et ELOVL5- EC2.3.1.199) (Figure 1C).

Le métabolisme du cholestérol se divise en deux grandes sections métaboliques : la
synthése a proprement parler et son élimination par la bile suite a la synthése d’acides biliaires.
Premierement, la synthése du cholestérol est engagée par la synthése du 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoA HMG-CoA (EC2.3.3.10) dans le cytosol des hépatocytes a partir de
'acétylCoA et de I'acétoacétyl-coenzyme A sous l'action d’une synthase codée par le gene
hmgcS. Puis, THMG-CoA est réduit en mévalonate par la 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA
réductase HMGCR (EC1.1.1.34). Le lanostérol formé apres plusieurs étapes de cyclisation est
ensuite transformé en zymostérol sous I'action de la lanostérol 14-a-déméthylase CYP51A
(EC1.14.14.154). La derniere étape de la synthése du cholestérol est finalement catalysée par
la 7-déhydrocholestérol synthase DHCR7 (EC1.3.1.21). Le cholestérol ainsi biosynthétisé peut
ensuite étre transporté, sous sa forme libre ou étre associé a des lipoprotéines dans des
chylomicrons, par la protéine de transport ATP-binding transporter cassette A1 (ABCAL) vers
le sang afin d’étre distribué vers les tissus et les organes en besoin. Le cholestérol en excés
peut également étre dégradé par le foie en acides biliaires par 'enzyme cholestérol 7 alpha-
hydroxylase a CYP7A (EC1.14.14.23) et étre éliminé dans la canalicule biliaire par les
protéines transmembranaires ATP-binding cassette sub-family G member 5 et 8 (ABCG5 et
ABCGS8) (Figure 1D) (Beigneux et al., 2004; Council et al., 2011; Guillou et al., 2010; Stryer
et al., 2003; Tocher et al., 2008; Turkmen et al., 2019).
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2. LE CONCEPT DE PROGRAMMATION NUTRITIONNELLE

Il a été montré que des événements environnementaux agissant aux stades précoces
de développement d’'un organisme étaient susceptibles d’'impacter ses caractéristiques
biologiques sur le long terme. QU'’ils soient d’origine endogéne, exogéne, biotique ou abiotique,
ces stimuli peuvent étre enregistrés et retenus par I'organisme, et programmer durablement
son développement ainsi que ses fonctions cognitives et physiologiques. Ce phénoméne,
mieux connu sous le terme de programmation, a été décrit par la théorie des 4 R « The 4 R’s
of programming » par Hales et Barker a la fin du 19°™ siécle. Lors des stades précoces,
I'organisme peut recevoir et enregistrer un stimulus (Receive et Record) dont il se rappellera
(Remember) et qu’il exprimera sous la forme d’un phénotype particulier en tant que juvénile
ou a I'age adulte (Reveal) (Bock and Whelan, 2008; Hales and Barker, 1992; Lucas, 1998).

Compte tenu de 'évidence de I'action de certains stimuli sur le devenir des organismes,
il a ensuite été question de comprendre si d’autres facteurs, telle que la nutrition, pouvaient
étre sujets a programmation. C’est dans les années 1960 que le concept de programmation
nutritionnelle a vu le jour. Il est apparu que la programmation nutritionnelle pouvait étre induite
durablement a travers l'alimentation maternelle (a), via les facteurs environnementaux
abiotiques (e.g. hypoxie ; Liu et al., 2017) (b) mais aussi lors de la premiéere alimentation (c)
(Figure 2). En effet, de nombreuses études sur les mammiféres ont permis de montrer
'existence d’effets durables de la nutrition pré- et postnatale sur les mécanismes
physiologiques des organismes (Lucas, 1998). Il a notamment été montré chez le rat, qu’'une
modification de la composition alimentaire durant une période de forte plasticité métabolique
pouvait engager, sous laction de la programmation nutritionnelle, un remaniement
métabolique exprimé sous la forme d’'un phénotype nutritionnel spécifique a I'Age adulte
(McCance, 1962; Widdowson Elsie May and McCance Robert Alexander, 1963). Largement
étudiée chez les mammiféres, la programmation nutritionnelle chez le poisson a été initiée par
les travaux de (Geurden et al., 2007)) sur des juvéniles de truite arc-en-ciel Oncorhynchus
mykiss lors de la premiére alimentation. Aujourd’hui, la recherche s’est tournée vers I'étude de
la programmation nutritionnelle a différents stades de vie et sur de nombreuses espéces de
poisson. Les mécanismes a l'origine de la programmation sont a ce jour encore mal connus.
Néanmoins, la modification de la composition des réserves nutritives foetales via I'alimentation
maternelle et les mécanismes épigénétiques pourraient étre impliqués dans le processus de
programmation nutritionnelle (Panserat et al., 2018).

CEufs et embryons

S RN

’ ‘4? (@ Stimulus nutritionnel précoce ‘
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Géniteurs

QRetd

Juvéniles
Effets de programmation ?

Figure 2. Vue schématique des niveaux d’application des stimuli nutritionnels précoces au cours du
cycle de développement chez le poisson (adapté de Panserat et al., 2018 ; ©Warren photographic).



Dans le contexte aquacole actuel, la programmation nutritionnelle pourrait étre un des
leviers de I'amélioration de I'utilisation de nouveaux ingrédients. Dans cette étude, avec
I’hypothése que le régime maternel puisse affecter la composition du vitellus
notamment au niveau des réserves lipidiques, il a été choisi d’appliquer le stimulus
nutritionnel a travers I'alimentation lipidique de génitrices de truites arc-en-ciel.

3. OBJECTIFS DU STAGE

Le travail présenté dans ce mémoire vise a évaluer les conséquences d’une
alimentation végétale, supplémentée ou non en DHA d’origine micro-algale, au cours
du cycle de reproduction de la truie arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) sur les
performances de croissance et le métabolisme des descendants.

Durant les 26 semaines précédant la reproduction, des génitrices de truite arc-en-ciel
ont été nourries avec un aliment strictement végétal supplémenté ou non en DHA. Les
juvéniles obtenus ont ensuite été challengés avec un aliment végétal supplémenté en DHA
dans le but d’évaluer leur réponse métabolique. En fonction du régime nutritionnel maternel, il
s’agissait d’évaluer chez les descendants :

(1) les performances de croissance et les parametres alimentaires ;

(2) les teneurs de certains indicateurs métaboliques plasmatiques ainsi que les
compositions corporelles ;

(3) I'expression de certains génes du métabolisme des lipides et les activités d’enzymes-
clés de la lipogenése.

MATERIEL ET METHODE

1. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

L’expérimentation support de mon stage de Master 2 a été réalisée dans le cadre du
projet NutriEgg. Proposé par 'INRA en 2016 pour une durée de 3 ans, le programme
scientifique NutriEgg est porté par les unités de recherche NuMeA (Nutrition, Métabolisme et
Aquaculture) de Saint-Pée sur Nivelle et LPGP (Laboratoire de Physiologie et Génomique des
Poissons) de Rennes et s’appuie sur les dispositifs expérimentaux des piscicultures INRA des
Monts d’Arrée (PEIMA, Sizun, France) et de Donzacq (France). Ce programme a été financé
a hauteur de 500.000 euros par le Fonds Européen pour les Affaires Maritimes et la Péche
(FEAMP) et s’inscrit dans un contexte de développement durable de la péche et de
laquaculture. L’expérimentation a été effectuée conformément aux lois frangaises et
européennes concernant la protection et le bien-étre des animaux utilisés a des fins
scientifiques (Directive 2010/63/EU). Le protocole expérimental n’a pas été soumis a un comité
d’éthique car les régimes utilisés ont été formulés de facon a couvrir les besoins nutritionnels
des poissons et les prélévements tissulaires ont tous été effectués aprés anesthésie puis
euthanasie des poissons.



Le protocole expérimental est schématisé dans la Figure 1. Des femelles de truite arc-
en-ciel Oncorhynchus mykiss (souche automnale) ont été produites et élevées sous
photopériode et condition de température naturelles dans les installations de la PEIMA. Au
début de l'expérience (décembre 2017), les femelles (1420 + 245 g) ont été divisées
aléatoirement en trois groupes dans des bassins extérieurs et nourries avec des régimes
alimentaires différents. Le premier groupe de génitrices a été nourri avec un régime
commercial (Le Gouessant, Lamballe, France) (COM), le second groupe avec un régime
exclusivement végétal (VEG) et le troisieme groupe avec un régime exclusivement végétal
mais supplémenté en DHA d’origine micro-algale (VEG+DHA). Les génitrices ont été nourries
a satiété visuelle avec leur aliment respectif durant 25 semaines. Chaque traitement
alimentaire a été réalisé en triplicas de bassins. Les ingrédients et la composition de chaque
aliment sont présentés dans le Tableau 1 et le Tableau 2. A la fin des 25 semaines
d’alimentation (juin 2018), 4 femelles ovulantes (2423 + 262 @) par traitement ont été
sélectionnées et strippées manuellement. Les ceufs obtenus ont été fécondés avec un pool de
spermes de males nourris avec un aliment commercial. Les paramétres biométriques de
chaque femelle ont été relevés (adiposité du muscle évaluée par fatmétrie, mesures de poids
et de taille). Les gonades, le foie et les viscéres ont été prélevés. Le nombre d’ceufs par ponte,
le taux d’ceufs blancs (24 heures aprés hydratation), le diamétre moyen des ceufs, le taux de
survie a I'éclosion et le taux de malformés ont également été mesurés. Les ceufs fécondés ont
été séparés par régime d’origine de leur génitrice. A la premiére alimentation (environ 60 j*
post-fécondation, aolt 2017), 'ensemble des alevins (73 £ 4 mg) a été nourri avec un aliment
commercial classique durant 24 semaines. Les biomasses totales par bassin, les quantités
d’aliment distribuées et les taux de survie ont été relevés toutes les 3 semaines. A la fin des
24 semaines (novembre 2018), les juvéniles (16 + 0,5 g) ont été transférés a la pisciculture
expérimentale INRA de Donzacq (France) puis acclimatés aux conditions du site durant une
semaine. Les individus ont été divisés selon le passé nutritionnel de leurs génitrices
respectives a raison de 50 individus par bassin et de 3 bassins par traitement. A la fin de
I'acclimatation, 6 individus par régime maternel ont été sédatés (benzocaine, 30 mg-ml?), puis
mis a mort par surdose anesthésique (benzocaine, 90 mg-ml?) avant d’étre congelés a -80°C
(Figure 3 en A). Les juvéniles (tous réegimes maternels confondus) ont ensuite été soumis a
un challenge nutritionnel avec I'aliment strictement végétal supplémenté en biomasse algale
riche en DHA (VEG+DHA). Les animaux ont été nourris 2 fois par jour a satiété visuelle sur
une durée totale de 12 semaines. Les biomasses totales par bassin, les quantités d’aliment
distribuées et les taux de survie ont été relevés toutes les 3 semaines durant le challenge
nutritionnel. A la fin des 12 semaines (février 2019) et 6 heures apres le dernier repas, 6
descendants (147 + 3 g) par femelle ont été sédatés (benzocaine, 30 mg-ml?), puis mis a mort
par surdose anesthésique (benzocaine, 90 mg-ml?) avant d’étre congelés a -80°C pour
analyses de compositions corporelles. Neuf autres poissons par génitrice, soit 3 poissons par
bacs, ont été sédatés puis mis a mort afin d’en prélever et d’en congeler le sang, les visceéres,
le foie et le muscle pour analyses biochimiques, moléculaires et biométriques (Figure 3 en B).



Tableau 1. Ingrédients et composition des aliments.

Aliments COM VEG VEG+DHA
Matieres premieres (en % de matiére séche)
Farine de poison NR 0,00 0,00
Huile de poisson NR 0,00 0,00
Algue Schizochytrium NR 0,00 6,90
Gluten de mais NR 19,7 19,7
Tourteau de soja NR 14,0 14,5
CP de pois (lysamine) NR 14,4 15,0
CP de soja NR 12,4 9,60
CP de féverole NR 9,00 9,00
CP de luzerne NR 4,00 0,00
Guar NR 8,80 9,00
Amidon de blé prégélatinisé NR 1,30 0,00
Cellulose NR 0,40 0,00
Huile de colza NR 7,50 3,30
Huile de lin NR 1,10 1,10
Choline chloride 60% NR 0,25 0,25
Lécithine de soja NR 1,00 1,00
Mix minéraux NR 1,60 1,60
Mix vitaminiques NR 1,50 1,50
Dicalcium de phosphate NR 1,70 1,30
L-lysine NR 0,80 0,80
L-méthionine NR 0,50 0,50
Astaxanthine NR 0,04 0,04

Analyse de la composition des aliments

Matiére seéche (%) 91,8 97,5 96,7
Cendres (%MS) 12,9 7,30 7,30
Protéine brute (%MS) 53,0 53,8 54,5
Arginine (%) NR 3,50 3,50
Leucine (%) NR 4,70 4,70
Lysine (%) NR 3,30 3,20
Méthionine (%) NR 1,20 1,20
Méthionine + Cystine (%) NR 1,80 1,80
Amidon (%MS) 15,0 6,90 5,60
Lipides totaux (%MS) 8,40 13,4 12,9
AL (%LT) 0,80 3,50 2,60
ALA (%LT) 0,00 1,60 1,00
EPA (%LT) 0,60 0,00 0,00
DHA (%LT) 0,40 0,00 1,10
Energie brute (kJ-g* de MS) 21,1 23,3 23,4

COM, aliment commercial Le Gouessant; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; NR, non renseigné ; CP, concentré protéique ; AL, acide linoléique ; ALA, acide
a-linolénique ; DHA, acide docosahexaénoique ; %LT, pourcentage des lipides totaux; % MS,
pourcentage de matiére séche ; kJ-g* de MS, kilojoule par gramme de matiere séche.



Tableau 2. Composition des aliments en acides gras (en % des acides gras totaux).

Aliments COM VEG VEG+DHA
Acides gras totaux (%) 97,5 99,3 97,2
Saturés 39,6 18,2 36,2
> MUFA 29,0 43,3 25,3
> LC-PUFA n-6 9,90 25,9 20,3
18:2 n-6 (AL) 9,50 25,9 20,3
20:4 n-6 (ARA) 0,40 0,00 0,00
> LC-PUFA n-3 11,0 11,7 15,3
18:3 n-3 (ALA) 0,00 11,7 7,40
20:4 n-3 0,20 0,00 0,00
20:5 n-3 (EPA) 6,60 0,00 0,00
20:6 n-3 6,60 0,00 0,00
22:6 n-3 (DHA) 4,20 0,00 7,90

COM, aliment commercial Le Gouessant; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; Y MUFA, somme des acides gras mono-insaturés ; Y LC-PUFA n-6, somme des
acides gras oméga 6 polyinsaturés a longue chaine ; Y LC-PUFA n-3, somme des acides gras oméga
3 polyinsaturés a longue chaine ; AL, acide linoléique ; ARA, acide arachidonique ; ALA, acide a-
linolénique ; EPA, acide eicosapentaénoique ; DHA, acide docosahexaénoique.

Transfert et

Reproductlon acclimatation
qére allmentatlon
COM [ 70 mg
a 1 ’ |||||||| |||||||| S
i ? i ‘? 3
+
VEG DHA i
_ 9 i Q i 2’ g
[ 2 * o — *
oE seimliies 24 semaines 12 semaines
Aliment COM Challenge nutritionnel

Figure 3. Résumé schématique du protocole expérimental (©Laura Frohn, 2019, INRA-NuMeA).
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2. DONNEES ZOOTECHNIQUES

2.1. Performances de croissance des descendants

Les paramétres zootechniques de croissance ont été déterminés pour 'augmentation
journaliére de poids sur une période donnée et exprimée par le taux spécifique de croissance
SGR enj?! (équation 1).

SGR = nems )A‘tl“(pm") x 100 (1)

poids total initial

pmi = )

nombre total drindividus

poids total final

pmf = ®3)

nombre total drindividus
Avec pmi (équation 2) : le poids moyen avant le challenge (en grammes), pmf (équation 3) :
le poids moyen a la fin du challenge (en grammes) et At : la durée de la période considérée
(en jours).

2.2. Parameétres de consommation des descendants

Les parametres de consommation ont été déterminés pour la prise alimentaire
journaliere moyenne DFI en %:-j! (équation 4). Le gain de poids vif observé en fonction de la
quantité d’aliment distribuée au cours d’'une période donnée a été exprimé par le calcul de
I'efficacité alimentaire FE (équation 5).

quantité totale d' aliment distribuée

poids total initial;-poids total final % 10-3 x At (4)

DFI =

poids total final+poids des morts—poids total initial

FE = ®)

quantité draliment distribuée

3. ANALYSES BIOCHIMIQUES DES METABOLITES PLASMATIQUES DES
DESCENDANTS

Les analyses biochimiques ont été effectuées sur des plasmas des juvéniles issus des
génitrices COM, VEG et VEG+DHA. Les plasmas ont été prélevés a la fin des 12 semaines
de challenge nutritionnel VEG+DHA et 6 heures aprés le dernier repas. Les analyses décrites
ci-dessous expliquent les principes des méthodes utilisées. Le détail des différents modes
opératoires se trouvent dans les Annexes | a IV.
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3.1. Dosage des acides aminés totaux plasmatiques

Les teneurs en acides aminés totaux plasmatiques ont été déterminées selon le
principe de dosage colorimétrique a la Ninhydrine Sigma a 2% (Annexe |). Le réactif (N7285,
Aldrich) est composé d’une solution de ninhydrine et d’hydrindantine diluée dans du DMSO et
du tampon acétate de lithium (pH 5,2). Les acides aminés en solution sont désaminés et
décarboxylés sous I'action de la ninhydrine. La réaction libére une molécule d’ammoniac NH3
et une molécule de CO; pour former un aldéhyde et une molécule d’hydrindantine (ninhydrine
réduite) (équation 6). L'ammoniac et I'hydrindantine formés réagissent ensuite avec une
molécule de ninhydrine pour former un groupe quinone (équation 7) dont la coloration pourpre
est directement proportionnelle a la concentration en acides aminés totaux de I'échantillon. La
densité optique de I'échantillon peut finalement étre mesurée par spectrophotométrie a 570
nm.

acides aminés libres (aq) + H20 (I) = aldéhyde (aq) + hydrindantine (aq) + NHz (g) + CO2 (g) (6)
NH3 (g) + hydrindantine (aq) + ninhydrine (aq) = quinone (aq) )

3.2. Dosage du glucose plasmatique

Les teneurs en glucose plasmatiques ont été déterminées par un dosage enzymatique
colorimétrique sur microplaque a l'aide d’un kit Sobioda selon la méthode quantitative GOD-
POD (glucose oxydase-peroxydase) (Annexe l1l). Le réactif (W1306.122, Sobioda) est
composé de glucose oxydase (EC1.1.3.4) permettant la catalyse du glucose entrainant la
libération d’'une molécule de peroxyde d’hydrogéne H.O, pour une molécule d’acide
gluconique (équation 8). La peroxydase (EC 1.11.1.7) permet ensuite de catalyser 'H.O- en
un groupement quinone dont la coloration rose est directement proportionnelle a la
concentration en glucose de I'échantillon (équation 9). La densité optique de I'échantillon peut
finalement étre mesurée par spectrophotométrie a 505 nm.

glucose (aq) + glucose oxydase (aqg) + H20 (I) + Oz (g) = acide gluconique (aqg) + H202 (aq)  (8)
H.0- (aq) + peroxydase (aq) + phénol (aq) + 4-amino-antipyrine (aq) = quinone (aq) + H20 (1) (9)

3.3. Dosage du cholestérol plasmatique

Les teneurs en cholestérol contenues dans le plasma sanguin ont été déterminées par
un dosage enzymatique colorimétrique sur microplaque a I'aide d’un kit Sobioda (réf. réactif :
WCHOL100) selon la méthode quantitative CHOD-POD (cholestérol oxydase-peroxydase)
(Annexe Ill). Le réactif est composé de cholestérol estérase (EC3.1.1.13), de cholestérol
oxydase (EC1.1.3.6) et de peroxydase (EC 1.11.1.7). La cholestérol estérase transforme dans
un premier temps les esters de cholestérol en cholestérol et en acides gras libres (équation
10). Le cholestérol est ensuite oxydé par la cholestérol oxydase (équation 11), produisant
ainsi du cholesténone et de I'H20-.

esters de cholestérols (aq) + estérase (aq) + H20 (I) > cholestérols (aq) + acides gras (aq) (10)

cholestérols (aq) + cholestérol oxydase (aq) + Oz (g) = cholesténone (aq) + H20- (aq) (11)
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Enfin, la peroxydase transforme le cholesténone en groupement quinone (équation
12) dont la coloration rose est directement proportionnelle a la concentration en cholestérol de
'échantillon. La densité optique de [I'échantillon peut finalement étre mesurée par
spectrophotométrie a 550 nm.

cholesténone (aq) + peroxydase (aq) + 2H202 (aq) = quinone (aq) + 4H20 (1) (12)

3.4. Dosage des triglycérides plasmatiques

Les teneurs en triglycérides plasmatiques ont été déterminées par un dosage
enzymatique colorimétrique sur microplaque avec un kit Sobioda selon la méthode quantitative
GPO-POD (glycérol-3-oxydase-peroxydase) (Annexe V). Le réactif (WTRIG050, Sobioda) est
composeé de lipoprotéine lipase (EC3.1.1.34), de glycérol kinase (EC2.7.1.30), de glycérol-3-
oxydase (EC1.1.3.21) et de peroxydase (EC 1.11.1.7). Les triglycérides plasmatiques incubés
avec la lipoprotéine lipase libérent des acides gras libres et du glycérol (équation 13). Le
glycérol est ensuite transformé en glycéraldéhyde-3-phosphate G3P sous I'action de la
glycérol kinase (équation 14). La glycérol-3-oxydase catalyse la transformation du G3P en
acide aminé non protéinogene DAP libérant une molécule d’'H.O, (équation 15). Enfin, le
peroxyde d’hydrogéne est transformé par la peroxydase en groupe quinone (équation 16)
dont la coloration rose est directement proportionnelle a la concentration en triglycérides de
'échantillon. La densité optique de [I'échantillon peut finalement étre mesurée par
spectrophotométrie a 505 nm.

triglycérides (aq) + lipoprotéine lipase (aq) + H20 (I) = acides gras libres (aq) + glycérol (aq) (13)

glycérol (aq) + glycérol kinase (aq) + ATP (aq) = G3P (aq) + ADP (aq) (14)
G3P (aq) + glycérol-3-oxydase (aqg) + Oz (g) > DAP (aq) + H20. (aq) (15)
H20- (aq) + peroxydase (aq) + peroxyde d’hydrogene (aq) 2 quinone (aq) + Hz0 (1) (16)

4. DETERMINATION DE LA COMPOSITION CORPORELLE DES DESCENDANTS

L’analyse de la composition corporelle a été effectuée sur des juvéniles entiers issus
des génitrices COM, VEG et VEG+DHA. Les individus ont été prélevés a la fin des 12
semaines de challenge nutritionnel VEG+DHA et 6 heures aprés le dernier repas. Les
analyses décrites ci-dessous expliquent les principes des méthodes utilisées. Le détail des
différents modes opératoires se trouvent en Annexes Il, lll, IV etV a X.

4.1. Détermination des teneurs en matiére seche

Les teneurs en matiére séche ont été déterminées par dessiccation en étuve. Le
pourcentage de matiere séche (%MS) contenu dans chaque échantillon a été déterminé par
différence de masses (Annexe V).
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4.2. Lyophilisation des échantillons

Le cycle de lyophilisation composé de 3 étapes permet de congeler (transformation de
'eau en glace), de sublimer (transformation de la glace en vapeur) et de désorber (€limination
des gaz) les échantillons sans altérer leurs caractéristiques biologiques, chimiques et
physiques (Tableau 12 de 'Annexe VI).

4.3. Détermination des teneurs en cendres brutes

Les teneurs en cendres brutes ont été déterminées par incinération des lyophilisats en
four & cendres. Le pourcentage de cendres brutes (%cendres) contenu dans chaque
échantillon a été déterminé par différence de masses (Annexe VII).

4.4. Dosage de I’énergie calorifique brute par calorimétrie

L’énergie calorifique brute (Ho), aussi appelée chaleur de combustion ou pouvoir
calorifique, représente I'énergie thermique produite lors de la combustion d’'une matiere
combustible par le dioxygéne O, (Annexe VIII). Cette énergie calorifique peut étre quantifiée
dans un calorimétre. Le calorimétre mesure la quantité de chaleur dégagée lors de la
combustion compléte d’'un échantillon et transforme cette énergie en énergie calorifique
Ho (équation 17).

C XAT°-Q1-Q2
m

Ho = 17)
Avec C : la capacité calorique du calorimeétre aussi appelée constante de bombe (en kilojoules
par gramme), AT° : 'augmentation de la température mesurée suite a la combustion (en °C),
Q1 : la somme des quantités de chaleurs parasites (en kilojoules par gramme), Q2 : la quantité
de chaleur dégagée par la gélule en amidon vide (en KJ-g?') et m: la masse séche de
'échantillon étudié (en grammes).

4.5. Détermination des teneurs en protéines par la méthode de Kjeldahl (1883)

L’azote organique contenu dans les tissus est essentiellement présent sous forme de
protéines ou d’'acides nucléiques. Afin de déterminer les teneurs en protéines des échantillons,
les dosages peuvent étre effectués selon la méthode de Kjeldahl décrite en 1883 (Annexe IX).
Cette méthode comprend un cycle thermique de 3h15 composé de 6 étapes allant de 100°C
a 430°C. La méthode de Kjeldahl consiste a transformer I'azote organique (R-NHz) en azote
minéral (ion ammonium NH4*) en présence d’acide sulfurique (H2SO,) a température élevée.
La réaction conduit a la formation de gaz (dioxyde de carbone CO,, dioxyde de souffre SO, et
monoxyde de carbone CO) ainsi que de sulfate d'ammonium ((NH4)2S0O,) (équation 18).

R-NH2 + H.SO4 (aq) > CO2 (g) + SOz (g) + CO (g) + (NH4)2S04 (aq) (18)

La solution d’azote minéral produit sous la forme (NH4)2SO, est ensuite additionnée
en exces a une solution d’hydroxyde de sodium NaOH, puis distillée. Cette étape induit la
formation d’ammoniac gazeux NHs (équation 19). Le NHs est ensuite mis en contact avec une
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solution d’acide borique (H3BO3) provoquant la formation de borate d’ammonium (NHsH>BO3)
(équation 20). La quantité de borate d’'ammonium peut alors étre dosée par un titrage a I'acide
chlorhydrique (HCI) en présence de vert de bromocrésol (C21H14BrsOsS) (équation 21).

(NH4)2S04 (aq) + 2NaOH (ag) = NHs (g) + H20 (I) + Na;S04 (aq) (19)
NH3(g) + H3803(aq) > NH4H2803(aQ) (20)
NH4H2BOs(aq) + HCI (aq) + C21H14Brs0sS = NH4Cl (aq) + HsBOs3 (aq) (21)

4.6. Détermination des teneurs en lipides totaux et acides gras par la méthode de
Folch (1956)

La méthode d’extraction décrite en 1957 par Folch et al. permet d’isoler et de purifier
les lipides totaux contenus dans les tissus animaux (Annexe X). L’homogénéisation d’'un
échantillon dans une solution de dichlorométhane et de méthanol permet d’extraire les lipides
contenus dans les tissus organiques. L’extraction implique dans un premier temps 'obtention
d’une solution monophasique composée de lipides dissous mais également de contaminants
aqueux. La phase apolaire de 'homogénat contenant les lipides peut ensuite étre séparée de
la phase polaire hydrophile par ajout d’'une solution saline. On obtient alors une solution
biphasique dont la phase organique inférieure peut étre récupérée et évaporée afin d’en isoler
les lipides totaux. Les lipides totaux obtenus sont ensuite méthylés a haute température, sous
I'action du méthanol (CH4O) et du triflorure de bore (BF3). La méthylation ou transestérification
des triglycérides (Tg) permet de transformer les groupements carboxyliques en esters de
méthyliques d’acides gras (équation 22, adaptée de Hamad, 2009). Les groupements -
COOCHSs; ont pour caractéristiques d’étre moins polaires et plus volatiles que les acides
carboxyliques et peuvent alors étre quantifiés par chromatographie en phase gazeuse (CPG).
La CPG est une technique d’analyse permettant de séparer des composés volatiles par un
gaz inerte et d’analyser leur affinité électrostatique pour une colonne plus ou moins polaire.
L’affinité des différents esters méthyliques pour la colonne leur conférera un temps de rétention
plus ou moins élevé en fonction de leur taux de méthylation, de la longueur de leur chaine
carbonée et de leur nombre d’insaturation. Les acides gras méthylés peuvent ensuite étre
identifiés par comparaison avec le temps de rétention de standards.

H,C——OCOR
HC—o0CcOR * 3(CH40) + BFs = C3HgO3 + esters méthyliques d’acides gras (22)
H,C——OCOR

Tg

4.7. Détermination des teneurs en cholestérol corporelles

Les teneurs en cholestérol corporelles ont été déterminées a partir des lipides totaux
dilués extraits par la méthode de Folch (1957) (point 4.6.) dans un mélange d’isopropanol et
d’lgepal (10%) par un dosage enzymatique colorimétrique sur microplaque avec un kit Sobioda
selon la méthode quantitative CHOD-POD (point 3.3. et Annexe ).
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4.8. Détermination des teneurs en triglycérides hépatiques

Les teneurs en triglycérides ont été déterminées selon la méthode quantitative
colorimétriqgue GPO-POD (point 3.4. et Annexe V) sur les foies isolés des descendants des
génitrices COM, VEG et VEG+DHA a la fin des 12 semaines de challenge nutritionnel
VEG+DHA et 6 heures aprés le dernier repas.

4.9. Détermination des teneurs en glycogéne hépatique et musculaire

Les teneurs en glycogéne ont été déterminées par un dosage enzymatique
colorimétrique sur microplaque a I'aide d'un kit Sobioda selon la méthode quantitative GOD-
POD (point 3.2. et Annexe Il) sur les foies et le muscle isolés des descendants des génitrices
COM, VEG et VEG+DHA a la fin des 12 semaines de challenge nutritionnel VEG+DHA et 6
heures aprés le dernier repas.

4.10. Détermination de l'utilisation des nutriments par les descendants

Les parametres d’ingestion en g-kg?:j* (équation 23), de gain en g-kg?:j* (équation
24) et de rétention en % (équation 25) ont été estimés pour les protéines, les lipides, les
acides gras et I'énergie digestible a partir des résultats biochimiques obtenus.

quantité de X dans l' aliment %f x DFI

INGESTION = (23)
100
quantité de X dans le poisson final %f X pmf _ quantié de X dans le poisson initial %f X pmi
GAIN = I . m 24
M x 1073x At (24)
GAIN
RETENTION = —2%__ » 100 (25)
ABSORPTION

Avec X : la quantité de protéines, lipides, acides gras ou énergie digestible en pourcentage de
matiére fraiche (en %f ), DFI: la prise alimentaire journaliere soit la quantité d’aliment
consommée par poisson et par jour (en g-kg?-j1), pmi : le poids moyen initial, pmf : le poids
moyen final et At : la durée du challenge alimentaire (en jours).

5. ANALYSES MOLECULAIRES DU FOIE ET DU MUSCLE DES DESCENDANTS

Les analyses moléculaires ont été effectuées sur des foies et des muscles isolés des
juvéniles issus des génitrices COM, VEG et VEG+DHA. Les organes ont été prélevés a la fin
des 12 semaines de challenge nutritionnel VEG+DHA et 6 heures apres le dernier repas. Les
analyses décrites ci-dessous expliquent les principes des méthodes utilisées. Le détail des
différents modes opératoires se trouvent en Annexes Xl a XIIl.
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5.1. Extraction des ARN totaux

L’extraction des acides ribonucléiques totaux selon la méthode de Chomczynski et
Sacchi (1987) couple le broyage mécanique des tissus a une lyse chimique des membranes
cellulaires (Annexe Xl). Cette technique permet de casser le complexe tissulaire initial et d’en
extraire linformation génétique tout en préservant son intégrité. Une fois I'échantillon
homogénéisé, le tampon d’extraction TRIzol® Reagent va induire la destruction des parois
cellulaires et la libération du matériel génétiqgue dans un mélange de lysats et de composés
cellulaires dissous. L’élimination des composés cellulaires susceptibles d’inhiber certaines
réactions enzymatiques est réalisée par un traitement dénaturant au chloroforme. Les lysats
sont quant a eux €éliminés par centrifugation et les acides nucléiques dissous peuvent alors
étre récupérés dans le surnageant. Les ARN sont ensuite isolés par précipitation a
lisopropanol, puis lavés a I'’éthanol permettant une purification supplémentaire des lysats
résiduels. Les pelotes d’ARN finalement obtenues peuvent étre dissoutes dans de 'eau stérile.

5.2. Retrotranscription des ARN totaux en ADNc

La retrotranscription des ARN totaux comprend la transformation des ARN messagers
(ARNm), des ARN de transfert (ARNt) et des ARN ribosomiques (ARNr) en ADN
complémentaires (ADNc) (Annexe XIll). La retrotranscription implique au préalable la
dénaturation de la structure secondaire de 'ARN, puis la fixation aléatoire des amorces aux
brins dénaturés ainsi qu’aux structures secondaires persistantes. Les ARN totaux dénaturés
liés a leurs amorces sont ensuite soumis a retrotranscription par I'enzyme transcriptase
inverse (EC2.7.7.49) isolée par Howard M. Temin et David Baltimore en 1970 (Temin and
Baltimore, 1972). La transcriptase inverse SuperScript Il posséde des propriétés catalytiques
de la réaction de retrotranscription lui permettant d’apparier a partir des amorces, les
désoxyribonucléotides dNTP (désoxy-adénine tri-phosphate, désoxy-cytosine tri-phosphate,
désoxy-guanine tri-phosphate et désoxy-thymine tri-phosphate) présents dans la solution aux
désoxyribonucléotides du brin d’ARN dénaturé. L’ARN luciférase (EC1.13.12.7) présente
dans la solution est également soumise a retrotranscription et amplification, permettant ainsi
de vérifier I'efficience de la retrotranscription de par son caractére bioluminescent.

5.3.  qPCR en temps réel de genes cibles

La PCR (de I'anglais « Polymerase Chain Reaction ») est une technique d’amplification
de ’ADN découverte en 1985 par Kary Mullis (Mullis et al., 1986). Elle permet d’amplifier les
brins d’ADN en se basant sur le principe de réplication de 'ADN en assurant la dénaturation
de sa structure bicaténaire, son hybridation aux amorces et son élongation par une enzyme
polymérase (EC2.7.7.7) (Annexe XllI). A la fin des années 1990, Heid et al. (1996) mettent au
point la PCR quantitative en temps réel. Cette nouvelle méthode se différencie de la PCR
classique par la quantification des portions d’ADN amplifi€e (amplicons) tout au long de la
réaction enzymatique grace au marqueur fluorescent SYBR Green. Ce marqueur posséde la
capacité de se lier aux petits sillons des acides nucléiques doubles brins. Lorsque le nombre
d’amplicons augmente de maniére exponentielle au cours des cycles de PCR successifs, la
fluorescence émise par le SYBR Green dessine une cinétique d’expression directement
proportionnelle a la quantité d’ADN présente dans I'échantillon. L’intensité de la fluorescence
émise peut alors étre traitée par un logiciel et étre transformée en valeur quantitative tels que
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le nombre de cycles de PCR ou la concentration en ADN présente dans I'échantillon. Ainsi,
plus le nombre de cycles est faible, plus la quantité d’ADN est élevée.

Les transcrits dont les expressions ont été quantifiées dans le muscle des alevins
challengés sont les paralogues de la carnitine palmitoyltransferase (cptla, cptlb, cptlc et
cptld) ainsi que la 3-Hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (hoad) pour la B-oxydation des acides
gras a longue chaine. Les transcrits dont les expressions ont été quantifiées dans le foie des
alevins challengés sont les élongases 2 et 5 (elovi2 et elovl5) et la A6-désaturase (fads2) pour
la biosynthese des acides gras a longue chaine ; la 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA synthase
(hmgcS), la 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA réductase (hmgcR), la cholestérol 7 alpha-
hydroxylase a (cyp7a), la lanostérol 14-a-déméthylase (cyp51a), la 7-déhydrocholestérol
synthase (dhcr7), 'ATP-binding transporter cassette Al (abcal), 'ATP-binding cassette sub-
family G member 5 (abcg5) et 'ATP-binding cassette sub-family G member 8 (abcg8) pour le
métabolisme du cholestérol ; 'ATP citrate synthase (aclyl) et I'acide gras synthase (fasn) pour
la lipogenese et la glucose 6-phosphate déshydrogénase (g6pdh) pour le métabolisme des
pentoses phosphates. Les séquences des amorces utilisées se trouvent dans le Tableau 13
de 'Annexe XIII.

5.4.  Activités enzymatiques

Les enzymes sont des protéines catalysantes impliguées dans les réactions
biochimiques. Elles sont généralement aidées par des cofacteurs non protéiques ou par des
coenzymes. Les enzymes permettent d’accélérer la transformation d’un substrat S en un
produit P en liant leur site actif au substrat de maniére spécifique selon le modéle de la
« serrure et de la clef » (Emil Fischer, 1894) et de « I'ajustement induit » (Daniel Koshland,
1958). L’énergie d’activation de la réaction chimique est alors abaissée et la catalyse de la
réaction débute. L’activité d’'une enzyme peut donc étre estimée par la vitesse de disparition
du substrat (AS) ou la vitesse d’apparition du produit (AP) au cours du temps (At) (équation
26) et est exprimée en U-g*-min-,

AS AP
- ou

At At

Les activités des enzymes FAS (acide gras synthase) et G6PDH (glucose-6-phosphate

déshydrogénase) ont été mesurées selon le mode opératoire décrit en Annexe XIV. Le

protocole se base sur les réactions impliquées dans les voies métaboliques décrites dans le
point 1.2.3. de l'introduction.

(26)

6. ANALYSES STATISTIQUES

Les données sont représentées par leur moyenne x et leur erreur standard SD. Les
analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du package Rcmdr du programme R (The R
Foundation for Statistical Computing, 2018). La normalité des distributions et 'homogénéité
des variances ont respectivement été vérifiées avec un test de Shapiro-Wilk et de Brown-
Forsythe pour une probabilité de 0,05. Si les conditions de normalité et d’homoscédasticité
étaient vérifiées, les données ont été analysées par un test ANOVA a un facteur suivie d’'un
test post hoc de Tukey. Si les deux conditions n’étaient pas vérifiées, un test non paramétrique
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de Kruskal-Wallis a été appliqué sur le jeux de données. Les différences significatives ont été
considérées statistiquement différentes pour une p-value inférieure a 0,05 rejetant ainsi
'hypothése d’égalité Ho. Les données représentées par des pourcentages ont été soumises a
une transformation arc sinus avant application des tests statistiques évoqués précédemment.

RESULTATS

1. TAUX DE SURVIE ET PERFORMANCES DE CROISSANCE DES DESCENDANTS DE
LA PREMIERE ALIMENTATION A LA FIN DU CHALLENGE VEG+DHA

Les performances de croissance des descendants sont représentées sur la Figure 4
et le Tableau 3. A la premiére alimentation, les poids moyens des juvéniles étaient
significativement différents entre les trois lots (p<0,05) en défaveur des descendants issus des
génitrices COM. Au début du challenge VEG+DHA, les juvéniles issus des génitrices VEG
étaient significativement plus petits que les juvéniles issus des génitrices VEG+DHA (p<0,01).
A la fin du challenge VEG+DHA, soit 12 semaines apres le début du challenge nutritionnel, les
poids moyens et les taux spécifiques de croissance étaient finalement identiques entre les
trois groupes de juvéniles. Aucune différence statistiquement significative n’a été relevée pour
les taux de survie de la premiére alimentation a la fin des 12 semaines de challenge avec
l'aliment VEG+DHA. Les indices viscéro et hépato somatiques se sont également avérés étre
identiques entre les 3 groupes de juvéniles a la fin du challenge VEG+DHA (Tableau 3).

150 :
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T ' 3 6 9 12
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Figure 4. Performances de croissance des descendants de truite arc-en-ciel entre la
premiere alimentation et la fin du challenge VEG+DHA.
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Tableau 3. Paramétres biométriques, performances de croissance et taux de survie des
descendants a partir de la premiére alimentation.

Passé nutritionnel COM VEG VEG+DHA

X SD X SD X SD  Significativité
Poids moyens
Premiere alimentation (mg) 69,0° 0,00 72,0% 0,00 77,5% 0,00 *
Début du challenge (g) 16,4 0,09 15,8° 0,31 16,92 0,20 *
A la fin du challenge (g) 147 2,64 150 8,35 145 3,79 ns
SGR ()
Avant le challenge?! 4,18 2,40 4,11 2,15 3,26 2,42 ns
Durant le challenge 2,63 0,59 2,67 0,56 2,56 0,50 ns
HSI (%) 6,91 1,23 6,11 0,98 7,38 1,19 ns
VSI (%) 16,57 2,20 16,24 1,89 17,12 2,02 ns
Taux de survie moyen (%)
Avant le challenge? 98,0 2,00 99,0 1,30 97,0 3,20 ns
Durant le challenge 100 0,00 100 0,00 100 0,00 ns

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; SGR, taux spécifique de croissance ; HSI, indice hépato somatique ; VSI, indice
viscéro somatique. Les données sont représentées par la moyenne x + erreur standard SD. Les degrés
de significativité sont indiqués par des astérisques (* P<0,05 ; ** P<0,01 ; ns : non significatif) et ont été
estimés par un test ANOVA ou de Kruskal-Wallis avec n=9 juvéniles. & ab.b | es différences significatives
sont indiquées par des lettres. ! De la premiére alimentation au début du challenge VEG+DHA.

2. COMPOSITIONS CORPORELLES ET UTILISATION DE L’ALIMENT CHALLENGE
VEG+DHA

Les données moyennes de consommation et 'utilisation des nutriments contenus dans
aliment challenge VEG+DHA par les descendants sont présentées dans le Tableau 4.
L’efficacité alimentaire (FE) était significativement plus élevée chez les descendants issus des
génitrices nourries avec l'aliment VEG comparée a celle des juvéniles issus des génitrices
COM (+7%, p<0,01), sans modification significative de la prise alimentaire journaliére (DFI).

La composition corporelle des descendants a la fin du challenge VEG+DHA est
résumée dans le Tableau 5. L’analyse statistique des teneurs en matieres seches (%),
cendres (%MS), protéines (%MS), lipides totaux (%MS) et quantité d’énergie (KJ-g* MS) n’a
montré aucune différence significative entre les lots (p>0,05). Les valeurs d’ingestion, de gain
et de rétention des nutriments ont été calculées pour les protéines, les lipides et I'énergie
contenus dans l'aliment VEG+DHA. Aucune différence statistique n’a été relevée pour
l'ingestion des protéines, des lipides et de I'énergie, pour les gains en protéines et lipides, ou
encore pour les rétentions protéique et lipidique. Toutefois, les juvéniles issus des femelles
nourries avec l'aliment VEG présentaient un gain énergétique significativement plus élevé que
les juvéniles issus des génitrices VEG+DHA (+3%, p<0,05), ainsi qu’une rétention énergétique
améliorée de 8% par rapport aux descendants des femelles COM (p<0,05). Les descendants
des femelles VEG+DHA présentaient des teneurs corporelles en cholestérol (%MS)
significativement supérieures comparées au juvéniles des génitrices VEG (p<0,05). En
revanche, aucun effet du passé nutritionnel maternel n’a été relevé pour les concentrations en
triglycérides hépatiques (mg-g* de poisson), ou encore pour les concentrations en glycogéne
hépatique et musculaire (mg-g* de poisson) (p>0,05).
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Tableau 4. Utilisation de I'aliment VEG+DHA par les descendants durant les 12 semaines de
challenge.

Passé nutritionnel maternel COM VEG VEG+DHA
X SD X SD X SD  Significativité

FE 1,05° 0,05 1,122 0,07 1,082b 0,05 *x
DFI (%-j1) 0,96 0,05 0,89 0,05 0,92 0,04 ns
Ingestion (g-kg*-j1)

Protéines 12,9 0,42 12,2 0,38 12,4 0,18 ns

Lipides 2,96 0,10 2,83 0,04 2,79 0,09 ns

Energie 5,37 0,17 5,06 0,16 5,14 0,07 ns
Gain (g-kg™-j™)

Protéines 8,64 0,34 8,60 0,07 9,02 0,12 ns

Lipides 2,03 0,18 1,96 0,16 1,99 0,22 ns

Energie 4,48% 0,05 4,602 0,04 4,45P 0,06 *
Rétention (%)

Protéines 67,0 4.7 74,1 3,2 69,4 0,7 ns

Lipides 68,6 4,2 70,6 7,1 70,2 6,8 ns

Energie 83,6° 2,1 91,08 3,8 86,62° 1,9 *

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; FE, efficacité alimentaire ; DFI, prise alimentaire journaliére. Les données sont
représentées par la moyenne x * erreur standard SD. Les degrés de significativité sont indiqués par
des astérisques (* P<0,05 ; ** P<0,01 ; ns : non significatif) et ont été estimés par un test ANOVA ou un
test de Kruskal-Wallis avec n=6 juvéniles. & 2. b | es différences significatives sont indiquées par des
lettres.

Tableau 5. Composition corporelle des descendants a la fin du challenge VEG+DHA.

Passé nutritionnel maternel COM VEG VEG+DHA
X SD X SD X SD  Significativité
Composition corporelle
Matieres seches (%) 28,6 0,72 278 050 284 0,34 ns
Cendres (%MS) 7,65 040 754 040 7,54 0,32 ns
Protéines (%MS) 53,6 122 544 042 536 0,56 ns
Lipides totaux (%MS) 12,1 0,78 115 0,62 125 0,93 ns
Energie (KJ-g MS) 27,9 043 276 0,18 27,9 0,46 ns
Cholestérol (%MS) 0,12% 0,02 0,11® 0,00 0,142 0,01 *
Composition tissulaire
Triglycérides hépatiques (mg-g?) 5,47 0,20 564 165 591 1,05 ns
Glycogéne hépatique (mg-g?) 76,2 282 730 259 965 323 ns
Glycogene musculaire (mg-g?) 5,50 234 576 228 578 2,28 ns

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; ns, non significatif. Les données sont représentées par la moyenne x * erreur
standard SD. Les degrés de significativité ont été estimés par un test ANOVA avec n=6 juvéniles.
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Les profils en acides gras (% acides gras totaux) des descendants avant et aprés le
challenge VEG+DHA sont décrits dans les Tableau 6 et 7. A la fin des 12 semaines de
challenge, les profils n‘ont montré aucune différence statistique entre les descendants
(p>0,05), excepté pour la somme des acides gras polyinsaturés oméga 6 (PUFA n-6, p<0,05)
et pour I'acide a-linoléique (AL) dont les concentrations étaient significativement plus élevées
chez les juvéniles issus des femelles VEG et VEG+DHA (p<0,01). Les concentrations
corporelles en EPA et en DHA ont également été comparées entre début et la fin du challenge
(Figure 5). Aucune différence statistiquement significative n’'a été relevée pour les
concentrations en EPA ou en DHA avant le challenge (p>0,05) et a la fin du challenge (p>0,05)
et ce, pour les 3 lots de descendants. L'ensemble des juvéniles présentaient toutefois une
nette diminution des teneurs en EPA au cours des 12 semaines de challenge nutritionnel. Les
teneurs corporelles en DHA sont quant & elles restées stables au cours du challenge pour
I'ensemble des descendants. Ces données n’'ont pu étre vérifiées statistiquement, le nombre
de réplicas étant trop faible.

Teneurs en VLC-PUFA n-3 (en % des acides gras totaux)

NN oHa

4,00 - - I v
EPA 7 /

3,00 - // %

’ | % % % %

Passé nutritionnel

Figure 5. Comparaison des teneurs corporelles des descendants en EPA et en DHA
avant et a la fin du challenge VEG+DHA (en % des acides gras totaux).
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Tableau 6. Profil en acides gras des juvéniles avant le challenge VEG+DHA (en % des acides
gras totaux).

Passé nutritionnel maternel COM VEG VEG+DHA
X SD X SD X SD  Significativité
Acides gras totaux (%) 98,1 0,04 98,2 0,01 98,2 0,12 ns
Saturés 39,0 0,50 37,9 0,34 388 0,78 ns
12:0 0,16 0,00 0,13 0,01 0,15 0,01 ns
14:0 9,03 0,22 8,07 0,14 8,6 0,29 ns
15:0 0,69 0,00 0,62 0,01 0,67 0,02 ns
16:0 25,6 0,30 25,5 023 258 0,57 ns
17:0 0,33 0,01 0,32 0,18 0,33 0,18 ns
18:0 3,07 0,02 3,31 0,02 326 0,02 ns
20:0 0,04 0,06 0,00 0,00 0,05 0,07 ns
> MUFA 38,0 0,02 38,6 005 381 0,11 ns
14:1 0,09 0,00 0,00 0,00 0,05 0,06 ns
16:1 9,52 0,07 8,96 0,14 9,47 0,22 ns
18:1 26,4 0,12 27,5 0,08 26,4 0,23 ns
20:1 1,47 0,01 1,57 0,00 158 0,10 ns
22:1 0,55 0,04 0,57 0,01 056 0,06 ns
> LC-PUFA n-6 9,27 0,18 9,62 0,18 9,10 0,10 ns
18:2 n-6 (AL) 830 0,11 8,50 0,03 8,06 0,04 ns
18:3 n-6 0,13 0,06 0,18 0,01 0,17 0,00 ns
20:2 n-6 0,28 0,01 0,28 0,03 025 0,00 ns
20:3 n-6 0,12 0,01 0,11 0,02 0,18 0,00 ns
20:4 n-6 (ARA) 0,44 0,00 0,54 0,10 0,44 0,06 ns
> LC-PUFA n-3 6,90 0,14 7,29 015 7,40 0,62 ns
18:3 n-3 (ALA) 1,86 0,04 1,88 0,02 1,78 0,01 ns
18:4 n-3 1,03 0,06 1,07 0,02 1,05 0,00 ns
20:4 n-3 0,42 0,05 0,40 0,05 044 0,01 ns
20:5 n-3 (EPA) 266 0,04 2,85 0,01 2,83 0,09 ns
22:6 n-3 (DHA) 3,82 0,15 4,04 0,09 4,13 0,51 ns

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; ns : non significatif ; ¥ MUFA : somme des acides gras mono-insaturés ; > LC-
PUFA n-6 : somme des acides gras oméga 6 polyinsaturés a longue chaine ; > LC-PUFA n-3 : somme
des acides gras polyinsaturés oméga 3 a longue chaine. Les données sont représentées par la
moyenne x + erreur standard SD. Les degrés de significativité ont été estimés par un test ANOVA ou
de Kruskal Wallis avec n=6 juvéniles.
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Tableau 7. Profil en acides gras a la fin du challenge VEG+DHA (en % des acides gras totaux).

Passé nutritionnel maternel COM VEG VEG+DHA
X SD X SD X SD  Significativité
Acides gras totaux (%) 99,1 045 995 047 98,5 0,89 ns
Saturés 358 0,38 358 0,50 34,8 0,35 ns
12:0 0,12 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
14:0 1,92 0,08 1,88 0,08 1,87 0,14 ns
15:0 0,28 0,02 0,26 0,03 0,28 0,03 ns
16:0 296 0,10 29,6 0,50 28,7 0,41 ns
17:0 0,19 0,02 0,28 0,03 0,13 0,11 ns
18:0 366 0,22 3,79 0,31 3,84 0,10 ns
20:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
> MUFA 33,1 1,30 33,3 0,57 33,8 1,20 ns
14:1 0,12 0,03 0,24 0,00 0,12 0,03 ns
16:1 349 0,20 3,27 0,17 3,32 0,14 ns
18:1 288 1,07 29,2 041 29,4 0,98 ns
20:1 0,76 0,05 0,77 0,02 0,88 0,08 ns
> LC-PUFA n-6 18,8° 0,25 19,52 0,33 19,22 0,23 *
18:2 n-6 (AL) 17,4*> 0,18 18,12 0,14 17,82 0,15 *x
18:3 n-6 0,20 0,04 0,28 0,05 0,20 0,05 ns
20:2 n-6 0,55 0,03 056 0,02 0,58 0,01 ns
20:4 n-6 (ARA) 0,42 0,04 0,41 0,02 0,34 0,10 ns
> LC-PUFA n-3 11,4 099 10,8 0,11 11,7 0,21 ns
18:3 n-3 (ALA) 546 0,07 5,61 0,06 5,66 0,14 ns
18:4 n-3 0,46 005 050 0,03 0,49 0,06 ns
20:3 n-3 0,12 0,03 0,00 0,00 0,13 0,03 ns
20:4 n-3 0,22 0,05 0,00 0,00 0,17 0,06 ns
20:5 n-3 (EPA) 0,48 0,05 042 0,03 0,49 0,03 ns
22:6 n-3 (DHA) 461 081 4,28 0,07 4,78 0,22 ns

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; > MUFA : somme des acides gras mono-insaturés ; > LC-PUFA n-6 : somme
des acides gras oméga 6 polyinsaturés a longue chaine ; > LC-PUFA n-3: somme des acides gras
polyinsaturés oméga 3 & longue chaine. Les données sont représentées par la moyenne x * erreur
standard SD. Les degrés de significativité sont indiqués par des astérisques (* P<0,05 ; ** P<0,01 ; ns
: non significatif) et ont été estimés par un test ANOVA ou Kruskal Wallis avec n=6 juvéniles. 2ab.b | es
différences significatives sont indiquées par des lettres.
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3. PARAMETRES BIOCHIMIQUES ET MOLECULAIRES DES DESCENDANTS A LA FIN
DU CHALLENGE VEG+DHA

3.1. Biochimie plasmatique

Les principaux métabolites plasmatiques relatifs aux métabolismes des lipides et des
glucides (acides aminés totaux, glucose, cholestérol et triglycérides) dosés dans le plasma
des descendants a la fin des 12 semaines de challenge VEG+DHA sont présentés dans le
Tableau 8. Aucun effet significatif du passé nutritionnel maternel n’a été relevé pour les
concentrations plasmatiques en acides aminés totaux et en glucose chez les descendants
(p>0,05). En revanche, les concentrations en cholestérol et en triglycérides plasmatiques
étaient significativement moins élevées chez les juvéniles issus des femelles VEG+DHA
compareés aux descendants des femelles COM (p<0,05).

Tableau 8. Effets du passé nutritionnel maternel sur les teneurs en métabolites plasmatiques
des descendants soumis a un challenge alimentaire VEG+DHA de 12 semaines.

Passé nutritionnel maternel COM VEG VEG+DHA

X SD X SD X SD  Significativité
Acides aminés totaux (umol-ml=?) 6,95 1,44 6,75 1,35 7,23 1,02 ns
Glucose (mmol-I1) 5,76 0,71 5,47 0,42 5,26 0,89 ns
Cholestérol (mmol-I%) 6,362 0,69 573 0,65 5,12° 1,10 *
Triglycérides (mmol-11) 6,832 1,14 5343 117 474> 2,03 *

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA. Les données sont représentées par la moyenne x + erreur standard SD. Les
degrés de significativité sont indiqués par des astérisques (* P<0,05 ; ns : non significatif) et ont été
estimées par un test ANOVA avec n=9 juvéniles. 2 2. b | es différences significatives sont indiquées par
des lettres.

3.2. Niveaux d’ARNm de génes-clés du métabolisme des lipides

Les niveaux d’ARN messagers impliqués dans la 3-oxydation des acides gras a longue
chaine (cptla, cptlb, cptlc, cptld, hoad), la biosynthése des acides gras a longue chaine
(elovi2, elovl5 et fads2), le métabolisme du cholestérol (hmgcS, hmgcR, cyp7a, cyp5la,
abcg5, abcg8 et dhcr7), la lipogenése (aclyl et fasn) et la voie des pentoses phosphates
(g6pdh) ont été mesurés dans le muscle ou dans le foie des descendants a la fin des 12
semaines de challenge VEG+DHA.

Dans le muscle (Tableau 9), aucun effet du passé nutritionnel maternel n’a été relevé
sur les niveaux d’expression des paralogues de la carnitine palmitoyltransferase (cptla, cptlc
et cptld) et la 3-Hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (hoad), tous deux impliqués dans la -
oxydation des acides gras a longue chaine (p>0,05). Le géne cptlb n’était exprimé dans aucun
des lots de juvéniles.
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Tableau 9. Effets du passé nutritionnel maternel sur les niveaux d’ARNm de génes impliqués
dans la B-oxydation des acides gras polyinsaturés a longue chaine dans le muscle des
juvéniles soumis au challenge VEG+DHA.

Passé nutritionnel maternel COM VEG VEG+DHA

Geénes X SD X SD X SD  Significativité

B-oxydation des LC-PUFA
cptla 0,54 0,83 0,74 0,66 0,86 1,10 ns
cptlb NE NE NE -
cptlc 0,82 0,55 0,70 0,49 081 0,46 ns
cptld 1,06 0,22 1,00 0,36 1,22 0,32 ns
hoad 0,70 0,30 0,90 0,39 1,03 0,45 ns

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; LC-PUFA, acides gras polyinsaturés a longue chaine ; NE, non exprimeé ; ns,
non significatif. Les données décrivent la quantification relative des niveaux d’ARNm de génes cibles
normalisés par I'expression d’EF1a et sont représentées par la moyenne x + erreur standard SD. Les
degrés de significativité ont été estimés par un test ANOVA ou Kruskal-Wallis avec n=9 juvéniles.

Dans le foie (Tableau 10) et pour les génes impliqués dans la biosynthése des acides
gras a longue chaine, I'élongase elovl2 était sous-exprimée chez les descendants des
femelles VEG et VEG+DHA par rapport aux descendants des femelles COM (p<0,01), tandis
que I'élongase elovl5 était significativement sous-exprimée chez les individus issus des
génitrices nourries avec l'aliment VEG+DHA comparés aux descendants des femelles COM
(p<0,05). Aucun effet du passé nutritionnel maternel (p>0,05) n’a été montré sur les niveaux
d’expressions de fads2 (A6-désaturase).

Concernant le métabolisme du cholestérol, aucun effet du passé nutritionnel maternel
n‘a été montré sur les niveaux d’expression des génes codant pour la 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoA synthase (hmgcS), la 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA réductase
(hmgcR), la cholestérol 7 alpha-hydroxylase a (cyp7a), la lanostérol 14-a-déméthylase
(cyp51a) et la 7-déhydrocholestérol synthase (dhcr7) (p>0,05). Cependant, les génes codant
pour 'ATP-binding cassette sub-family G member 5 (abcg5) et 'ATP-binding cassette sub-
family G member 8 (abcg8), tous deux impliqués dans I'élimination du cholestérol par la voie
biliaire, se sont avérés étre surexprimés chez les juvéniles issus des femelles COM et VEG
comparés a ceux issus des femelles VEG+DHA (p<0,001). Le gene abcal codant pour 'ATP-
binding transporter cassette Al (abcal) induisant I'export du cholestérol vers le plasma
montrait quant a lui des niveaux d’expressions statistiquement plus élevés chez les
descendants issus des femelles VEG+DHA comparés aux juvéniles des femelles COM et VEG
(p<0,05).

Enfin, le géne de I'ATP citrate synthase aclyl appartenant au métabolisme de la
lipogenése s’est avéré étre surexprimé chez les juvéniles issus des femelles COM et VEG
comparés a ceux issus des femelles VEG+DHA (p<0,001). Le géne fasn (acide gras synthase)
était lui, significativement sous-exprimé chez les individus issus des génitrices nourries avec
'aliment VEG+DHA comparés aux descendants des femelles COM (p<0,001).

Les résultats obtenus pour le géne g6pdh codant pour I'enzyme glucose 6-phosphate
déshydrogénase de la voie des pentoses phosphates n’a montré aucun effet de I'alimentation
maternelle sur les descendants.
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3.3. Activités d’enzymes-clés de la lipogenése et de la voie des pentoses
phosphates

La mesure des activités enzymatiques s’est tournée vers la G6PDH et la FAS car elles
décrivent [l'activité lipogénique globale. En effet, I'enzyme glucose 6-phosphate
déshydrogénase (G6PDH) de la voie des pentoses phosphates est le principal fournisseur de
NADP réduit essentiel a I'activité de 'enzyme lipogénique FAS (acide gras synthase).

L’activité des enzymes G6PDH et FAS ont été mesurées dans le foie des descendants
a la fin des 12 semaines de challenge avec I'aliment VEG+DHA. Les résultats obtenus sont
présentés dans le Tableau 11. Aucune différence statistiquement significative n'a été
observée pour les activités hépatiques de ces deux enzymes entre les trois lots de juvéniles
(p>0,05).

Tableau 10. Effets du passé nutritionnel maternel sur les niveaux d’ARNm de génes impliqués
dans le métabolisme des lipides dans le foie des descendants soumis au challenge
VEG+DHA.

Passé nutritionnel maternel COM VEG VEG+DHA
Génes X SD X SD X SD  Significativité
Biosynthése des LC-PUFA
elovi2 1,352 0,86 0,82 0,33 0,86® 0,45 5
elovl5 1,012 0,22 0,95*® 0,25 0,89* 0,44 *
fads2 1,04 0,46 0,92 0,31 1,06 0,55 ns
Métabolisme du cholestérol
hmgcS 1,05 0,85 0,92 0,68 1,18 1,19 ns
hmgcR 1,14 0,77 0,91 0,54 0,97 0,73 ns
cyp7a 0,94 0,27 0,97 0,38 0,85 0,49 ns
cypb5la 0,93 0,50 0,98 0,44 1,06 0,83 ns
abcal 0,78 0,29 0,71° 0,31 1,322 0,74 t5
abcgb 1,10¢ 0,31 1,182 0,46 0,66 0,29 Frx
abcg8 1,102 0,22 1,232 0,42 0,75° 0,41 o
dher7 1,02 0,36 0,92 0,30 0,86 0,33 ns
Lipogenese
aclyl 1,062 050 1,202 0,43 0,64> 0,35 Frx
fasn 1,552 1,14 0,973 0,65 0,43* 0,38 s
Voie des pentoses phosphates
g6pdh 095 0,56 0,79 0,37 0,87 0,59 ns

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; LC-PUFA, acides gras polyinsaturés a longue chaine ; NE, non exprimé. Les
données décrivent la quantification relative des niveaux d’ARNm de génes cibles normalisés par
I'expression de la LUCIFERASE et sont représentées par la moyenne x + erreur standard SD. Les
degrés de significativité sont indiqués par des astérisques (* P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001 ; ns : non
significatif) et ont été estimés par un test ANOVA ou Kruskal-Wallis avec n=9 juvéniles. & ab. 0 | es
différences significatives sont indiquées par des lettres.
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Tableau 11. Effet du passé nutritionnel maternel sur les activités enzymatiques (en mu-g* de
protéines) de la glucose-6-phosphatase (G6PDH) et de l'acide gras synthase (FAS) dans le
foie des juvéniles soumis au challenge VEG+DHA.

Passé nutritionnel maternel COM VEG VEG+DHA

x SD x SD x SD Significativité
G6PDH 29,2 288 279 4,68 286 4,06 ns
FAS 0,38 0,10 045 0,36 0,33 0,12 ns

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA ; ns : non significatif. Les données sont représentées par la moyenne x + erreur
standard SD. Les degrés de significativité ont été estimés par un test ANOVA ou Kruskal-Wallis avec
n=9 juvéniles.

DISCUSSION

1. LES MICRO-ALGUES : UNE NOUVELLE SOURCE DE DHA POUR LES ALIMENTS
PISCICOLES

La compréhension de la physiologie nutritionnelle des espéces carnivores et I'étude
des régimes alimentaires naturels des poissons ont permis d’explorer I'utilisation de nouveaux
ingrédients plus durables et ayant un moindre impact sur I'environnement (Houston et al.,
2017). Dans un premier temps, l'utilisation de matiéres premiéres végétales est apparue
comme évidente. L'utilisation d’un aliment partiellement ou strictement végétal induit
néanmoins des retards ou des baisses de croissance chez les espéces nécessitant un apport
protéique trés élevé comme c’est le cas pour la truite (40%) (Guillaume et al., 2001).

De nombreuses espéces, quelles soient carnivores ou herbivores, requiérent
également un apport important en acides gras polyinsaturés a trés longue chaine tels que
'EPA et le DHA. Ces acides gras sont généralement apportés par I'alimentation mais peuvent
également étre synthétiser par les organismes a partir d’acides gras essentiels. C’est
notamment le cas de la truite, de la carpe et du saumon qui possédent la capacité de produire
de 'EPA et du DHA via la désaturation et I'élongation des acides gras de la série n-3 et n-6
(18:3 n-3 et 18:3 n-6). A I'opposé, certains poissons marins comme le turbot et le bar, sont
incapables d’allonger ces acides gras et doivent obligatoirement se nourrir d’'un aliment riche
en EPA et en DHA. Bien que la truite appartienne a la catégorie des poissons capables
d’élonger les acides linoléique et a-linolénique, la synthése d’acides gras a plus longue chaine
n’est effectuée qu’en trés petite quantité (Cahu, 2004).

Aujourd’hui, I'aquaculture se veut de produire un poisson riche en EPA et en DHA
bénéfiques pour la santé du consommateur. La supplémentation en EPA et en DHA dans les
aliments piscicoles serait donc un moyen d’augmenter les concentrations dans la chair des
poissons. A ce jour, les huiles de poissons minotiers demeurent étre les principales sources
non OGM d’EPA et de DHA (Graham et al., 2004). Par exemple, I'huile d’anchois contient 1,6
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a 2,0% d’EPA et 9,0 a 12,7% de DHA, tandis que la plupart des végétaux terrestres n’en
contient pas (Turchini et al., 2010).

Cette étude s’est voulue d’étre innovante par lintégration d’'une source de DHA non
animale et non OGM dans un aliment strictement végétal. Cette supplémentation a été
possible gréace a I'utilisation de I'algue Schizochytrium sp naturellement riche en DHA. Les
résultats ont montré que le passage d'un aliment commercial (lors de I'acclimatation des
alevins) a un aliment végétal supplémenté en DHA d’origine micro-algale, permettait de
maintenir le taux de DHA corporel. En effet, les profils en acides gras corporels reflétaient la
composition de I'aliment challenge sur 'ensemble des lots de descendants testés. L’analyse
des compositions corporelles a montré une diminution stricte de la teneur en EPA durant les
12 semaines de challenge, en lien avec I'absence de cet acide gras dans I'aliment, et quel que
soit le passé nutritionnel des descendants. A 'opposé, les teneurs en DHA sont quant a elles
restées stables chez les juvéniles au cours du challenge, indépendamment du régime de leurs
génitrices respectives. Ces résultats indiquent donc trés nettement que le DHA apporté par la
poudre de micro-algues a pu étre assimilé par les animaux tout en se maintenant durant la
période de challenge de 12 semaines. Le DHA d’origine micro-algale semble étre une nouvelle
source d’acide gras a longue chaine et pourra a I'avenir, étre intégré dans les formulations
d’aliment aquacoles en substitut a I'’huile de poisson.

2. PERFORMANCES DE REPRODUCTION DES GENITRICES ET EFFETS DE
L’ALIMENTATION MATERNELLE SUR LA CROISSANCE DES DESCENDANTS

La truite arc-en-ciel est une espéce carnivore et le remplacement des huiles et farines
de poissons par des protéines et huiles végétales dans son alimentation a souvent montré des
effets négatifs sur les performances de reproduction, sur la croissance ainsi qu’au niveau de
la prise et de l'efficacité alimentaires (Gomes et al., 1995; Lazzarotto et al., 2016). Cependant
peu d’études se sont intéressées aux conséquences de l'alimentation maternelle sur le
phénotype des descendants. Bien que la truite arc-en-ciel nourrie avec un aliment strictement
végétal soit capable de produire des ceufs dans lesquels sont accumulés de I'EPA et du DHA,
néosynthétisés a partir de I'acide linolénique apporté par I'alimentation, et d’engendrer des
alevins viables, il n’en reste pas moins que les teneurs en EPA et DHA des ceufs sont plus
faibles en comparaison a de truites nourries avec un aliment contenant de la farine et de I'huile
de poisson (Ballestrazzi et al., 2003). L'EPA et le DHA sont reconnus comme des facteurs
déterminants de la qualité des ceufs et des alevins chez plusieurs espéces de poissons
(Izquierdo, 1996; Izquierdo et al., 2001; Rainuzzo et al., 1997; Watanabe, 1993). Il semblait
donc important d’évaluer les avantages et les inconvénients d’'une supplémentation
alimentaire en DHA par le biais de micro-algues au cours du cycle de reproduction de la truite
arc-en-ciel nourrie avec un aliment végétal, sur les performances des descendants.

Dans cette étude, des génitrices de truites arc-en-ciel ont donc été nourries pendant
25 semaines et jusqu’a la reproduction, avec un aliment végétal supplémenté ou non en DHA
d’origine micro-algale (aliments VEG et VEG+DHA) ou un aliment commercial a base d’huiles
et de farines de poisson (aliment COM). Les performances de reproduction n’ont pas été
affectées par la nature du régime alimentaire des femelles (données présentées en Annexe
XV). Nous observons en revanche une diminution de la taille des ceufs (diamétre moyen moins
élevé) chez les génitrices nourries avec 'aliment strictement végétal (VEG) conformément aux
observations précédemment effectuées par Lazzarotto et al. en 2016. Les taux de survie et de
malformation des alevins a I'éclosion étaient quant a eux identiques, quel que soit leur passé
nutritionnel.
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A la premiére alimentation et durant les 24 semaines d’alimentation commerciale
(huiles et farines de poisson) suivantes, les descendants des femelles VEG et COM ont
maintenu une masse corporelle inférieure comparés aux juvéniles issus des femelles
VEG+DHA, résultats pouvant étre mis en lien avec la taille initiale des ceufs. Ce n’est qu’aprés
le transfert dans une eau a 17°C (préférendum thermique de la truite arc-en-ciel pour la
croissance) sur la pisciculture de Donzacq et a partir du challenge végétal supplémenté en
DHA d’origine micro-algale, que les différences en termes de croissance se sont estompées.
A la fin du challenge, 'ensemble des juvéniles présentait une masse corporelle identique quel
gue soit le régime de leurs génitrices respectives. Ainsi, dans des conditions de température
optimale pour la croissance, une alimentation maternelle végétale supplémentée ou non en
DHA permet d’obtenir des descendants avec une croissance correcte et similaire aux alevins
issus des femelles nourries avec un aliment contenant de la farine et de I'huile de poisson.
L’alimentation des génitrices, qu’elle soit strictement végétale ou supplémentée en DHA, n’'a
donc eu aucun effet négatif sur la croissance des descendants si on la compare a un régime
classique a base d’huiles et de farines de poisson.

Le lissage de la croissance au cours du challenge peut s’expliquer par une efficacité
alimentaire améliorée de 7% chez les descendants des femelles VEG, sans modification de la
prise alimentaire journaliére. L'amélioration de l'efficacité alimentaire chez ces juvéniles a
probablement été induite par une modification de leur métabolisme via le régime strictement
végétal de leur génitrice, les rendant alors moins exigeants en énergie mais plus efficaces en
termes de rétention énergétique.

3. LA NUTRITION MATERNELLE SEMBLE PROGRAMMER LE METABOLISME DES
DESCENDANTS SUR DU COURT-TERME

Apres I'éclosion et jusqu’a résorption du sac vitellin, les alevins ne peuvent pas se
nourrir avec un aliment d'origine exogéne. lls dépendent donc des réserves nutritives
maternelles accumulées lors la vitellogenése, constituant la derniére phase de I'ovogéneése.
La composition de ces réserves reflétent I'alimentation de la femelle et sont destinées a nourrir
'embryon de maniére endotrophe jusqu’a la résorption totale du sac vitellin et le passage a
une alimentation exotrophe (Halver, 2013; Vernier, 1967).

De nombreuses études ont testé l'effet d’'un stimulus nutritionnel a la premiére
alimentation ou lors de la résorption du vitellus (Geurden et al., 2014, 2007; Lazzarotto et al.,
2016; Liu et al., 2017). Dans cette étude, nous avons choisi d’appliquer le stimulus nutritionnel
sur des truites arc-en-ciel au cours du cycle de reproduction (stade prénatal) dans le but
d’évaluer si la composition du régime maternel pouvait affecter le phénotype des descendants
et ainsi mettre en évidence l'existence d’une programmation nutritionnelle par voie parentale
chez cette espéce.

Les résultats n‘ont montré aucune conséquence négative d'une alimentation
maternelle végétale supplémentée ou non en DHA sur la croissance et la survie des
descendants, ni de modification de I'expression de certains génes musculaires impliqués dans
I'oxydation des acides gras a longue chaine. L’étude a toutefois relevé une forte modification
du métabolisme des lipides au niveau hépatique chez les juvéniles, dépendamment de la
nature du régime maternel. En effet, I'alimentation maternelle semble avoir modifié les
métabolismes du cholestérol, de la lipogenese et de la biosynthése des acides gras a longue
chaine des descendants ; descendants ayant été soumis a un challenge alimentaire (végétal
supplémenté en DHA) au stade juvénile (15 g) suite a 24 semaines d’acclimatation avec un
aliment commercial composé d’huiles et de farines de poisson. Ces résultats mettent en
évidence I'existence d’une programmation nutritionnelle d’origine maternelle au niveau du
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métabolisme des lipides chez la truite arc-en-ciel, en lien avec la nature de I'alimentation des
génitrices.

3.1. Métabolisme du cholestérol

Avant toute chose, il est important de noter que I'incorporation d’'une part élevée de
matiéres premieres végétales dans les aliments piscicoles induit une diminution du taux de
cholestérol disponible pour les animaux. En effet, bien que riches en divers stérols, les
végétaux ne contiennent pas de cholestérol. Il a également été montré que ces stérols
végétaux inhibaient I'absorption du cholestérol chez les mammiféres et sans doute aussi chez
les poissons (Leaver et al., 2008; Phillips et al., 2002). Dans la présente étude, les aliments
VEG et VEG+DHA ne contenaient pas de produits d’origine animale et étaient donc dépourvus
de cholestérol. Le cholestérol joue néanmoins un role essentiel dans la fluidité et la
perméabilité membranaires des cellules, en plus d’étre le précurseur de nombreux composés
biologiquement actifs tels que les acides biliaires ou les hormones stéroidiennes (Maxfield &
Tabas, 2005). L’hypothése qu’une diminution de I'apport alimentaire en cholestérol puisse
affecter la production et la qualité des ceufs, nous amené a considérer le métabolisme du
cholestérol chez les descendants.

A la fin des 12 semaines de challenge, les descendants des femelles nourries avec les
aliments végétaux VEG et VEG+DHA, exemptes d’'un apport en cholestérol durant les 25
semaines précédant la reproduction, présentaient des teneurs en cholestérol plasmatique plus
faibles que les juvéniles issus des génitrices nourries avec un aliment commercial pourvu de
cholestérol. Le taux corporel de cholestérol était en revanche plus élevé chez les juvéniles
issus des femelles nourries avec I'aliment végétal supplémenté en DHA. Dans la mesure ou
I'ensemble des descendants ont été nourris avec les mémes régimes (commercial puis végétal
supplémenté en DHA), les différences observées en termes de cholestérol plasmatique et
corporel sont a mettre en relation avec I'alimentation des génitrices. L’absence de cholestérol
dans l'alimentation maternelle semble avoir induit une programmation nutritionnelle du
métabolisme du cholestérol chez les descendants. Cette programmation pourrait étre la
conséquence d’une modification de la composition en stérols (cholestérol et phytostérols) du
vitellus provoquant, chez les descendants, une modification de I'expression de certains génes
impliqgués dans le métabolisme du cholestérol. La composition en stérols devra néanmoins
étre analysée pour étayer cette hypotheése.

Chez les poissons, la synthése de cholestérol se déroule dans le foie et son export
vers les tissus périphériques s’effectue par le sang. Les génes impliqués dans la synthése du
cholestérol ou la synthése des acides biliaires n'ont pas été impactés par la nature de
'alimentation maternelle. En revanche, la programmation du métabolisme du cholestérol par
l'alimentation maternelle semble néanmoins avoir affecté I'élimination directe du cholestérol
par la voie biliaire comme le suggérent les différences significatives de I'expression des génes
codant pour les transports (abcg5 et abcg8) mais également I'efflux du cholestérol hépatique
vers le sang (abcal). La diminution des niveaux d’expression des génes abcg5 et abcg8,
codant pour des protéines impliquées dans I'élimination biliaire du cholestérol chez les
descendants des femelles nourries avec I'aliment VEG+DHA pourrait ainsi limiter la perte du
cholestérol par la bile et contribuer a la préservation du cholestérol néosynthétisé en favorisant
son stockage au niveau corporel. Chez les descendants des femelles VEG+DHA, nous
observons également une augmentation de I'expression du transporteur abcal, facilitant ainsi
lefflux sanguin du cholestérol et donc la distribution du cholestérol vers les tissus
périphériques.

Chez de nombreuses espéces, les concentrations en cholestérol plasmatique et
corporel diminuent lorsque I'aliment est pauvre en cholestérol (Houston et al., 2017). Face a
de tels régimes dénués de cholestérol, il aurait été probable d’'observer une augmentation de
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lactivité des génes de la synthése du cholestérol, permettant aux poissons de prévenir
I'élimination du cholestérol néosynthétisé. Il semble que face a un régime sans cholestérol,
les descendants des génitrices nourries avec l'aliment végétal supplémenté en DHA, aient
plutét acquis, par voie maternelle, des mécanismes de régulation leur permettant de préserver
leur cholestérol corporel en prévision d’'une absence de cholestérol dans 'alimentation.

\

@ Les résultats plasmatiques, moléculaires et de composition corporelle confirment un effet
de programmation maternelle au niveau du métabolisme du cholestérol.

@ Les descendants des femelles VEG+DHA semblent avoir une capacité de rétention du
cholestérol supérieure a celle des autres descendants. )

(" Ce qu’il faut retenir concernant le métabolisme du cholestérol

3.2. Lipogeneése

La lipogenése implique l'ensemble des processus métaboliques permettant la
néoformation d’acides gras oméga 9 a partir du palmitate ainsi que la formation de tissus
adipeux de réserves via les triglycérides. En effet, les triglycérides synthétisés dans le foie
peuvent étre stockés dans la cellule ou étre transportés dans le sang pour étre mis en réserve
dans les adipocytes des tissus périphériques. Les descendants des femelles VEG+DHA
présentaient, tout comme pour le cholestérol, des teneurs en triglycérides plasmatiques moins
élevées par rapport aux juvéniles issus des génitrices VEG et COM. Ces résultats sont en
accord avec ce qui a été observé pour le cholestérol plasmatique étant donné que les
triglycérides sont communément associés au cholestérol dans les chylomicrons (Council et
al., 2011).

Chez les espéces piscivores, il a souvent été montré que le remplacement de I'huile et
de la farine de poisson par des ingrédients végétaux induisait un engraissement de la chair et
des viscéres ainsi qu’une l'altération de la qualité du muscle (Burel et al., 2000; Cahu, 2004;
Kaushik et al., 2004; Médale et al., 2013). |l est donc paru évident d’explorer les mécanismes
de la lipogenése chez les descendants étant donné que les régimes maternels VEG et
VEG+DHA étaient strictement composés d’huiles et de protéines végétales.

Premiérement les génes aclyl et fasn, codant pour les deux enzymes initiatrices de la
lipogenése, se sont avérées étre sous-exprimées au niveau moléculaire, mais uniguement
chez les juvéniles dont les génitrices ont été nourries avec I'aliment végétal supplémenté en
DHA, suggérant une diminution des capacités lipogéniques chez ces descendant. Cependant,
ces résultats n’ont pu étre confirmés au niveau de I'activité enzymatique de FAS. En revanche,
comme lindique I'absence de modification d’expression de la G6PDH impliquée dans la
formation de NADPH,H*, aucune programmation nutritionnelle du cycle des pentoses
phosphates n'a pu étre mise en évidence. Bien que les activités enzymatiques ne concordent
pas avec les résultats d’expressions géniques, il est important de garder en mémoire que les
mécanismes métaboliques mis en jeu en réponse a un repas sont dynamiques, et que les
échantillons de foie ont été prélevés 6 heures aprés le dernier repas. Il aurait donc été probable
d’observer une activité plus élevée au moment du repas ou a un autre moment de la journée.
Une cinétique postprandiale aurait permis de prendre en compte ce caractére dynamique.

L’analyse des compositions corporelles n’a montré aucune augmentation des teneurs
en lipides totaux et donc, aucun signe d’engraissement du foie et des viscéres chez les
juvéniles issus des femelles VEG+DHA. De plus, les concentrations en triglycérides
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hépatiques n’étaient pas plus élevées chez les descendants issus des régimes veégétaux et
aucune accumulation adipeuse n’a été observée au niveau du foie et des viscéres suite a
'évaluation des indices hépato et viscéro somatiques. Ceci conforte I'absence d’une
accentuation de la lipogenése, malgré une surexpression des génes de la lipogenese chez les
descendants des femelles VEG+DHA.

Bien que les jeunes truites issues des génitrices VEG+DHA semblent étre de bonnes
candidates dans I'obtention d’'une chair moins grasse pour I'alimentation humaine, les résultats
sont a prendre avec précaution car ils ont été obtenus sur une durée de challenge relativement
courte. En effet, les échantillons ont été prélevés sur des truites d’environ 150 grammes qui
n’avaient pas encore atteint le stade portion commercialisable de 300 grammes. Au vu de ces
résultats il aurait été intéressant de prolonger le challenge au moins jusqu’au stade portion et
au mieux jusqu’au stade grande truite (poisson de plus de 1 kg) afin d’évaluer si les effets
observés a court-terme au niveau moléculaire se maintiennent sur une plus longue période et
s’ils entrainent in fine, une modification de I'engraissement.

K Ce qu’il faut retenir concernant la lipogenése \

@ Lalipogenése a été soumise a programmation maternelle sans conséquence a court-terme
sur 'engraissement des animaux.

@ Les capacités « hypo-lipogéniques » des descendants des femelles VEG+DHA doivent

étre confirmées en prolongeant I'expérimentation au moins jusqu’aux stades de

\ commercialisation. j

3.3. Biosynthese des acides gras alongue chaine

La biosynthése des acides gras a longue chaine oméga 3 et oméga 6, est initiée par
I'élongation des acides linolénique (18:2 n-6) et a-linoléique (18:3 n-3). Ces deux acides gras
essentiels permettent, par désaturations et élongations successives, d’obtenir des acides gras
oméga 3 a trés longue chaine tels que 'EPA et le DHA. Sachant que le poisson constitue la
principale source d’EPA et de DHA pour 'Homme et que les végétaux ne possédent pas la
capacité de synthétiser ces deux acides gras, l'utilisation d’aliments piscicoles a base
d’'ingrédients végétaux est un facteur limitant a I'obtention de poissons riches en EPA et en
DHA (A. Watters & M. Edmonds, 2012). La substitution de I'huile de poisson par des huiles
végétales réduit donc considérablement les teneurs en EPA et en DHA dans la chair et diminue
par conséquent la qualité nutritionnelle du poisson (Caballero et al., 2002; Drew et al., 2007;
Greene & Selivonchick, 1990). En outre, il a également été montré que 'accumulation d’EPA
et de DHA dans les ceufs de truite arc-en-ciel était plus faible chez les femelles nourries avec
un aliment végétal (Ballestrazzi et al., 2003). Il semblait donc important d’évaluer les
conséquences d’'une supplémentation en DHA dans un régime végétal chez les génitrices,
afin d’estimer les capacités de synthése d’EPA et de DHA chez les descendants.

Parmi I'ensemble des génes de la biosynthése des acides gras a longue chaine
étudiés, seuls deux élongases semblaient étre soumises a un effet de programmation
maternel. L’enzyme ELOVL5 impliquée dans les premiéres étapes de la biosynthése et
ELOVL2 impliquée dans la conversion de 'EPA en DHA, étaient sous-exprimées chez les
descendants des femelles nourries avec les aliments VEG et VEG+DHA, indiquant un effet
délétére de I'alimentation maternelle chez ces individus. Ces résultats sous-entendent donc
que, face a une alimentation végétale supplémentée en DHA, ces descendants seraient
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susceptibles de synthétiser moins d’EPA et de DHA comparés a leurs homologues issus des
femelles COM. L’étude des profils en acides gras n’a cependant montré aucune différence en
termes de compositions corporelles en acides gras. Par conséquent, nous observons comme
pour la lipogenese, une programmation maternelle au niveau moléculaire sans répercussion
sur la composition corporelle du poisson. Les acides gras retrouvés dans les compositions
corporelles des descendants refletent simplement la composition de I'aliment challenge riche
en DHA et dépourvue d’EPA. Ainsi, le passage d’un aliment commercial (riche en EPA et en
DHA) a un aliment végétal supplémenté en DHA a permis de maintenir les teneurs corporelles
en DHA indiquant que la supplémentation en micro-algues est efficiente.

Au vu des résultats moléculaires obtenus dans cette étude, I'alimentation maternelle
végétale, qu’elle soit supplémentée ou non en DHA, semble induire une diminution de la
synthése d’acides gras a longue chaine ayant un intérét pour l'alimentation humaine.
L’expression des génes-clés du métabolisme en question n’a cependant pu étre mise en lien
avec ce qui a été observé au niveau du phénotype des descendants. Les profils en acides
gras semblent plutot refléter la composition de I'aliment challenge et permettent également de
confirmer que le DHA contenu dans la poudre de micro-algues peut étre utilisé et assimilé par
la truite arc-en-ciel.

/Ce qu’il faut retenir concernant la biosynthése des acides gras a longue chaine \

@ Les modifications aux niveaux moléculaires indiquent un effet de programmation sur le
métabolisme de la biosynthése des LC-PUFA n-3.

@ Bien que le métabolisme des LC-PUFA ait été modifié au niveau moléculaire chez les
descendants, les régimes maternels a base de végétaux ne semblent pas induire une
amélioration de la production d’'omégas 3 chez les juvéniles.

@ L’apport de DHA par la supplémentation en micro-algues permet de maintenir le taux de
DHA corporel chez l'ensemble de descendants, indépendamment de leur passé

Knutritionnel maternel. /
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce stage était d’évaluer les conséquences d’un régime maternel & base
de végétaux supplémenté en DHA d’origine micro-algale sur le métabolisme des descendants
de truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss.

Clairement et pour la premiére fois dans la littérature, les résultats biochimiques et
moléculaires obtenus dans ce travail ont montré que la nutrition lipidique maternelle, en
particulier en termes de DHA, pouvait induire une modification du métabolisme des lipides
chez les descendants. En effet, les métabolismes du cholestérol, de la lipogenése et de la
biosynthése des acides gras a longue chaine ont été modifiés chez les descendants en
fonction de l'alimentation maternelle. Afin d’approfondir les résultats obtenus, il sera
intéressant d’explorer les mécanismes a l'origine de la programmation nutritionnelle parentale
en étudiant par exemple, les mécanismes épigénétiques représentés par des modifications
permanentes de certaines marques épigénétiques (e.g. histones et ADN).

Afin de tester la croissance et la reproduction des truites arc-en-ciel en conditions
d’élevage dans des fermes aquacoles, I'aliment VEG+DHA est actuellement testé aux Viviers
de Rébénacq sur lintégralité d’'un cycle de production et nous permettra de confirmer ou
d’infirmer les résultats obtenus en conditions expérimentales.
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ANNEXES

Annexe | - Dosage des acides aminés totaux plasmatiques

Les teneurs plasmatiques en acides aminés totaux ont été mesurées par dosage
colorimétrique a la Ninhydrine Sigma a 2% (réf. Aldrich : N7285).

Cent microlitres (100 pl) de chaque échantillon plasmatique ont été déposés dans un
Eppendorf (1,5 ml) muni d'une membrane ultrafiltrante Amicon YM100 (100 kDa). L’ensemble
des échantillons a été centrifugé a 14000g durant 1h30 & 15°C (centrifugeuse Thermofischer
Scientific MEGAFUGE 16R). Les ultrafiltrats obtenus ont été pesés (balance de précision
SARTORIUS MSA225P-1CE-DI, d = 10°) puis dilués au tiers ou au quart dans de I'eau distillée
(réf. : VWR 23597.405). La gamme d’étalonnage (0 a 4 umol-ml?) a été réalisée a partir d’'une
solution mere commerciale, composée de 17 acides aminés et de cystine (1,5 pmol-ml?)
(réf. sigma : AA-S-18). Une solution contrdle de plasma Cp, (8 = 2 umol-ml?) diluée au
cinquieme a été réalisée en parallele. La gamme d’étalonnage, la C, diluée ainsi que les
ultrafiltrats plasmatiques dilués ont été redilués dans des tubes Falcon de 15 ml a raison de
25 pul de solution pour 575 ul d’eau distillée et 200 pl de Ninhydrine Sigma (2%) ont été ajoutés
dans chaque tube. Les échantillons ont ensuite été placés dans un bain-marie a 100°C durant
11 minutes puis refroidis a température ambiante durant 5 minutes. Enfin, 1,5 ml d’'une solution
d’éthanol a 96% ont été ajoutés dans chaque tube. Les densités optiques ont été mesurées
en cuve par un spectrophotométre (spectrophotométre SHIMADZU PharmaSpec UV-1700) a
570 nm sur 5 yl de solution. L’expression et la détermination des concentrations en acides
aminés totaux ont été réalisées a partir de la droite d’étalonnage, en tenant compte des
volumes d’ultrafiltrat et des facteurs de dilution.

Annexe Il - Dosage du glucose plasmatique et du glycogene hépatique et
musculaire

Les teneurs en glucose et en glycogéne ont été déterminées par un dosage
enzymatique colorimétrique sur microplaque avec un kit Sobioda (réf. réactif : W1306.122)
selon la méthode quantitative GOD-POD (glucose oxydase-peroxydase).

Une gamme de glucose (0 a 3,70 mg-ml?) et une gamme de glycogéne (0 a 10 mg-ml-
1) ont été réalisées a partir des standards CALIMAT (réf. Biomérieux : 62321). Les échantillons
plasmatiques purs, les solutions d’étalonnage et le controle (C,) ont été disposés en triplicas
sur la microplague a raison de 5 pl par puit. Deux cent cinquante microlitres (250 pl) de réactif
ont été ajoutés dans chaque puit, la microplaque a été homogénéisée au vortex puis mise a
incuber dans un bain thermostaté durant 15 minutes a 37°C. Les densités optiques des
échantillons plasmatiques, musculaire, hépatique, de la gamme d’étalonnage et de la C, ont
été mesurées a l'aide d’'un spectrophotomeétre (spectrophotométre SHIMADZU UV-1700) a
505 nm aprés incubation. La détermination des concentrations en glucose a été réalisée a
partir de la droite d’étalonnage.

Les échantillons de foie et de muscle ont été soumis a broyage et extraction avant
d’effectuer les dosages. Les échantillons de foie (100 mg) et de muscle (200 mg) ont été
broyés a TULTRA-TURRAX® dans 1 ml de solution de chlorure d’hydrogéne HCIl a 1 mol-I.
L’extraction du glucose total (glucose libre et glycogéne) a été réalisée a chaud durant 3
heures et 30 minutes a 100°C dans la solution d’HCI. A la fin de l'incubation, les solutions ont
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été centrifugées a 3000g durant 20 minutes. Les surnageants ont été récupérés et le
glycogéne a été neutralisé avec 150 pl d’hydroxyde de potassium KOH a 5 mol-I*. Le glucose
libre a quant a lui été extrait a froid dans 50 pl de KOH (5 mol-I*). Les échantillons ont été
centrifugés a 3000g durant 20 minutes et les surnageants ont été récupérés. Les dosages du
glucose total et du glucose libre ont été effectuées sur les surnageants de foie et de muscle
dilués de maniére analogue a la méthode de dosage plasmatique. La quantité de glycogéne
a été déterminée par soustraction des teneurs en glucose libre a la teneur totale en glucose
(glycogéne et glucose libre).

Annexe lll - Dosage du cholestérol plasmatique et corporel

Les teneurs en cholestérol ont été déterminées par un dosage enzymatique
colorimétrique sur microplague avec un kit Sobioda (réf. réactif : WCHOL100) selon la
méthode quantitative CHOD-POD (cholestérol oxydase-peroxydase).

Une gamme de cholestérol (0 a 3 mg-ml?) a été réalisée a partir du standard CALIMAT
(réf. Biomeérieux : 62321). Les échantillons plasmatiques dilués, les solutions d’étalonnage et
le contrdle (Cp) ont ensuite été disposés individuellement et en duplicas dans chaque puit de
la microplaque a raison de 5 pl par puit. Deux cent microlitres (200 pl) de réactif ont ensuite
été ajoutés dans chaque puit, la microplaque a été homogénéisée au vortex puis mise a
incuber dans un bain thermostaté durant 15 minutes a 37°C. Les densités optiques des
échantillons plasmatiques, de la gamme d’étalonnage et de la C, ont été mesurées a l'aide
d’un spectrophotometre (SHIMADZU UV-1700) a 505 nm aprés incubation. La détermination
des concentrations en cholestérol a été réalisée a partir de la droite d’étalonnage, en tenant
compte des volumes d'ultrafiltrat et des facteurs de dilution.

Le dosage du cholestérol corporel a été réalisé a partir des échantillons de lipides
totaux dilués au demi dans un mélange d’isopropanol et d’'lgepal (10%). Les dosages ont été
effectuées sur les solutions lipidiques et ont été réalisés de maniére analogue a la méthode
décrite pour les échantillons plasmatiques.

Annexe IV - Dosage des triglycérides plasmatiques et hépatiques

Les teneurs en triglycérides ont été déterminées par un dosage enzymatique
colorimétrique sur microplaque avec un kit Sobioda (réf. réactif : WTRIG050) selon la méthode
guantitative GPO-POD (glycérol-3-oxydase-peroxydase).

Une gamme de triglycérides (0 a 4 mg-ml?) a été réalisée a partir du standard
CALIMAT (réf. Biomérieux : 62321). Les échantillons de foie dilués, les échantillons
plasmatiques dilués, les solutions d’étalonnage et le contréle (Cp) ont été disposés
individuellement et en duplicas dans chaque puit de la microplaque a raison de 5 pl par puit.
Deux cent microlitres (200 pl) de réactif ont ensuite été ajoutés dans chaque puit, la
microplaque a été homogeéneéisée au vortex puis mise a I'étuve pour incubation durant 20
minutes & 38°C. Les densités optiques des échantillons plasmatiques, de la gamme
d’étalonnage et de la C;, ont été mesurées dans un spectrophotométre (SHIMADZU UV-1700)
a 505 nm apres incubation. La détermination des concentrations en triglycérides a été réalisée
a partir de la droite d’étalonnage, en tenant compte des volumes d’ultrafiltrat et des facteurs
de dilution.
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Les broyages des tissues ont été réalisés a TULTRA-TURRAX® sur 100 mg de foie
dans 1 ml de solution détergente non dénaturante composée de 5%
d’octylphénoxypolyethoxyethanol (5% Igepal/ddH20O). Une fois broyés, les échantillons ont été
incubés dans un bain-marie a agitation (Stuart Scientific Shaking Water Bath SBS30) a 90°C
durant 5 minutes et 600 pl de chaque lysat ont été centrifugés a 12000g pendant 10 minutes
(centrifugeuse Thermofischer Scientific MEGAFUGE 16R). Les surnageants obtenus ont été
dilués au 8°™ dans la solution d’lgepal (5%) puis dosés selon la méthode décrite pour les
échantillons plasmatiques.

Annexe V - Détermination des teneurs en matiere seche

Les poissons entiers congelés ont été broyés a deux reprises dans un hachoir a viande
et les coupelles vides en aluminium ont été pesées (m0) (balance de précision SARTORIUS
ENTRIS 224 I, d = 10%). Environ 2 grammes de broyat ont été disposés dans les coupelles,
pesées (m1) et placées dans une étuve thermostatée a 103 + 1°C durant 24 heures. Les
broyats ont été refroidis dans un dessiccateur a vide comportant des billes de carbonate de
calcium (CacCl,) et les coupelles contenant les broyats secs ont été pesées individuellement
(m2). Le pourcentage de matiere séche (%MS) contenu dans chaque échantillon a été
déterminé par différence de masses (équation 27).

%MS = 2270 % 100 27)

ml-mo0
Avec mO : la masse de la coupelle vide (en grammes), ml: la masse de la coupelle et du
broyat humide (en grammes) et m2 : la masse de la coupelle et du broyat sec (en grammes).

Annexe VI - Lyophilisation des échantillons pour analyses

Les poissons entiers congelés ont été broyés a l'aide d’'un hachoir a viande, puis
disposés dans des barquettes en aluminium sur une épaisseur d’'un centimétre et placés dans
un lyophilisateur SERAIL CS5-0,4 durant 34 heures (Tableau 12). A la fin de la lyophilisation,
les échantillons ont été broyés puis conservés en chambre froide dans des pots hermétiques
jusqu’a analyse.
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Tableau 12. Cycle de lyophilisation utilisé dans I'appareil SERAIL CS5-0,4.

Température| Temps Caractéristiques
(min)
30 L’eau contenue dans
I'échantillon passe rapidement
de la température ambiante a -
_p_EBta el At 30 45°C, ce qui permet la
asse Congélation : . .
pression formation de petlts, cristaux de
glace. La température est
60 ensuite maintenue jusqu’a
I'étape 2.
La mise sous vide de I'appareil
60 provoque le début de la
sublimation. La vapeur d'eau
o émise est récupérée dans un
2B S e compresseur. La compression
de la vapeur deau va
Sublimation | 2C 15°C 60 provoquer un échauffe_:me_:nt ,Gt
Etape 2 la chaleur sera redistribuée
Sous (dessiccation afin  de  réchauffer les
vide primaire) 2D 0°C 60 échantillons.
Durant la sublimation, la
température des échantillons
2E +10°C 60 augmente progressivement et
ces derniers perdent leur eau.
A la fin de la sublimation, les
2F +20°C 60 échantillons ne contiennent
plus que 3 a 6 % d’humidité.
o Le maintien des échantillons
Désorption 3A e s sous un vide po_ussé et ala
Etape 3 ) température maximale de non
Vide (dessiccation 3B +25°C 60 détérioration, permet de
poussé secondaire) provoquer le départ des
3C +25°C 60 molécules d’eau retenue par
absorption.

Annexe VIl - Détermination des teneurs en cendres brutes

Les déterminations ont été réalisées par incinération (four a cendres LENTON
FURNACES) sur 100 mg de lyophilisat dans des coupelles en porcelaine préalablement
pesées (m0) (balance de précision SARTORIUS ENTRIS 224 |, d = 10%). Les coupelles
contenant les échantillons ont été placées a I'étuve durant 24 heures, puis refroidies au
dessiccateur durant 1 heure. Une fois revenues a température ambiante, les coupelles ont été
pesées (ml). Enfin, les coupelles ont été mises a incinérer durant 17 heures a 570°C puis
pesées (m2) aprés refroidissement au dessiccateur. Le pourcentage de cendres brutes (% de
cendres) contenue dans chaque échantillon a été déterminé par différence de masses

(équation 28).
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(m2-m0)x100

% de cendres = ——

(28)
Avec mO : la masse de la coupelle vide (en grammes), m1 : la masse de la coupelle contenant
le lyophilisat (en grammes) et m2 : la masse de la coupelle contenant les cendres brutes (en
grammes).

Annexe VIlI - Dosage de I’énergie calorifique brute par calorimétrie

L’énergie calorifique brute a été déterminée en duplicas par combustion adiabatique
(sans transfert de chaleur avec I'extérieur) dans un calorimétre IKA C5003. Pour chaque
échantillon, environ 250 mg de lyophilisat (balance de précision SARTORIUS ENTRIS 224 |,
d = 10% ont été disposés dans une capsule en amidon (IKA Werke Staufen, réf. :
4500046481). Chaque capsule a été placée et comburée individuellement dans une bombe
calorimétrique saturée en dioxygéne. Les résultats obtenus ont été exprimés en kilojoules par
gramme de matiére séche.

Annexe IX - Détermination des teneurs en protéines par la méthode de Kjeldahl
(1883)

Les teneurs en protéines ont été déterminées en duplicas par la méthode de (Kjeldahl,
1883). Pour chaque échantillon, environ 350 mg de lyophilisat ont été disposés dans des
nacelles de pesées (balance de précision SARTORIUS ENTRIS 224 I, d = 10%) puis
transvasés dans des matras de minéralisation. Afin d’accélérer et d’optimiser la réaction de
digestion, un catalyseur composé de sulfate de potassium et de sélénium (pastilles Kjeltabs
Se/3,5) ainsi que 5 ml d’acide sulfurique a 95% ont été ajoutés dans chaque matras.
L’ensemble des matras a été disposé sur une rampe a minéralisation muni d’'un bloc chauffant
et d’'un récupérateur de vapeurs. Les protéines ont été digérées durant 3 heures et 15 minutes
puis distillées dans un systéme Tecator KIELTEC1026. L’'ammoniac gazeux a été dosé dans
ce méme systéme selon le principe de titrage a 'acide chlorhydrique. Les taux de protéines
ont été directement exprimés en pourcentage par I'appareil et ramenés a leur teneur en
matieére séche respective.

Annexe X - Détermination des teneurs en lipides totaux et acides gras par la
méthode de Folch (1956)

Les teneurs en lipides totaux ont été déterminées selon la méthode de Folch et al.
(1957). Les extractions ont été réalisées en duplicas par un mélange de solvants composé de
deux volumes de dichlorométhane pour un volume de méthanol. Pour chaque échantillon,
environ 5 grammes de matiére fraiche (m0) ont été broyés individuellement a I'Ultra-Turrax
dans 40 ml de solvant d’extraction et une spatule dHYFLO SUPERCELO® (silice). Chaque
broyat a ensuite été filtré sous vide (filtre Wathman GF/A 55 mm). Les opérations d’extraction
et de filtration ont été répétées trois fois. Les filtrats obtenus ont été mélangés a 30 ml de
solution de chlorure de sodium (0,73 %) puis mis & décanter durant 24 heures. La phase
inférieure organique (dichlorométhane et lipides totaux) de chaque échantillon a ensuite été
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récupérée dans un ballon préalablement pesé (m1), puis évaporée dans un évaporateur rotatif
BUCHI (Rotovapor RE 121). Les ballons contenant les lipides totaux ont été placés dans un
dessiccateur durant 24 heures puis pesés. Enfin, les teneurs en lipides de chaque échantillon
ont été déterminées et exprimées en pourcentage (équation 29), puis ramenées a leur teneur
en matiére séche respective (équation 30).

% de lipides = m: 2 X 100 (29)
% de lipides dans la MS = % x 100 (30)

Avec mO : la masse de I'échantillon (en grammes), m1 : la masse du ballon vide (en grammes)
et m2 : la masse du ballon contenant les lipides (en grammes), %MS : le taux de matiére seche
de I'échantillon (en %).

Les lipides totaux obtenus par la méthode d’extraction de Folch ont ensuite été
transestérifiés par du méthanol sous I'action du triflorure de bore (catalyseur) a température
élevée permettant de former des esters méthyliques. Cent milligrammes de lipides totaux ont
été repris dans 0,5 ml de dichlorométhane et 6 ml de potasse alcoolique (0,5M). Les solutions
ont été transférées dans des flacons hermétiques et placées a I'étuve (103°C) durant 10
minutes. Une fois revenus a température ambiante, les échantillons ont été méthylés au
triflorure de bore a raison de 1 ml pour 10 mg de lipides puis replacés a I'étuve durant 40
minutes (103 °C). Aprés ajout d’'un volume d’eau identique au volume de triflorure de bore et
de 5 ml d’hexane, 'ensemble des échantillons a été mis a centrifuger a 3000g pendant 5
minutes. Le surnageant obtenu a été mis a décanter durant 10 minutes et la phase supérieure
a été récupérée et filtrée sur du sulfate de sodium anhydre. Le volume d’hexane final a été
ajusté a 10 mg/ml. Les esters de méthyl ont ensuite été séparés par chromatographie en phase
gazeuse (CPG Varian 3800) a raison d’un débit d’hélium de 1ml-mint. Un microlitre de chaque
échantillon (solution d’acides gras méthylés) a été injecté sur une colonne capillaire (DB wax
— 30 m x 0,25 mm) par un passeur automatique. La quantification de chaque acide gras a été
effectuée par le logiciel Star de Varian selon des standards établis. Les quantités de chaque
acide gras ont été exprimées en pourcentage par rapport a la somme des acides gras totaux.

Annexe Xl - Extraction d’ARN totaux

L’extraction des ARN totaux a été effectuée a I'aide du TRIzol® Reagent — Invitrogen
(solution monophasique de phénol et d’isothiocyanate de guanidine) selon la méthode
initialement décrite par Chomczynski & Sacchi (1987).

Pour chaque échantillon, 50 & 75 mg de foie et 100 a 140 mg de muscle congelés ont
été prélevés et broyés individuellement (broyeur-homogénéiseur Precellys® durant 40
secondes a 5500 rpm) dans des tubes contenant des billes (& 2,8 mm) et 1000 pl de TRIzol®
Reagent. Les broyats de muscle ont été centrifugés durant 10 minutes afin d’en retirer les
débris organiques insolubles (Heraeus MEGAFUGE 16 R Centrifuge, 12000 rpm, 4°C), et les
surnageants de foie et de muscle ont été aliquotés individuellement dans des tubes Falcon de
2 ml. Aprés 10 minutes d’incubation a température ambiante, 200 ul de chloroforme ont été
ajoutés a chaque aliquote et les échantillons ont été centrifugés durant 15 minutes (12000
rpm, 4°C). Les surnageants obtenus (suspensions d’ADN et d’ARN) ont été mélangés a 500
ul d’'isopropanol, incubés 10 minutes a température ambiante et centrifugés durant 10 minutes
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(12000 rpm, 4°C) afin de faire précipiter '’ARN dans le culot. Aprés avoir 6té I'isopropanol, les
pelotes d’ARN obtenues ont été lavées avec 1000 pl d’éthanol a 75% et les échantillons ont
été centrifugés durant 5 min (12000 rpm, 4°C). L’éthanol a ensuite été retiré et les pelotes ont
été dissoutes dans 300 pl d’eau stérile pour le foie et 150 ul d’eau stérile pour le muscle. Les
quantités d’ARN ont été estimées par spectrophotométrie microvolume (NanoDrop® ND-
1000) pour une unité d’absorbance a 260 nm équivalente a 40 ug-ml* d’ARN. La qualité de
'extraction a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose (1%). Enfin, les échantillons
extraits ont été conservés a -20°C.

Annexe Xll - Retrotranscription des ARN totaux en ADNc

La transcription inverse (RT) des ARN totaux extraits (ARNm, ARNt, ARNr) permet la
synthese des ADN complémentaires (ADNc). La premiere étape de la RT consiste en la
dénaturation de 'ARN. La seconde étape permet la transcription inverse des ARN dénaturés
en ADNc sous l'action de la reverse transcriptase, enzyme découverte par Howard M. Temin
et David Baltimore en 1970 (Temin & Baltimore, 1972). La retrotranscription a été réalisée en
barrette en duplicas pour les ARN totaux extraits du foie et du muscle des juvéniles.

A partir des concentrations en ARN totaux obtenues par spectrophotométrie
microvolume, 2 ug de chaque échantillon d’ARN ont été dilués dans de I'eau stérile pour un
volume final de 20 ul. Les amorces aléatoires (Random primers PROMEGA C1181), les
désoxyribonucléotides (INTPs PROMEGA C1145) et 'ARN luciférase (2 pg-ul?) ont été
respectivement ajoutés dans chaque solution d’ARN a hauteur de 2 pl, 2 yl et 1 pl. Deux blancs
(réactions contréles) ont été réalisés afin de mettre en évidence une éventuelle contamination
des réactifs : un blanc ADN a partir de 1 ug d’ARN extrait pour un volume total de 10 ul et un
blanc RT a partir de 10,5 ul d’eau stérile. Les mémes volumes d’amorces et de dNTPs ont été
ajoutés a chacun de deux blancs mais sans ARN luciférase. Les échantillons et les blancs ont
ensuite été soumis a dénaturation pendant 5 minutes a 65°C dans un Thermocycler T100
BIORAD puis maintenues a 4°C. Les échantillons dénaturés ont été aliquotés afin d’obtenir
des duplicas et ont chacun accueilli 1,5 yl d’eau stérile, 0,5 ul de transcriptase inverse
(SuperScriptlll RNaseH-Reverse Transcriptase Invitrogen 18080-044), 4 ul de tampon 5X First
Strand Buffer Invitrogen (stabilise I'activité de la transcriptase inverse), 1 ul de dithiothréitol
Invitrogen (0,1 mol-I%, réducteur fort déstabilisateur des ponts disulfures des RNases) et 1 pl
d’inhibiteur & RNases (RNase OUT Invitrogen 10777-019). Les mémes volumes d’eau, de
tampon, de dithiothréitol et d’inhibiteur a RNase ont été ajoutés aux blancs. La transcriptase
inverse (0,5 yl) n’a été ajoutée que dans le blanc RT. Enfin, 'ensemble des échantillons a été
exposé a un cycle de retrotranscription composé de trois étapes thermiques (5 minutes a 25°C,
60 minutes de retrotranscription a 55°C et 15 minutes d’inactivation de la transcriptase inverse
a 70 °C) dans un Thermocycler T100 BIORAD.
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Annexe XllI - qPCR en temps réel des ARN cibles

La PCR quantitative en temps réel (QPCR) est une méthode d’amplification par
polymérisation en chaine permettant de dupliquer une séquence d’ADNc et de suivre la
quantité d’ADNc produite en temps réel a chaque cycle de PCR. L'utilisation d’'un couple
d’amorces spécifiques permet d’étudier 'expression d’'un géne d’intérét. Les transcrits dont les
expressions ont été quantifiées dans le muscle des alevins challengés sont les paralogues de
la carnitine palmitoyltransferase (cptla, cptlb, cptlc et cptld) ainsi que la 3-Hydroxyacyl-CoA
déshydrogénase (hoad) pour la B-oxydation des acides gras a longue chaine. Les transcrits
dont les expressions ont été quantifiées dans le foie des alevins challengés sont les élongases
2 et 5 (elovi2 et elovl5) et la A6-désaturase (fads2) pour la biosynthese des acides gras a
longue chaine; la 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA synthase (hmgcS), la 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoA réductase (hmgcR), la cholestérol 7 alpha-hydroxylase a (cyp7a), la
lanostérol 14-a-déméthylase (cyp5la), la 7-déhydrocholestérol synthase (dhcr7), I'ATP-
binding transporter cassette Al (abcal), 'ATP-binding cassette sub-family G member 5
(abcgb) et 'ATP-binding cassette sub-family G member 8 (abcg8) pour le métabolisme du
cholestérol ; 'ATP citrate synthase (aclyl) et I'acide gras synthase (fasn) pour la lipogenése ;
la glucose 6-phosphate déshydrogénase (g6pdh) pour le métabolisme des pentoses
phosphates (Tableau 13).

Les amplifications ont été effectuées sur des mélanges comportant 2 ul d’échantillon
d’ADNCc dilué au 76, 0,24 ul de chaque amorce, 3 pl de Light Cycler 480SY SYBR® Green
Master (Roche diagnostics) et 0,52 ul d’eau stérile Nuclease-free Water PROMEGA P1195.
Chaque gPCR a été effectuée pour les produits de retrotranscription, les blancs (blanc RT,
blanc ADN et blanc PCR) et les points de gamme (gamme étalon réalisée a partir d’'un pool
d’ADNc issus des produits de RT) répliqués sur une plague PCR semi-jupée Dutscher 4TI-
0381. Le programme de PCR a été initié a 95°C pendant 10 minutes afin de dénaturer TADNc
et d’activer 'enzyme TAQ polymérase dans un thermocycler Lightcycler® 480 Il Roche.
L’initiation a été suivie de 45 cycles d’amplification composés chacun de deux étapes
thermiques successives (10 secondes a 60°C ; 15 secondes a 72°C). Les courbes de fusion
ont été programmées a la fin de chaque cycle d’amplification (1,1°C-10 s de 65°C a 97°C)
afin de confirmer la spécificité de la réaction. Les résultats obtenus en fin de PCR ont été
traités avec le logiciel LightCycler® 480 SW 1.5 (Roche Diagnostics, Neuilly sur Seine, France)
et ont été exprimés en valeurs de cycle seuil de fluorescence (Cp) et en concentrations d’ADN
selon la méthode E du logiciel (version SW 1,5 ; Roche Diagnostics). La normalisation des
genes a été effectuée avec le facteur d’élongation 1a (EF1a) ou la luciférase (LUCIFERASE).
L'efficacité E de la PCR a été vérifiée pour chaque géne étudié en calculant la pente de la
droite standard (1,85 < E < 2) et les produits de RT ont été vérifiés par le calcul des écarts
ART entre les duplicas de valeurs de Cp (ART < |-1]).
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Tableau 13. Séquences des amorces utilisées pour la RT-gPCR

Geénes Amorce sens (5-3’) Amorce anti-sens (5°-3’)
efla TCCTCTTGGTCGTTTCGCTG ACCCGAGGGACATCCTGTG
cptla TCGATTTTCAAGGGTCTTCG CACAACGATCAGCAAACTGG
cptlb CCCTAAGCAAAAAGGGTCT CATGATGTCACTCCCGACAG
Muscle cptlc CGCTTCAAGAATGGGGTGAT CAACCACCTGCTGTTTCTCA
cptld CCGTTCCTAACAGAGGTGCT ACACTCCGTAGCCATCGTCT
hoad GGACAAAGTGGCACCAGCAC GGGACGGGGTTGAAGAAGTG
luciférase = CTGGAGAAGCCTGCCAGCTA CCATGTGACCAGCTTGACGA
elovl2 TGTGGTTTCCCCGTTGGATGCC ACAGAGTGGCCATTTGGGCG
elovl4 AGGATAGCGTCTGCTCTGTG GGAATTTCTGGATCTTGGGT
elovl5 GAACAGCTTCATCCATGTCC TGACTGCACATATCGTCTGG
Foie hmgcs AGTGGCAAAGAGAGGGTGTG TTCTGGTTGGAGACGAGGAG
hmgcr GAACGGTGAATGTGCTGTGT GACCATTTGGGAGCTTGTGT
fads2 AGGGTGCCTCTGCTAACTGG TGGTGTTGGTGATGGTAGGG
fasn TGATCTGAAGGCCCGTGTCA GGGTGACGTTGCCGTGGTAT
cyp7a ACGTCCGAGTGGCTAAAGAG GGTCAAAGTGGAGCATCTGG
cyp5la CCCGTTGTCAGCTTTACCA GCATTGAGATCTTCGTTCTTGC
abcal CAGGAAAGACGAGCACCTT TCTGCCACCTCACACACACTTC
abcgb5 CACCGACATGGAGACAGAAA GACAGATGGAAGGGGATGAA
abcg8 GATACCAGGGTTCCAGAGCA CCAGAAACAGAGGGACCAGA
dhecr7 GTAACCCACCAGACCCAAGA CCTCTCCTATGCAGCCAAAC
aclyl GCTTTTGCCACGGTGGTCTC GCTTCCGCTACGCCAATGTC

Annexe XIV - Activités enzymatiques et dosage des protéines hépatiques

Les activités des enzymes hépatiques FAS (acide gras synthase) et GGPDH (glucose-
6-phosphate déshydrogénase) ont été mesurées sur microplaques par spectrophotométrie
(spectrophotometre SHIMADZU PharmaSpec UV-1700).

Les échantillons ont été broyés a raison de 200 mg de foie dans 7 volumes de tampon
(0,05 mol-I* Tris-HCI , 0,005 mol-I"* EDTA, 0,002 mol-I*DTT, inhibiteur de protéase en tablette
Sigma P2714, pH 7,4). Les homogénats ont ensuite été centrifugés a 24000g durant 20
minutes a 4°C. Pour 'enzyme G6PDH, 20 ul de surnageants dilués au huitiéme ont été incubés
pendant 10 minutes a 37°C avec 200 pl d’'un mélange réactionnel a pH 7,8 composé de Tris-
HCI (1 mol-I*t), de MgCl. (0,2 mol-I') et de NADP (0,01 mol-I). A la fin de l'incubation, 20
de substrat (glucose-6-phosphate a 0,02 mmol-I) ont été ajoutés aux échantillons. La
cinétique d’apparition du NADPH a été suivie a 340 nm durant 10 minutes et I'activité totale
de G6PDH a été calculée avec I'équation 31 et exprimée en mU-mg-mint. L’activité de
lenzyme FAS a été mesurée et calculée de maniére analogue. Les 20 pl de diluas ont
néanmoins été incubés avec 160 ul d’'un mix spécifique de pH 7,8 contenant du K;PO4H (0,1
mol-I'*), du NADPH (0,1 mmol-I*) et de I'acétyl-CoA (25 pmol-I?), et le substrat de la réaction
était composé d’une solution de malonylCoA a 600 pmol-It. Pour chaque échantillon,
I'absorbance d’un blanc ne comportant pas de substrat a été mesurée. Afin de calculer I'activité
spécifigue de chaque enzyme (équation 32), les teneurs en protéines ont été déterminées
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avec une gamme étalon d’albumine bovine selon la méthode de colorimétrique de Bradford
(1976).

(DO €—DO B)XVXT XF

ACTIVITE TOTALE = (31)
EXd XPE xmxqNADPH
ACTIVITE SPECIFIQUE = 4¢/VITETOTALE (32)
qPROTEINES

Avec DO & : 'absorbance de I'échantillon en fonction du temps (en mint), DO B : I'absorbance
du blanc en fonction du temps (en min?), V : le volume de I'essai dans la cuve (240 pl pour la
G6PDH et 200 ul pour la FAS), T : la quantité totale de 'homogénat comprenant le tampon et
I'échantillon (en milligrammes), F : le facteur de dilution de 'homogénat, E : le coefficient
d’extinction du NADPH a 340 nm (6,2 ml-umol*-cm™), d : la longueur du trajet optique (0,7615
cm), PE : le volume du surnageant récupéré aprés centrifugation (200 ul), m : la masse de
I'échantillon de foie (en milligrammes), gNADPH : le nombre de moles de NADPH produites
au cours de la réaction (1 mole produite pour la G6PDH et 14 moles produites pour la FAS),
gPROTEINES : la quantité de protéines mesurée dans I'échantillon par la méthode de Bradford
(1976) (en mg-ml?).

Annexe XV - Performances de reproduction des génitrices

Aucune différence statistiquement significative n'a été relevée pour les paramétres de
croissance et les taux de survie des génitrices (Annexe O). Le nombre d’ceufs produits par
ponte, les taux d’ceufs blancs 24 heures post-hydratation, les taux de survie a I'éclosion et les
pourcentages de malformés étaient statistiquement identiques entre les 3 lots de femelles. A
la ponte, le diamétre moyen des ceufs issus des femelles nourries avec l'aliment VEG était
cependant significativement plus faible (-9%, p<0,01) comparé a celui des ceufs issus des
femelles nourries avec l‘aliment VEG+DHA (Tableau 14).

Tableau 14. Performances de reproduction des génitrices apres 25 semaines d’alimentation.

Régimes COM VEG VEG+DHA
X SD X SD X  SD Significativité
Reproduction
Nombre d’ceufs par ponte 6464 2906 6735 1391 5961 937 ns
Taux d’ceufs blancs* (%) 21,1 9,84 126 10,3 11,1 7,03 ns
Diameétre des ceufs (mm) 4,26 0,17 4,03® 0,14 4,41® 0,06 ok
Survie a I'éclosion (%) 75,0 10,1 489 252 824 10,0 ns
Taux de malformés (%) 3,63 1,70 13,1 125 498 2,46 ns

COM, aliment commercial Le Gouessant ; VEG, aliment végétal ; VEG+DHA, aliment végétal
supplémenté en DHA. Les données sont représentées par la moyenne x = I'erreur standard SD avec
n=4 femelles par régime. Les degrés de significativité sont indiqués par des astérisques (** P<0,01 ; ns
: non significatif) et ont été estimés par un test ANOVA ou un test de Kruskal-Wallis. 2 ab.b | es différences
significatives sont indiquées par des lettres.
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Résumé. La formulation des aliments aquacoles a fortement évolué afin d’inclure une part de plus
en plus importante de matiéres premiéres végétales. La substitution de I'huile de poissons par des
huiles végétales réduit néanmoins I'apport en acides gras oméga 3 a longue chaine tel que le DHA.
C’est pourquoi, durant les 25 semaines précédant la reproduction, trois lots de truites femelles ont
été nourries avec un aliment végétal supplémenté ou non en DHA d’origine micro-algale, ou avec un
aliment commercial riche en huiles et en farines de poisson. Basée sur le concept de programmation
nutritionnelle, cette étude a évalué les capacités métaboliques de descendants de truites arc-en-ciel
en lien avec I'alimentation de leurs génitrices. Les effets sur la descendance ont été étudiés suite a
12 semaines de challenge alimentaire végétal supplémenté en DHA micro-algale. Bien que la
croissance des juvéniles n’ait pas été affectée, des différences - liées a la nutrition parentale — en
termes d’efficacité alimentaire, de composition corporelle, de biochimie plasmatique et d’expression
de certains génes-clés impliqués dans les métabolismes du cholestérol, de la lipogenése et de la
biosynthése de acides gras a longue chaine ont été relevées. Nos résultats confirment I'existence
d’'une programmation au niveau du métabolisme des lipides chez la truite arc-en-ciel, en lien avec
I'alimentation maternelle.

Abstract. Aquaculture feeds have significantly evolved towards inclusion of a significant proportion
of plant raw materials. Nevertheless, the replacement of fish oil with vegetable oils reduces the
availability of long-chain omega 3 fatty acids such as DHA. During the 25 weeks preceding
reproduction, 3 groups of females were fed with, either plant-based diet supplemented, or not, with
DHA from micro-algal origin, or with a commercial feed rich in fish oil and fishmeal. Based on the
nutritional programming concept, this study assessed the metabolic abilities of rainbow trout
progenies in relation to the broodstock nutrition. Effects on offspring have been studied after being
fed 12 weeks with a plant-based diet supplemented with micro-algal DHA. Although juvenile growth
performances have not been affected, differences in feed efficiencies, body compositions, plasma
metabolites and expression of some key genes involved in cholesterol metabolism, lipogenesis and
long-chain fatty acid biosynthesis were observed. Our results confirm the concept of metabolic
programming, linked to maternal nutrition.
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