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Liste des abréviations utilis€es

FAF BSA : free acid fatty bovine serum albumine
ANC : Apports Nutritionnels Conseillés

AG : acides gras

AGPI: acides gras poly-insaturés

AGMI: acides gras mono-insaturés

AGS: acides gras saturés

AGE : acides gras essentiels

Les acides gras :

14:0 : acide myristique

16:0 : acide palmitique

18:0 : acide stéarique

18:1n-9 : acide oléique

20:1n-9 : acide gadoléique

18:2n-6 : acide linoléique

20:4n-6 : acide arachidonique (ARA)
18:3n-3 : acide linolénique

18:4n-3 : acide stéradonique

20:4n-3 : acide eicosatetragnoique

20 5n-3 : acide eicosapentagnoique (EPA)
22 6n-3 : acide docosahexaenoique (DHA)

RT-PCR : Reverse transcriptase polymerase chain reaction
Q-PCR : Quantitative polymerase chain reaction

CCM : Chromatographie sur couche mince

BHT : Butylhydroxytoluene

CPG : Chromatographie en phase gazeuse

CVetr : coefficient de variation de 1’écart type résiduel

Pu : puissance du test statistique
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INTRODUCTION

L’aquaculture traditionnelle connait aujourd’hui un réel besoin de diversification tant au
niveau des produits que des techniques de production. Les changements doivent se faire en accord
avec les exigences des consommateurs, des producteurs et des distributeurs. La perciculture est une
voie de diversification pour différentes raisons : c’est un poisson a chair blanche, de bonne qualité
nutritionnelle (Xu et Kestemont, 2002) et possédant une bonne aptitude a la transformation (Mathis
et al., 2003). Le marché est intéressant car I’offre est inférieure a la demande et la consommation

peut se faire a différents stades de développement (Tamazouzt ef al., 1993).

L’effet bénéfique des lipides de poisson sur la santé chez I’homme a depuis longtemps été
établi. Il est 1i€ a la teneur élevée en acides gras poly-insaturés (AGPI) de la famille n-3 dont I’EPA
(acide eicosapentaenoique) et le DHA (acide docosahexagnoique) sont les plus importants, et
parallelement a la faible teneur en acides gras saturés (AGS). Les AGPI de la famille n-3 sont
importants pour la sant¢ humaine car ils jouent un rdle essentiel dans le développement et la
fonction de certains organes (vision, cerveau) ainsi que dans les réponses biochimiques et
physiologiques de 1’organisme (Arts et al., 2001; Lauritzen et al., 2001; Silvers et Scott, 2002). Ils
ont notamment un effet protecteur sur le systeéme cardiovasculaire qui passe par la régulation du
rythme cardiaque (Dallongeville et al., 2003) et qui est d a leurs propriétés antithrombotiques
(Knapp, 1997) et hypolipidemiques (Harper et Jacobson, 2001). Ils sont également importants pour
la protection du systéme nerveux et immunitaire. IIs sont utiles dans le traitement de certaines
maladies mentales (Peet et al., 2001) ainsi que contre le cancer (Yam et al., 2001). L’OMS
recommande une consommation journaliere d’acide linolénique (0,8 — 1,1g/jour) et de DHA+EPA

(0,3g - 0,5g/jour).

L’étude de la nutrition lipidique chez le poisson a d’abord été menée dans le but d’une
amélioration de la production en aquaculture. A 1’heure actuelle, les aliments riches en farine et
huile de poissons utilisés dans les élevages de poissons carnivores posent des problemes en termes
d’approvisionnement. Le remplacement de 1’huile de poisson par des huiles d’origine végétale est
I’une des solutions envisagées pour pallier cette pénurie. Elles sont disponibles en grande quantité

pour un coft stable (Izquierdo et al., 2003). Cependant il s’agit d’huiles riches en acides gras a 18

10



INTRODUCTION

carbones qui ne contiennent pas d’AGPI a 20 ou 22 carbones. Leur utilisation nécessite donc
d’abord de savoir quel est leur effet sur le métabolisme des lipides et la composition en acide gras
du poisson afin de maintenir la santé du poisson et le bénéfice nutritionnel de leur consommation

par ’homme.

L’objectif de ce travail de these est d’étudier :

- la répartition des lipides et des acides gras (AG) dans les différents tissus
impliqués dans le métabolisme lipidique chez la perche (foie, filet et tissu adipeux
périviscéral)

- le métabolisme des AGPI dans les différents tissus

- I’effet des facteurs alimentaires sur la composition et le métabolisme des lipides

dans le but de comprendre les facteurs qui contrdlent la composition en AG des tissus de la perche
et plus principalement les teneurs en DHA, afin d’optimiser et de valoriser la qualité nutritionnelle

de la perche.

L’étude bibliographique est divisée en trois parties. La premiere est une description

quantitative et qualitative des lipides chez le poisson. La deuxieme traite du métabolisme des
lipides chez le poisson. Et la derniere liste les facteurs ayant un effet sur la teneur en lipides et sur

la composition en acides gras des poissons.

L’étude expérimentale vise a caractériser les lipides chez la perche, a déterminer et a

hiérarchiser les facteurs ayant un effet sur la composition lipidique des tissus de la perche et traite

plus précisément de 1’effet du traitement alimentaire sur la qualité nutritionnelle de la perche.
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1 CHOIX DE L'ESPECE

En Europe, I’aquaculture continentale est encore tres traditionnelle, notamment 1’élevage en
étangs, généralement associé a une gestion extensive des plans d’eau. L’avenir de cette activité est
incertain du fait de contraintes économiques, techniques et réglementaires. En s’appuyant sur le
savoir faire et I’expérience des pisciculteurs, une alternative réside dans la diversification des
activités et la production d’especes indigénes en mettant en ceuvre d’autres modes de production.
Les poissons carnassiers des zones tempérées (brochet, perche, sandre...) sont, apres les
salmonidés (carnassiers d’eau froide) les especes les plus appréciées des consommateurs. Une
enquéte a montré que la perche est consommée sous différentes formes (filet, poisson entier) et
dans une large gamme de taille (de 4cm a 25cm ; Tamzouzt et al., 1993), ce qui traduit 1’existence
de marchés distincts aux produits diversifi€és. Ces marchés représentent souvent des volumes non
négligeables : par exemple, 4000 tonnes de filets sont consommés en Suisse chaque année. La zone
géographique de consommation est vaste, elle concerne les pays du pourtour alpin (France, Suisse,
Italie), le Bénélux et les pays scandinaves.

La concurrence avec I’activité de péche est limitée : d’une part la production de perche en
milieu naturel est trés variable d’une année sur 1’autre et, d’autre part, la qualité des produits
(poisson, filet) varie fortement au cours de 1I’année (rendemant en filet oscillant entre 30 et 45%).

Le développement de la filiere passe par la maitrise du cycle de reproduction (Migaud et
al., 2002; Migaud et al., 2004; Migaud et al., 2006), I’optimisation des conditions d’élevage
(Tamazouzt et al., 1998; Tamazouzt et al., 2000; Kestemont et al., 2001; Kestemont et al., 2003;
Mathis et al., 2003) et la maitrise des différents criteres de qualité du produit (qualité
nutritionnelle, organoleptique, technologique et sanitaire) (Mairesse et al., 2006; Mairesse et al.,
2007). Les résultats de ces études ont permis le développement d’une dizaine d’entreprises de
perciculture a travers 1'Europe: Hongrie, République Tcheque, Pologne, Irlande, Belgique,
Hollande et France.

L’aquaculture de la perche est estimée a 200 tonnes/an (FAO, 2006)
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2 DEFINITION ET STRUCTURE DES LIPIDES TOTAUX,
NEUTRES ET POLAIRES, ET DES ACIDES GRAS

2.1 Les lipides

Les lipides représentent une famille hétérogene de molécules organiques insolubles dans
I’eau et dans les solvants polaires et solubles dans les solvants non polaires tels que le chloroforme.

Cette famille se divise en cinq classes différentes par leur structure :

2.1.1 Les lipides neutres
Les triglycérides constituent la classe la plus importante des lipides neutres. Ils sont

constitués d’'une molécule de glycérol estérifiée par trois acides gras (Figure 1).

Figure 1: Schéma représentant les triglycérides
R1, R2, R3= acides gras

Ils constituent les dépdts lipidiques. Chez la plupart des poissons d’eau douce, ils sont
majoritairement composés d’AGS et d’AG insaturés a courte chaine (Henderson et Tocher, 1987).
IIs sont retrouvés essentiellement dans les tissus adipeux sous cutanés, dans les adipocytes du
muscle blanc et dans les tissus adipeux périviscéraux (Borresen, 1992). Cependant il existe des
triglycérides particuliers, tels que ceux retrouvés dans les yeux de Cynoscion arenarius

(perciforme) composés de trois AGPI (trois DHA) (Nicol et al., 1972).

Les cirres constituent la deuxieme classe la plus importante des lipides neutres. Il s’agit
d’esters constitués d’un acide gras estérifié avec un alcool. Ces molécules sont présentes dans le
zooplancton marin et se retrouvent dans le corps et les ceufs de certains poissons zooplanctivores

(harreng, anguille, capelans).

14



1°® PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1.2 Les lipides polaires
Les phosphoglycérides constituent la majeure classe des lipides polaires. IlIs sont plus

couramment appelés phospholipides. A la différence des triglycérides ils portent un groupement

acide phosphatidique sur le glycérol (Figure 2).

w
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Figure 2 : Schéma représentant les phospholipides

Ils sont les constituants des biomembranes. Le degré d’insaturation des lipides polaires
détermine la fluidit¢é de la membrane et donc ses fonctions (Sargent et al., 1999). Les
phospholipides contiennent de grandes quantités d’ AGPI, jusqu’a 58%, les principaux étant I’EPA,
le DHA mais aussi 1’acide arachidonique qui est prédominant dans le phosphatidylinositol.
Viswanathan Nair et Gopakumar (1984) ont comparé la composition en acides gras des lipides
neutres et des lipides polaires de cinq espeéces de poissons maigres et de trois especes de
coquillages. Dans la plupart des cas les phospholipides sont plus riches en AGPI de la famille n-3

et n-6 que les triglycérides, la seule exception étant la crevette d’eau douce.

Les sphingolipides sont une classe complexe de lipides polaires constitués d’un groupement
aminé.
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2.1.3 Les lipides simples

Le cholestérol est le lipide simple le plus répandu. Il est présent tel quel dans les
membranes cellulaires ou stocké dans les lipides neutres sous forme d’ester. A titre d’exemple, les
lipides totaux des ceufs de morue sont constitués de 8,1% de triglycérides, 8,7% de cholestérol et
80% de phospholipides (Falch et al., 2006).

Dans les muscles des poissons maigres, le cholestérol peut représenter jusqu’a environ 6%

des lipides totaux, niveau semblable a celui trouvé dans les muscles des mammiferes

2.2 Les acides gras

Les acides gras sont les constituants élémentaires des lipides. Ils sont composés d’une chaine
hydrocarbonée comportant a une extrémité un groupement méthyle CH3 et a I’autre extrémité un
groupement carboxyle COOH. IlIs se définissent par leur nombre de carbone, leur degré
d’insaturation (nombre de doubles liaisons) et la position des doubles liaisons (Figure 3). Ainsi
14:0 et 16:0 désignent un acide gras a respectivement 14 et 16 atomes de carbone et sans double
liaison. 18:1n-9 et 18:1n-7 désignent un acide gras a 18 carbones et une double liaison. Pour ces
deux acides gras, les doubles liaisons sont situées respectivement au 9¢me et au 7eéme carbone en
partant de I’extrémité méthyle de la chaine carbonée. Ceci est également noté 18:1A9 ou 18:1®9 ou
18:1n-9. Les acides gras insaturés sont généralement sous la forme cis (= « du méme coté » c'est-a-
dire que leurs deux atomes d'hydrogene se trouvent du méme co6té du plan formé par la double
liaison carbone). Les acides gras ont également un nom commun comme 1’acide palmitique 16:0,
I’acide oléique 18:1n-9, et I’acide linolénique 18:3n-3, leur nom dérivant de leur origine, comme
ici, I’huile de palme, I’huile d’olive et I’huile de lin. Il existe également des noms dérivant de la
nomenclature gréco-romaine comme 1’acide eicosapentacnoique (EPA) 20:5n-3 et 1’acide

docosahexaenoique (DHA) 22:6n-3.
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Acides gras saturés

i o e e e oo JACOOH
acide palmitique HiC

acide stéarique N e ey

Acides gras insaturés

. s /\MW
acide oléique H- — COoH

acide linoléique G S OO0

Acides gras polyinsaturés n-3
acide linolénique

EPA H 3C/\i/\:/b/\:/\:/\/COOH

DHA H C/\:/\:/t/\:/\:/\:/\/COOH

Figure 3: Les acides gras : exemple d’acide gras saturés, insaturés et poly-insaturés.
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2.2.1 Acides gras saturés (AGS)

Les acides gras saturés sont présents dans le regne animal y compris chez les poissons sous
forme de chaine carbonée allant de 14 a 24 carbones. Cependant les acides gras les plus abondants

sont le 16:0 et 18:0, et dans une moindre mesure le 20:0.

2.2.2 Acides gras mono-insaturés (AGMTI)
Parmi les AGMI le 18:1n-9 et le 16:1n-7 sont les plus répandus dans la plupart des lipides

du poisson. Cependant, le 20:1n-9 et le 22:1n-11 sont souvent retrouvés dans les lipides neutres.

Ces derniers dérivent des acides gras présents dans le zooplancton (Ackman, 1989).

2.2.3 Acides gras poly-insaturés (AGPT)

Les AGPI les plus abondants chez le poisson sont le 20:4n-6 et son précurseur le 18:4n-6,
ainsi que le 20:5n-3 et 22:6n-3 et leur précurseur le 18:3n-3.

Les poissons sont de loin les animaux pour lesquels la teneur en AGPI de la famille n-3 est
la plus élevée, dans le filet elle varie de 15 a plus de 35% selon I’espece. Dans le milieu naturel, la
richesse en AGPIn-3 est liée a la composition du phytoplancton ou ces acides gras représentent
plus de 40% des lipides totaux. Ces AGPIn-3 sont conservés aux niveaux trophiques supérieurs :
15 2 20% dans le zooplancton et 20% chez le poisson (Sargent et al., 1989). Cependant, dans les
écosystemes d’eau douce, c’est le 18:3n-3 qui est majoritaire (9 a 15% des acides gras totaux) alors
que dans les écosystemes marins ce sont les AGPI a longue chaine (20 carbones et plus) qui
prédominent (25 a 38%) (Sargent et al., 1989). Cette différence a des répercussions sur les besoins
et la synthese des acides gras chez le poisson. En général, les poissons marins ont des teneurs plus

élevées en AGPI longs que les poissons d’eau douce.
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3 METABOLISME

3.1 Digestion, absorption et transport des lipides

En regle générale, la digestion, 1’absorption et le transport des lipides se font chez le
poisson de facon similaire aux mammiferes. Il existe cependant des différences de morphologie du
tube digestif (espece avec ou sans estomac, intestin plus ou moins long, caecca pyloriques plus ou
moins développés) associées aux différences de régime alimentaire et de mode de vie. Ces
différences peuvent avoir un léger impact sur le processus de digestion des lipides comme par
exemple la présence d’une hydrolyse des lipides dans I’estomac par une lipase gastrique chez
I’esturgeon (Gisbert et al., 1999).

Chez la majorité des poissons, le mécanisme de digestion des lipides est une hydrolyse
extracellulaire par des lipases ou colipases (Sargent et al., 1989) qui a lieu dans I’intestin. Le
pancréas ou hépatopancréas est la principale source d’enzymes digestives chez le poisson comme
chez les mammiferes (Kapoor et al., 1975).

Les lipides sont réputés pour étre fortement digestibles (a 95%). Cependant, la digestibilité
des acides gras n’est pas homogene : elle diminue quand le point de fusion des acides gras
augmente, donc les AGS et AGMI longs sont les moins bien digérés. Par contre la digestibilité des
AGPI serait presque totale, un peu moindre pour 1’acide linoléique cependant (Olsen et Ringoe,

1997).

3.1.1 Absorption

L’absorption des lipides se fait au niveau des entérocytes. Chez la perche I’'intestin est
divisé en trois segments et 1’absorption se fait au niveau du segment proximal (Noaillac-Depeyre et
Gas, 1979).

Les produits résultant de la digestion des lipides sont majoritairement des acides gras libres.
Il y a cependant d’autres molécules différentes en fonction du type de lipide digéré. Ainsi on
trouvera du glycérol et du 2-monoacylglycerol (provenant des triglycérides et des phospholipides),
des alcools (provenant des cirres) et des stérols (provenant du cholestérol) (Figure 4). Il existe une
absorption différentielle en fonction du type d’acides gras, basée sur la longueur de la chaine et
le degré d’insaturation (Higgs et Dong, 2000). Les acides gras a courte chaine (2 a 10 atomes de
carbone) et le glycérol sont absorbés par simple diffusion a travers la membrane des entérocytes.
Les acides gras a plus de 10 carbones sont coupés par une lipase et transformés en micelles par les

sels biliaires.
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Les micelles représentent ainsi un agglomérat, de charge négative, qui va pouvoir étre
transporté de la lumiere intestinale a la membrane ou les acides gras seront libérés afin de pouvoir
pénétrer a I'intérieur de 1’entérocyte. Une fois a I’intérieur, les acides gras sont ré-estérifiés en

lipides et s’associent a des protéines (apoprotéines spécifiques) afin de former des chylomicrons.

Foie, tissus

Entérocyte

Protéines—___
Chylomicrons

Réticulum endoplasmique /
AG, MG, S, AGOH — TG, PL,CL,C

Bordure e

Micelles
AG, MG, S, AGOH,

TG,PL,CL,C ——

Digestion extracellulaire

LUMEN
TG: triglyécrides AG : acides gras libres
PL: phospholipides MG : monoglycéride
CL: cholesterol S : stérols
C : cirres AGOH: acides gras estérifiés avec un alcool

Figure 4: Digestion des lipides, d’apres (Sargent ef al., 2002)
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3.1.2 Transport

Une fois absorbés par les entérocytes, les acides gras sont transportés au foie via la
circulation sanguine et lymphatique qui les re-distribuera dans le corps en fonction des besoins.

Les lipides alimentaires absorbés, présents dans le sang sous forme d’acide gras sont
transportés librement quand le nombre de carbones est inférieur a 10. S’il est supérieur a 10, ou si
les lipides sont sous la forme de triglycérides, ils sont transportés en association avec une

apoprotéine (=lipoprotéine).

Dans le plasma, les triglycérides et les lipoprotéines sont hydrolysés en acides gras et
glycérol par une lipoprotéine lipase (LPL) qui joue un role important dans la captation des lipides
des tissus. L’activité LPL a été décrite chez différentes especes (Black et al., 1983; Sheridan et
Allen, 1984; Harmon et al., 1991). Chez les salmonidés, son activité a été mesurée dans le plasma
(Skinner et Youssef, 1982) et dans différents tissus incluant le muscle rouge, le foie et les tissus
adipeux (Black et al., 1983; Sheridan et Allen, 1984). Elle est différente en fonction du tissu et
peut varier en fonction du traitement alimentaire. Par exemple, chez la truite arc en ciel, la
présence de I’enzyme a été€ mise en évidence dans le foie, mais avec une activité faible (20mUl/g)
et qui n’est pas modifiée par les variations de la composition de la ration. L’activité LPL dans le
tissu adipeux (150 mUI/mg) est trois fois plus élevée que dans le filet (45mUILg). Dans ces deux
tissus elle augmente avec I’élévation du taux de lipides alimentaires mais elle n’est pas affectée par

la nature des lipides de I’aliment (Richard et al., 2006).

Le transport des lipides est constitué de deux boucles : une boucle exogene et une boucle
endogene (Sheridan, 1988) :

Le transport exogeéne correspond au transport des lipides de I’intestin aux tissus actifs ou
de stockage sous forme d’acides gras ou de chylomicrons en fonction de la taille des acides gras.
Les lipides provenant du plasma sont d’abord distribués au foie puis ensuite aux tissus

périphériques pour stockage ou utilisation.

Le transport endogene représente le transport des lipides par 1’intermédiaire des VLDL
(very low density lipoproteins), lipoprotéines riches en triglycérides, sécrétées par le foie. Les

VLDL sont hydrolysées dans les capillaires et dans les tissus du poisson grace a I’action de la LPL.
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3.2 Dépot
Chez les mammiferes, les lipides sont stockés dans un tissu adipeux. Chez les poissons, les

lipides sont stockés dans un grand nombre de tissus différents comme le tissu hépatique, le tissu

musculaire, les tissus adipeux périviscéraux (Henderson et Tocher, 1987; Sheridan, 1994) sous
forme de triglycérides essentiellement (Sheridan, 1988; Ackman, 1995). L’ importance de ces sites
varie selon ’espece : tissu périviscéral et filet chez les salmonidés, foie chez les especes marines
surtout (morue, bar). De plus, il existe également des disparités au sein d’un méme tissu, par
exemple chez la truite (Salmo trutta) des différences de teneurs en lipides existent au sein d'un

méme filet (Toussaint et al., 2005).

Généralement le stockage se fait dans les adipocytes ou directement dans les cellules sous
forme de gouttelettes lipidiques (Sheridan, 1988). Les lipides du muscle blanc sont stockés dans
des adipocytes situés entre les fibres musculaires, et les lipides du muscle rouge sont stockés a
I’intérieur méme des fibres (Sheridan, 1994). La partie ventrale entourant la cavité viscérale est une

zone généralement riche en tissu adipeux chez la plupart des poissons.

Le stockage différentiel des lipides au sein des tissus permet de classer les especes de

poissons en trois catégories (Tableau 1):
-maigres, dont la teneur en lipides dans le filet est inférieure a 2%
-semi-gras, dont la teneur en lipides dans le filet est comprise entre 2% et 10%.

-gras, dont la teneur en lipides dans le filet est supérieure a 10%

Tableau 1: Répartition de quelques especes selon leur teneur en lipides musculaires

(Ackman, 1995)
Poissons maigres Poissons semi gras Poissons gras
Bar Esturgeon Anguille
Lieu noir Omble de fontaine Hareng
Morue Truite fario Maquereau
Mulet Truite arc en ciel Saumon atlantique
Sole Sardine

Turbot
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La perche commune avec un taux de lipides intramusculaires inférieur a 2% fait partie de

la premiere catégorie (Kestemont et al., 2001). Elle stocke préférentiellement ses lipides dans un

tissu adipeux périviscéral mais également dans le foie (Kaitaranta et Ackman, 1981).

Il existe une incorporation préférentielle de certains acides gras qui varie en fonction des

tissus ainsi qu’en fonction du réservoir lipidique (lipides neutres ou lipides polaires) ou ces
acides gras sont retenus (lipides neutres ou lipides polaires).

Linares et Henderson (1991) ont étudié 1’incorporation d’acides gras marqués au ¢ dans
des turbots. Le taux d’incorporation du DHA est supérieur a celui des autres acides gras testés. Il
n’est pas différent en fonction du type de lipides. Par contre, le taux d’incorporation de I’acide
arachidonique est supérieur dans les phospholipides. Concernant 1’association entre incorporation
et tissus, des taux élevés de DHA sont retrouvés au niveau du cerveau et de 1’ceil.

L’administration de palmitate et d’oléate marqué au carbone '“C 2 des truites arc en ciel a
permis de mesurer 1’incorporation de ces acides gras au niveau des différents tissus. Cette
incorporation varie considérablement en fonction des tissus et des types de lipides ol ces acides
gras jouent un role physiologique différent. Dans tous les tissus, la vitesse d’incorporation de
I’oléate dans les lipides neutres est plus grande que celle du palmitate. Les lipides neutres
représentant la forme de stockage de I’énergie, cette incorporation préférentielle d’oléate montre
vraisemblablement que cet AG joue un role plus important que le palmitate dans la fourniture
d’énergie pour I’organisme. Cependant les taux d’incorporation de ces deux acides gras aux
phospholipides des tissus sont similaires. Les membranes cellulaires étant composées de
phospholipides, ceci indique une contribution égale de ces deux acides gras au renouvellement des
membranes cellulaires (Weber et al., 2003). Cette étude illustre I’incorporation préférentielle des
AGMI dans les lipides neutres dans un but énergétique. Parmi les différents tissus testés, le
taux de fixation d’acides gras est maximal dans le foie et minimal dans le tissu adipeux
périvisceral. Des concentrations différentes en protéines transmembranaires ayant comme fonction
le transport des acides gras peuvent €tre a 1’origine des différents taux d’incorporation retrouvés au

niveau des différents tissus.
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3.3 Bioconversion et catabolisme

3.3.1 Lipogenése

La lipogenese est le terme utilis€é pour désigner la formation de nouveaux lipides
endogenes. La lipogenese est catalysée par un ensemble d’enzymes cytosoliques regroupées sous le
terme de complexe acides gras synthétase, qui a également été caractérisé chez le poisson
(Sargent et al., 1989). On observe une conversion de 1'acétyl-CoA provenant du cycle de Krebs en
malonyl-CoA, précurseur des acides gras formés par le complexe acides gras synthétase (Walton et
Cowey, 1982) (Figure 5). Les AG synthétisés de novo chez tous les organismes y compris le
poisson sont 1’acide palmitique 16:0, I’acide stéarique 18:0 et I’acide myristique 14:0 en plus faible
quantité. Leur proportion varie selon les especes (Sargent et al., 1989), par exemple le complexe
acides gras synthétase produit deux fois plus de 16:0 que de 14:0 (Eberhagen et al., 1969) chez la
truite, autant de 16:0 que de 14:0 chez la carpe (Eberhagen et al., 1969) et plus de 16:0 que de 18:0
chez le carrelet (Wilson et Williamson, 1970). Chez le poisson chat, le 18:0 est le principal produit
du complexe acides gras synthétase, suivi par le 16:0 (Warman et Bottino, 1978).

Le foie est le principal site de lipogenese dont D'activité est régulée par des facteurs

nutritionnels, plus spécialement chez les poissons d’eau douce (Lin ef al., 1977a; Lin et al., 1977b;

Sargent et al., 2002). La présence de lipides dans les aliments du poisson a tendance a limiter
la lipogenese.

Une augmentation du rapport lipides/protéines alimentaires diminue la lipogenese chez la
carpe (Shimeno et al., 1995) et chez le bar (Dias et al., 1998) alors qu’une augmentation du rapport
glucides/lipides alimentaires 1’augmente chez la truite arc en ciel (Cowley et Sheridan, 1993).

Les acides gras de la famille n-3 provenant de I’alimentation réduisent la lipogenese chez la
carpe (Shikata et Shimeno, 1994). L’activité acide gras synthétase est réduite par les AGPIn-3 et
plus spécialement 1'EPA et le DHA dans des hépatocytes de truites arc en ciel (Alvarez et al.,
2000). Une alimentation riche en AGPI de la série n-3 diminue I’activité de I’enzyme malique et de
I’enzyme glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PD) chez la carpe et le saumon (Shikata et
Shimeno, 1994; Menoyo et al., 2003). D’une maniere générale la présence d’acides gras insaturés a
un effet sur la lipogenese : les AGPI de la série n-3 et n-6, contrairement aux AGS et AGMI,
réduisent la lipogenese dans le foie (Toussant ez al., 1981; Wilson ef al., 1990).

Cependant, chez les téléostéens, la diminution de la synthése de novo des AG n’est
effective que pour des variations du taux de lipides supérieures a 10% (Henderson et Sargent,

1981; Brauge et al., 1995).
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De plus, contrairement aux mammiferes, il faut attendre plusieurs semaines pour que la
régulation se mette en place (Lin er al., 1977a). Ceci montre que le turn over des enzymes
lipogéniques est plus long chez les poissons que chez les mammiferes (Walton et Cowey, 1982).

Dans certaines études, le remplacement (total ou partiel) de 1’huile de poisson (riche en
AGPI) par de I’huile végétale (riche en AG a 18 carbones) n’affecte pas ’activité des enzymes
lipogéniques. Ceci a été observé chez le turbot (Regost et al., 2003), chez la daurade (Menoyo et
al., 2004), chez le saumon atlantique (Torstensen et al., 2004b) et chez la truite (Richard et al.,
2006)

Figure 5 : Représentation shématique des différentes voies impliquées dans la lipogénese
(d’apres Hellerstein, 1996)
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3.3.2 Bioconversion des acides gras

3.3.2.1 Les enzymes impliquées dans la bioconversion des acides gras
Il existe deux types d’enzymes responsables de la formation d’un grand nombre d’acides

gras a partir d’'un nombre limité de précurseurs : les désaturases et les élongases. Les désaturases
permettent d’ajouter une double liaison (= insaturation) entre deux carbones et les élongases
permettent d’allonger la chaine carbonée des acides gras de deux carbones.

Durant ces dernieres années un certain nombre de désaturases ont été caractérisées chez
différents animaux dont les poissons. Il s’agit d’'une famille d’enzymes retrouvées dans un grand
nombre de cellules ou elles participent a la régulation de la fluidité des membranes et de ce fait
jouent un réle important dans la bioconversion des acides gras. Les désaturases sont caractérisées
par I’endroit de la chaine carbonée ou elles vont introduire la double liaison. Par exemple la delta 9

désaturase ne peut introduire une double liaison qu’entre le carbone 9 et le carbone 10.

3.3.2.2 Bioconversion des acides gras mono-insaturés (AGMI)
Les poissons sont capables de désaturer 16:0 et 18:0 en 16:1n-7 et 18:1n-9. Cette

désaturation a lieu dans le réticulum endoplasmique des cellules et est catalysée par une enzyme: la
delta 9 désaturase. Cette enzyme a été largement caractérisée dans le monde animal dont le poisson
et plus spécialement chez la carpe (Chang et al., 2000). 11 a été démontré chez cette espece que le
froid induit I’expression de 1’enzyme (Trueman et al., 2000).

Les élongations de 16:1n-7 et 18:1n-9 en 20:1n-9, 22:1n-9 et 24:1n-9 ont été tres peu

étudiées. L’ origine de ces derniers est généralement alimentaire (Ackman, 1989).

3.3.2.3 Bioconversion des acides gras poly-insaturés (AGPI)
Seuls les végétaux ont la capacité de désaturer le 18:1n-9 en 18:3n-3 et 18:2n-6 grace a des

enzymes delta 12 et delta 15 désaturases. Chez les vertébrés, ces acides gras doivent étre
obligatoirement présents dans 1’alimentation : ce sont des acides gras essentiels (AGE).

IIs peuvent étre ensuite transformés en AGPI a 20 et 22 carbones (20:4n-6, 20:5n-3, 22:6n-
3) par une série de réactions de désaturation et d’élongation catalysées par des désaturases (delta 5
et delta 6) et des élongases. Cette voie biosynthétique est particulierement importante chez le
poisson car elle donne lieu a la production d’acides gras hautement insaturés aux roles

physiologiques importants a la fois pour le poisson et pour I’homme. Il s’agit d’une voie complexe
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mais relativement bien comprise: les réactions enzymatiques ont lieu, sauf une exception, dans les
microsomes du foie et ce sont les mémes enzymes qui agissent sur les acides gras de la famille n-3,
n-6 et n-9 (Figure 6). Cependant I’affinité des enzymes, et plus spécialement des désaturases, est
supérieure pour les n-3 par rapport aux n-6 et I’affinité de ces deux dernieres séries est supérieure a
celle des n-9. C’est pourquoi 1’acide 18:1n-9 ne sera converti en acides gras supérieur qu’en
I’absence des acides gras essentiels 18:3n-3 et 18:2n-6 (Sargent et al., 2002).

L’étude de Buzzi et al., (1996) a révélé que pour le DHA, contrairement a ce qui était
admis, I’insertion de la derniere double liaison n’est pas imputée a une delta 4 désaturation a partir
du précurseur direct le 22:5n-3. En fait, ce dernier est allongé en 24:5n-3 qui est alors converti en
24:6n-3 par delta 6 desaturation puis en 22:6n-3 (DHA) par oxydation qui a lieu dans les
peroxysomes. Une expérience similaire, utilisant des acides gras marqués incorporés dans des
hépatocytes et des microsomes isolés a été menée sur le turbot. Méme si la production de DHA est
limitée, la présence de 24:6n-3 marqué dans les microsomes suggere qu’ici aussi la formation de
DHA passerait via des intermédiaires a 24 carbones et aurait lieu dans les péroxysomes (Rodriguez
et al.,2002).

Comme le DHA est le produit final de la série des n-3, le 20:4n-6 est le produit final de la
série des n-6. Cependant il peut encore €tre converti en 22:5n-6 de la méme facon que ’EPA en

DHA. 20:3n-9 n’est apparemment jamais converti en acides gras de taille supérieure.

La capacité des poissons a biosynthétiser les AGPI a partir des acides gras a 18
carbones semble varier en fonction de ’espece, de I’habitat et des régimes alimentaires
(Tocher et al., 2001).

Les poissons d’eau douce comme la carpe, le tilapia et la truite sont capables de bioconvertir les

acides gras a 18 carbones en acides gras supérieurs a 20 et 22 carbones. Ce n’est pas le cas des
poissons marins comme le turbot et la daurade dont la faible capacité a bioconvertir les acides gras
peut étre rapprochée de la large disponibilité en AGPI dans leur alimentation (Owen et al., 1975;
Mourente et Tocher, 1994; Buzzi et al., 1997; Sargent et al., 1999; Sargent et al., 2002). Cette

faible capacité qu’ont les poissons marins serait liée a une faible activité de la delta 5 désaturase

(Bell et al., 1994) ainsi qu’a une faible activité des élongases (Ghioni et al., 1999).
A T’heure actuelle, les études menées chez les especes marines permettent de penser que leur faible
capacité de bioconversion est liée a la diminution de I’expression des genes codant pour les

enzymes désaturases et/ou élongases.
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3.3.2.4 Caractéristiques des delta 5 et delta 6 désaturases
Les delta 5 et delta 6 désaturases sont des enzymes transmembranaires retrouvées au niveau

du réticulum endoplasmique des animaux. Elles interviennent dans la voie biosynthétique des AG.
La delta 6 désaturase catalyse I’étape limitante de la bioconversion des AGPI (Pereira et al., 2003).
La delta 5 désaturase agit a un seul niveau dans la voie biosynthétique tandis que la delta 6
désaturase agit a deux niveaux.

Les genes codant pour la delta 5 et la delta 6 désaturases ont été identifiés chez différentes
especes comme [’homme, le rat et la souris (Cho et al., 1999a; Cho et al., 1999b). La delta 6 est
exprimée dans un grand nombre de tissus et spécialement dans le foie, le cerveau et le cceur
(Bourre et al., 1990; Cho et al., 1999a). L’ activité enzymatique est faible dans la plupart des tissus
sauf dans le foie, montrant ainsi le role prépondérant du foie dans la bioconversion des AGPI
(Brenner, 1989). Chez I’homme, la delta 5 désaturase est également exprimée dans un grand
nombre de tissus (filet, placenta, rein, pancréas) mais principalement dans les glandes surrénales,
suivies par le foie, le cerveau et le cceur (Cho et al., 1999b).

Grace aux informations et aux séquences obtenues chez les mammiferes, les génes codant
pour la delta 6 désaturase ont été récemment identifiés et caractérisés chez certaines especes de
poissons: truite (Seiliez et al., 2001), carpe (Zheng et al., 2004a), daurade (Seiliez et al., 2003), et
turbot (Zheng et al., 2004a). Chez tous les poissons, les protéines présentent des caractéristiques
communes propres aux enzymes microsomales transmembranaires. Au niveau fonctionnel, les
genes codent pour une delta 6 désaturase uni-fonctionnelle impliquée dans 1’étape limitante de la
bioconversion des AGPI a partir de 18:3n-3 et 18:2n-6.

Toutes les enzymes présentent une plus grande activité envers les n-3. L’expression de la
delta 6 désaturase a été observée dans différents tissus chez la truite et la daurade. L’ARNm a été
détecté dans un grand nombre de tissus incluant le cerveau, le foie, les visceres, I’intestin, le rein,

le ceeur et le filet (Seiliez et al., 2001; Seiliez et al., 2003).

Chez les mammiferes, I’activité enzymatique des désaturases est soumise a I’influence de

facteurs intrinseques (age, hormones) et alimentaires (Nakamura et al., 2000). L’activité delta 6
désaturase est réduite chez des rats nourris avec des aliments riches en AGPI (Brenner et Peluffo,
1966; Christiansen et al., 1991). Parallelement, 1’abondance des ARNm des genes codant pour la
delta 6 et la delta 5 désaturase est faible chez les rats recevant des aliments enrichis en AGPI alors
qu’elle est élevée pour ceux consommant un aliment déficient en AGE (aliment sans graisse ou

aliment a base de 18:1n-9). Chez le poisson, la delta 6 désaturation de 18:3n-3 et 18:2n-6 semble

également €tre inhibée chez le turbot et la truite nourris avec un aliment riche en AGPI (Owen et

al., 1975; Léger et Fremont, 1981). La régulation nutritionnelle des désaturases chez le poisson

28



1°® PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

sera traitée plus en détail dans le dernier chapitre « effet de la nature des lipides alimentaires sur le

métabolisme lipidique ».

Chez I’homme, des modifications de 1’expression de la delta 6 et de la delta 5 désaturase
sont a I’origine de certaines maladies comme le cancer et le diabete pour la premiere et la maladie

d’ Alzheimer et des problemes visuels pour la deuxieme.

3.3.2.5 Enzyme bi fonctionnelle delta 5/6 désaturase
Un gene codant a la fois pour une delta 6 et une delta 5 activité a été identifié chez le

zebrafish (Danio rerio) (Hastings et al., 2001). La protéine présente cependant une plus grande
activité delta 6 et une préférence pour les n-3. D'un point de vue phylogénétique, il semblerait que
cette enzyme bi-fonctionnelle soit un élément de la régulation de la bioconversion des AGPI
prototypiques des vertébrés qui a persisté chez les poissons d'eau douce. L'évolution en deux
enzymes distinctes delta 5 et delta 6 pourrait €tre une réponse adaptative au régime alimentaire
terrestre qui ne fournit que des petites quantités d’acides gras précurseurs aux C20 et C22 comparé
au régime alimentaire a base de poissons.

Récemment le méme type de désaturase a été cloné a partir de I’ADN du saumon atlantique
(Salmo salar). Elle présente majoritairement une activité delta 5 désaturase ainsi qu’une faible

activité delta 6 désaturase (Hastings et al., 2004)

3.3.2.6 Cinétique de formation du DHA et distribution tissulaire
La formation et la distribution tissulaire de DHA a été quantifiée in vivo chez la truite arc

en ciel (Bell et al., 2001b) utilisant la méthode de Pawlosky (Pawlosky e al., 1992). Les poissons
ont recu pendant 35 jours une alimentation a base d’huile végétale et de farine de poisson
contenant du 18:3n-3 marqué au deutérium. L’accumulation de DHA dans le corps est linéaire
durant les sept premiers jours d’alimentation. Le maximum de DHA est atteint a sept jours dans le
foie, 14 jours dans le tissu adipeux et 24 jours dans les yeux et le cerveau. La concentration en
DHA (mg/g de lipides) est maximale dans le foie et les yeux.

Parmi les tissus impliqués dans la formation du DHA chez la truite arc en ciel, le foie et I’intestin
(au niveau du coecum pylorique) sont les tissus les plus actifs dans la bioconversion du DHA.

Le cerveau et les yeux, riches en DHA, semblent étre un peu moins impliqués tandis que le tissu

adipeux est inactif (Bell et al., 2003b) .
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Synthése De Novo Aliments

18:1n-9 18:2n-6 18:3n-3
l A6 desaturase l A6 desaturase l

18:2n-9 18:3n-6 18:4n-3

20:2n-9 20:3n-6 20:4n-3
l A5 desaturase l A5 desaturase l

20:3n-9 20:4n-6 20:5n-3

—

22:5n-3

—

24:5n-3
A6 desaturase

—

24:6n-3
oxydation

—

22:6n-3

Figure 6: Voies de bioconversion des acides gras (Bell ef al., 1986; Sargent et al., 2002)

Les acides gras proviennent de la synthése de novo ou de 1’alimentation. Les trois familles d’acides

gras sont représentées : n-3, n-6 et n-9.

3.3.3 Mobilisation des lipides

Les triglycérides sont stockés dans un tissu adipeux afin de constituer une source d’énergie
qui pourra étre utilisée lorsque 1’aliment n’en fournit pas suffisamment. C’est le cas notamment
lors des périodes de reproduction (production de gametes, d’ceufs) ou de migration (longues

distances, mobilisation des muscles rouges pour la nage) ou les besoins en énergie sont élevés. A
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court terme, les lipides sont mobilisés a partir du site de stockage principal mais a long terme les

lipides des autres tissus comme le filet et le foie peuvent également étre mobilisés.

Les triglycérides stockés sont hydrolysés par un complexe d’enzymes lipasiques sous
controle hormonal (Sheridan, 1994). Le glycérol 1ibéré sert de précurseur a la gluconéogenese. Il
existe trois types d’enzymes lipasiques :

-les triglycérides lipases, qui hydrolysent les triglycérides en acides gras et glycérol

-les lipases acides et neutres qui participent a la mobilisation des acides gras.

La lipase acide, qui se trouve dans les lysosomes, permet la mobilisation des acides gras en
vue d’une utilisation interne ( oxydation, cycle de Kreps), la lipase neutre, qui se trouve dans les
adipocytes, permet quant a elle une mobilisation des acides gras vis a vis des tissus périphériques
demandeurs (Bilinski et al., 1971).

Une activité lipolytique vis a vis des longues chaines de triglycérides a été observée chez
les salmonidés : dans le muscle rouge (Bilinski et Lau, 1969), dans le foie (Sheridan et Allen,
1984) et dans les tissus adipeux (Sheridan et Allen, 1984).

Une activité lipase lysosomale acide a été observée dans le muscle rouge de la truite
(Bilinski et al., 1971) et dans les tissus adipeux (Sheridan et Allen, 1984). La lipase neutre a été

isolée dans le tissu adipeux de la truite.

Les phospholipides sont considérés comme étant la fraction stable des lipides, puisqu’ils
constituent la membrane cellulaire. Cependant, en période de « famine », certains poissons peuvent

utiliser une partie des phospholipides a des fins énergétiques (Love, 1970).

Certains acides gras sont préférentiellement retenus et ceci dépend de I’espece et de la
nature du tissu ou ils sont accumulés (Henderson, 1996). Montero ef al. (2001) ont montré une
rétention préférentielle du DHA chez la daurade royale nourrie avec un aliment déficient en acides
gras essentiels. Cette conservation a aussi été décrite chez d’autres especes (Lochmann et Gatlin
III, 1993) incluant la perche (Kestemont et al., 2001). Ces résultats montrent 1’importance du
DHA, qui permet aux animaux de maintenir 1’intégrité de leurs cellules en absence d’acides gras

essentiels dans I’alimentation (Kanazawa, 1985).
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3.3.4 Catabolisme des acides gras
Le catabolisme des acides gras est la source d’énergie majeure dans la plupart des especes

de poissons.

Les acides gras sont oxydés dans le foie et dans d’autres tissus, incluant le muscle rouge
(Bilinski et Lau, 1969) et le muscle blanc (Froyland etz al., 2000) ou ils sont utilisés comme source
d'énergie. Alors que la bioconversion des acides gras a lieu dans le cytosol, le catabolisme a lieu
dans la mitochondrie et les peroxysomes utilisant de surcroit des enzymes completement
différentes de celles impliquées dans la bioconversion. Ils empruntent pour cela la voie de la B
oxydation (clivage de deux carbones et relarguage sous forme d’acetyl CoA): I’acide gras pénétre
dans la mitochondrie sous forme d’acyl carnitine et est oxydé avec formation d’ATP (Léger et
Fremont, 1981; Walton et Cowey, 1982).

La B oxydation sera différente selon I’acide gras oxydé, I’espeéce, le tissu et le poids de
I’animal. Par exemple, les taux d’oxydation obtenus avec 18:1n-9 et 16:1n-7 sont supérieurs a
ceux obtenus avec 16:0 et 18:0 (Murata et Higashi, 1979). 1l existe une plus grande affinité des
AGS courts et des AGMI pour la  oxydation dans la mitochondrie (Kiessling et Kiessling, 1993).
La B oxydation des AGPI est plus compliquée, nécessitant des enzymes supplémentaires par
rapport a celle des AGS (Léger et Fremont, 1981). L’oxydation du DHA par exemple nécessite une
3 oxydation supplémentaire au niveau des peroxysomes (Buzzi et al., 1997). L’étude de 1’évolution
de la composition en acides gras des tissus d’animaux maintenus a jeun permet de déterminer ceux
qui sont utilisés préférentiellement pour la production d’énergie. Les AGS et AGMI seront
préférentiellement utilisés comme source d’énergie, car plus facilement et plus rapidement
catabolisés. Ceci a été observé chez de nombreux poissons (Mourente et Tocher, 1994) dont la
perche (Kestemont et al., 2001)

De plus, les tissus présentent une oxydation préférentielle pour certains acides gras. La §3
oxydation de I’octanoate chez la carpe est ainsi supérieure dans les mitochondries du muscle rouge,

par rapport a celle du foie (Murata et Toyomizu, 1973).
Le catabolisme sélectif des acides gras est important car c’est lui qui va déterminer la

composition en acides gras des tissus, elle-méme importante a la fois pour le bien étre du poisson

et pour le consommateur (teneur en AGPIn-3).
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3.3.5 SCHEMA RESUME

La figure ci-dessous résume les différents parametres intervenant lors du stockage des

lipides.

Figure 7 : Différents parameétres intervenant lors du stockage des lipides chez le poisson.
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4 FONCTION DES LIPIDES

4.1 Production d'énergie

Comme cela a été évoqué dans la premiere partie, la principale fonction des lipides chez le
poisson est de générer de I’énergie sous forme d’ATP fourni par la B oxydation des acides gras
(Sargent et al., 1989; Froyland et al., 2000). Ce ro6le est d’autant plus important chez les poissons
que la majorité d’entre eux digerent mal les glucides complexes qui sont la principale source
d’énergie pour les animaux terrestres (Corraze et al., 1999).

Chez les poissons, I’énergie fournie par les lipides est utilisée pour la croissance (Tocher et
al., 1985) et pour la reproduction (Sargent et al., 1989). Les acides gras qui fournissent
potentiellement la plus grande quantité d’énergie sont 16:0, 18:1n-9, 20:1n-9 et 22:In-11
(particulierement abondants dans les poissons de 1’hémisphere Nord). Ces acides gras sont

facilement et rapidement catabolisés.

4.2 Composition des membranes cellulaires
Un des autres roles des lipides est de satisfaire les besoins en AGE nécessaires au bon

fonctionnement cellulaire et au maintien de I'intégrité des structures membranaires (fluidité,
activité enzymatique...). Les besoins en AGE du poisson sont différents de ceux des mammiferes
et varient en fonction de I’espece. Cette différence est liée aux différents modes alimentaires
(herbivore, carnivore, omnivore) et a ’alimentation présente dans le milieu naturel. Chez les
poissons, ce sont essentiellement les acides gras de la série n-3 qui sont indispensables pour la
plupart des especes (Sargent et al., 1989), i.e 18:3n-3, EPA et DHA. L’alimentation des poissons
d’eau douce doit contenir 1% de 18:3n-3 ou 0,5% d’EPA et DHA, les AGPI longs étant plus
efficaces pour couvrir le besoin en n-3 (Watanabe, 1982). Chez les poissons marins, incapables de
bioconvertir le 18:3n-3 alimentaire en AGPI supérieurs, il faut impérativement que 1’alimentation
apporte 0,5 a 1% d’EPA et de DHA. La plupart des especes d’eau douce ont également des besoins

en acides gras de la série n-6: 18:2n-6 et 20:4n-6.

Les cellules qui composent 1’organisme doivent communiquer entre elles, échanger des
substances chimiques, des nutriments, etc. Les membranes cellulaires sont les portes d’entrée et de
sortie des cellules et le siege des différents récepteurs. Elles sont constituées d’une bicouche
phospholipidique. Chez le poisson, cette bicouche est composée des acides gras 16:0, 18:1n-9,
EPA et DHA. La fluidit¢é membranaire est liée au degré d’insaturation des acides gras présents

(Figure 8). Une membrane cellulaire fluide est beaucoup plus efficace pour les échanges trans-
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membranaires et plus accessible a tous les médiateurs cellulaires (hormones, éicosanoides,
protéines etc.).

Figure 8: Différence de conformation entre une membrane rigide constituée d’AGS et une
membrane fluide constituée d’AGPI (d’apres Rombi, 1995)
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Généralement le DHA est deux fois plus représenté que I’EPA dans les phospholipides,
mais ceci dépend de la classe de phospholipides et du tissu concerné. Les taux de DHA sont élevés
dans les phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsérine, alors que le taux d’EPA est élevé dans le

phosphatidylinositol. Le DHA est particulierement présent dans les tissus nerveux (cerveau, yeux).

Traditionnellement, la prépondérance des AGPI a longue chaine n-3 et plus spécialement
du DHA dans les phospholipides était imputée a une adaptation aux faibles températures dans le
but de maintenir une fluidité membranaire (Sargent et al., 2002). Cependant, I’abondance de DHA
dans les lipides polaires des especes tropicales met en doute cette hypothese. De plus, une étude a
démontré que c’est le rapport AGMI/AGS qui intervient dans la fluidité membranaire en réponse a
un changement de température (Wodtke et Cossins, 1991).

L’autre explication est en lien avec la structure particuliere du DHA qui est le seul acide gras a 22
carbones avec six doubles liaisons (Figure 9). Les phospholipides constitués de DHA pourraient
alors former des phases hexagonales a I’intérieur des bicouches lipidiques dans le but de faciliter
les changements de conformation des membranes. Ces changements sont particulicrement
importants dans les procédés visuels et neuromusculaires (Brown, 1994). De plus ce type de
structure participe a la résistance de la membrane vis a vis des différences de température et de

pression, role important en environnement aquatique (Sargent et al., 2002).

35



1°® PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Le réticulum sarcoplasmique du muscle est particulierement riche en DHA ceci afin de

faciliter la libération du Ca2+ nécessaire au mouvement (Ushio et al., 1997)

Figure 9: Structure et forme du DHA (d’apres Rombi, 1995).
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4.3 Role biologique (production d'eicosanoides)
Les AGPI a 20 carbones sont les précurseurs de molécules a fonction biologique : les

eicosanoides. Ils sont issus de la transformation enzymatique des AGE 18:3n-3 et 18:2n-6.

4.3.1 Role des eicosanoides

Les eicosanoides interviennent au niveau de la reproduction, de la pression sanguine, de la
fonction rénale, de la fonction circulatoire locale, de 1’inflammation, de I'immunité et de 1’activité
neurale. Ce sont des médiateurs cellulaires locaux (contrairement a la plupart des hormones),
puissants, agissant sur le site méme de leur production (c’est-a-dire dans pratiquement toutes les
cellules). Les eicosanoides produits par les AGPI de la série n-3 ont un effet anti-agrégant
plaquettaire, anti-arythmique et anti-inflammatoire. IlIs jouent donc un role important dans la
prévention cardiovasculaire et sont utilisés dans les pathologies inflammatoires chroniques
(rhumatisme, intestin) ou aigiies (microtraumatismes du sport). Les eicosanoides produits par les
AGPI de la série n-6 contrebalancent I’effet des eicosanoides produits par les AGPI de la série n-3
(fluidifiant, pro-inflammatoire...). Actuellement chez I’homme, la proportion d’AGPIn-6 ingérés

est 10 fois supérieure a celle préconisée. Ce déséquilibre est source de maladies cardiovasculaires,

troubles allergiques et inflammatoires.
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4.3.2 Production des eicosanoides a partir des AGPI
Il y a deux familles de molécules, 1I’une issue de 1’action de la cyclooxygénase sur 20:4n-6

et EPA (prostaglandines <Pg>, thromboxanes <Tx>, prostacycline) et 1’autre issue de I’action de
la lipoxygénase sur 20:4n-6 et EPA (leucotrienes<Lt>) (Figure 10). Chez les mammiféres comme
chez les poissons 20:4n-6 est le précurseur le plus important dans la syntheése des éicosanoides.
Les Pg, Tx et Lt issues des AGPI de la série n-6 sont plus puissantes que celles issues de la série
n-3. Il existe une compétition entre les AGPI de la série n-6 et de la série n-3 pour les enzymes de
transformation. C’est pourquoi 1’action des eicosanoides est déterminée par le rapport
20:4n-6/EPA dans les cellules membranaires, lui-méme lié€ a la prise alimentaire. Chez la plupart
des especes de poissons, 'EPA est présent en plus grande quantité que le 20:4n-6 dans la
membrane cellulaire. Comme chez les mammiferes, il diminue la production des eicosanoides a

partir de 20:4n-6 (Ghioni, Tocher et Sargent, données non publiées).

PG = prostaglandines
TX = thromboxanes
LT = leucotrienes
acide a-linolénique acide linoléique
(18:3-m3) (18:2-6)

Famille des n-3 (3) Famille des n-6 (06)

acide stéaridonique
{18:4-3)

acide y-linolénique
{18:3-wb)

PGEy, PGFy, TXA,,
LTAg, LTC,. LTD,,

acide eicosatétraenoique
{20:4-003)

dihomo-linolénique
(20:3-@6)

PGDy, PGlg, PGy, PGl
TXA,,
[TA;, LTBs, LTCs, LTD;

PGDy, PGy, PGy, PGI,,
TXA,, LTAy, LTB,,
ITCy, LTDy, LTE

acide éicosapentaénoique
EPA (20:5-3)

acide arachidonique
(20:4-06)

acide docosapentagnoique acide docosatétragnoique
DPA (22:5-m3) (22:4-m6)

acide docosahexaenoique acide docosapentaenoique
DHA (22:6-03) (22:5- )

Figure 10: Conversion des AGPI en eicosanoides d’apres Dacosta (1998).
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5 FACTEURS DE VARIATION DU METABOLISME DES LIPIDES

Le métabolisme lipidique est soumis a I'influence de différents facteurs. Leur impact se
traduira par des variations au niveau des teneurs en lipides corporels, de la répartition en lipides

neutres et polaires ainsi que de leur profil en acides gras.

5.1 Facteurs intrinséques

5.1.1 Origine génétique

L’origine génétique peut influer sur la teneur en lipides des tissus. Chez les salmonidés la

teneur en lipides du filet est différente en fonction de I’origine génétique (Gjedrem, 1993). Chez le

Tilapia, la composition en acides gras du filet est différente en fonction des trois especes

Oerochromis niloticus, Oerochromis macrohir et Tilapia rendalli (Rasoarahona et al., 2005). Chez
la perche, des animaux d’origine différente, élevés dans les mémes conditions environnementales

et trophiques, ont des profils en acides gras différents (Mairesse et al., 2006).

5.1.2 Age

La quantité de lipides corporels augmente au cours du temps. Elle est corrélée a une baisse

de la teneur en eau alors que la teneur en protéines reste constante (Henderson et Tocher, 1987),
bien que cela ne soit pas le cas chez le hareng (Nielsen et al., 2005). Cependant, cette augmentation
n'est pas toujours linéaire puisque, chez le tilapia (Oreochromis mossambicus), la teneur en lipides
corporels est maximale pour des poissons agés de 6 mois, puis diminue progressivement par la
suite (Ramachandran Nair et Gopakumar, 1982).

L’4ge a également un effet sur la composition en acides gras des tissus. Une étude menée

sur les salmonidés a montré que parmi les facteurs « age, ration, et exercice musculaire », 1’age du
poisson est le facteur ayant I’effet le plus important sur la composition en acides gras du filet, suivi
par le niveau de la ration (Kiessling et al., 2005). Ceci est 1ié non pas a I'accroissement des lipides
musculaires avec 1'dge mais a une incorporation sélective de certains acides gras, notamment
des AGMI et AGPIn-3, dont les teneurs augmentent (AGMI) ou diminuent (AGPIn-3) avec

I'age.

5.1.3 Cycle sexuel

Les poissons ont un cycle de reproduction saisonnier, impliquant des phases de
développement et de maturation. Au cours de ce cycle se succedent des périodes de stockage
d’énergie sous forme de lipides, de mobilisation et de transfert de ces lipides des sites de dépot vers
le foie pour y étre métabolisés puis transportés vers les gonades (Craig et al., 2000). Parallelement

a cette mobilisation, on observe chez les femelles une augmentation du poids des gonades ainsi que

38



1°® PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

de la teneur en lipides des ovaires. Chez la perche, plus de 86% de I’énergie stockée dans les tissus

adipeux périviscéraux est utilisée pour la maturation des gonades (Craig, 1977).

5.2 Facteurs environnementaux

Chez les poissons, la croissance et la reproduction sont synchronisées avec les changements
de saisons et sont sensibles aux facteurs environnementaux comme la température, la photopériode,

la salinité, les caractéristiques alimentaires, etc ....

5.2.1 Saison

Une étude a été menée chez trois especes de Tilapia capturées a différentes saisons afin

d'observer I’effet de la saison sur la teneur en lipides et la composition en acides gras du filet

(Rasoarahona et al., 2005). La teneur en lipides n’est pas influencée par la saison. En revanche la
composition en acides gras varie: la teneur en DHA du filet diminue entre le printemps et
I’automne. Une saisonnalité dans la composition en acides gras est aussi observée chez la sole

(Gokee et al., 2004) et le poisson chat (Shirai et al., 2002).

Chez la perche sauvage, Mairesse et al., (2006) ont montré une forte variabilité de la qualité
nutritionnelle de la chair de perche entre les différentes saisons de capture. La teneur en lipides du
filet reste inchangée. En effet, les changements affectent essentiellement les sites de stockage des
graisses (Craig et al., 2000). Par contre, la composition en acides gras varie fortement. Pour les
poissons capturés dans le Rhin, la teneur en AGMI décroit de janvier a octobre, alors qu’au
contraire les teneurs en DHA et en AGPIn-3 sont maximales en octobre. L’effet de la saison sur le
profil en acides gras de la perche pourrait étre lié a des changements quantitatifs et/ou qualitatifs

des proies consommées en hiver et en été (Mairesse et al., 2006).

5.2.2 Température

Chez les animaux poikilotherme la température est un régulateur majeur des besoins

énergétiques et de I’utilisation métabolique des nutriments (Médale et al., 1991).

La température du milieu a un effet indirect sur la teneur en lipides corporels qui est liée a

la disponibilité en nourriture en milieu naturel, et a la prise alimentaire plus faible en conditions
d’élevage lorsque la température diminue.

La température entraine également des modifications dans la composition de classes de

lipides, surtout au niveau des phospholipides. Ces modifications correspondent a un phénomene

d’adaptation des membranes cellulaires en réponse aux changements d’environnement.
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La température agit sur 1’activité biosynthétique des acides gras. L’activité de la delta 6

désaturase mesurée dans les microsomes du foie est plus élevée chez les carpes maintenues a 10°C
par rapport a celles maintenues a 30°C (Schuenke et Wodtke, 1983). Ceci a également été observé
chez la truite arc en ciel, avec une activité enzymatique supérieure chez les poissons élevés a 5°C
par rapport a ceux élevés a 20°C (Hagar et Hazel, 1985). Plus récemment, 1’étude de Tocher et al.,
(2004) montre une diminution de I’activité de désaturation /élongation et de la 3 oxydation chez les

poissons élevés a 15°C par rapport a ceux élevés a 7°C.

La température a un effet différent sur la composition en acides gras des tissus, en fonction
de I’espece, du type de tissu et de la nature des lipides. En régle générale, a basse température la
proportion d’AGS diminue alors que celle d’acides gras insaturés (mono et poly-insaturés)

augmente (Hazel, 1979; Cossins et Lee, 1985).

A titre d’illustration, une étude a été menée sur le bar afin de tester I'impact de la
température et de I’alimentation sur la composition en acides gras des lipides neutres et polaires de
différents tissus (Skalli et al., 2006). Les résultats montrent un effet de la température différent en
fonction du tissu et du type de lipides. La température a une plus grande influence sur la
composition en acides gras des phospholipides que sur celle des lipides neutres dans tous les tissus
testés, excepté le foie. Une activité lipogénique est observée aux deux températures testées (22 et

29°C°) avec cependant des teneurs en 16:0 et 18:0 dans les lipides neutres plus élevées a 29°C.

Chez la truite d’élevage, la température interagit avec les facteurs alimentaires sur le
métabolisme lipidique. En particulier le transport des lipides est accéléré a basse température mais

la capacité de néosynthese est moindre a 8°C qu’a 18°C (Corraze et al., 1999)

5.2.3 Salinité

La salinité n’a pas d’effet propre sur la teneur en lipides corporels. Les variations observées

chez certaines especes de poissons migrateurs sont liées soit au cycle sexuel, soit a des
modifications de 1’alimentation. Cependant, 1’étude de Eroldogan et al., (2004) a montré une
augmentation de la teneur en lipides des bars €levés en eau douce par rapport a ceux élevés en eau
de mer.

Un effet spécifique de la salinit€ sur la composition en acides gras a ét€ mis en évidence

chez certaines especes, notamment pour les phospholipides. Cet effet est plus marqué sur les AG

impliqués dans I’osmorégulation (Corraze et Kaushik, 1999).. Le passage de I’eau douce a I’eau de
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mer s’accompagne généralement d’une augmentation de DHA et une diminution des AGS et des

AGPIn-6 pour toutes les especes (Henderson et Tocher, 1987).

Chez le bar, Cordier et al., (2002) ont testé I’effet de la salinité et de la température sur la
composition en acides gras des phospholipides. Une corrélation entre la salinité et la teneur en
DHA a été observée dans le filet, le foie et I’intestin. Il n’y a pas de corrélation entre la teneur en
DHA des phospholipides et la température de 1’eau. Des variations annuelles de la composition en
acides gras des phospholipides ont été observées dans tous les tissus. En conclusion, la salinité peut
jouer un role important sur 1’activité des enzymes impliquées dans le métabolisme lipidique durant

le cycle annuel.

Chez le saumon d’atlantique, le passage de 1’eau douce a I’eau de mer s’accompagne d’une
augmentation de I’activité de bioconversion des AGPI qui diminue ensuite pendant la période ou le
poisson vit en eau de mer. Ce pic d’activité est associé a une augmentation de 1’expression des

genes codant pour la delta 5 et la delta 6 désaturase (Zheng et al., 2005a).

5.3 Facteurs nutritionnels
L’alimentation joue un role prépondérant sur le métabolisme lipidique et affecte largement

la teneur en lipides et la composition en acides gras des tissus.

5.3.1 Effet du taux de lipides dans |'aliment

La plupart des especes de poissons élevés et consommés ont une alimentation de type
carnivore et présentent la particularité d’utiliser massivement les protéines pour couvrir leurs
besoins énergétiques, ce qui entraine le rejet de déchets azotés polluants. De plus, en pisciculture
les protéines sont apportées par les farines de poisson qui représentent une matiere premiere
colteuse, riche en phosphore, source supplémentaire de pollution. L’utilisation de régime a forte
teneur en lipides permet d’éviter les problemes de pollution tout en préservant la croissance
(Watanabe et al., 1987; Kaushik et Cowey, 1991). Cependant, ce type de régime conduit a des
modifications de la composition corporelle caractérisée par un accroissement de la teneur en
lipides, accompagné d’une diminution de la teneur en eau, sans variation de la teneur en protéines
(Takeuchi et al., 1978; Watanabe, 1982; Greene et Selivonchick, 1987).

Dans de nombreuses études, les poissons nourris avec des aliments riches en lipides
augmentent significativement leur teneur en lipides corporels : dans le filet des poissons-chats

(Fauconneau et Laroche, 1996) et des salmonidés (Lie, 2001), dans le tissu périviscéral et
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hépatique de la perche (Xu et al., 2002), (Mathis et al., 2003), de la truite fario (Regost et al.,
2001a) et du turbot (Regost et al., 2001b).

Cependant, les différents compartiments corporels ne réagissent pas de la méme facon
a une augmentation de la teneur en lipides alimentaires, 1'influence la plus marquée touchant

les sites préférentiels de stockage qui different en fonction de I’espece.

Chez la truite arc en ciel, la teneur en lipides des visceres augmente fortement lorsque le taux de

lipides alimentaires passe de 8 a 18%, celle des lipides musculaires augmente modérément, alors
que celle des lipides hépatiques ne varie pas (Corraze et Kaushik, 1999). Ces variations n’ont

aucun effet néfaste sur la santé du poisson.

De fagon similaire, chez la carpe, la teneur en lipides des visceres augmente alors que celle du filet

varie peu lorsque la teneur en lipides alimentaires augmente (Watanabe et al., 1987).

Chez le saumon atlantique, on observe une augmentation de la teneur en lipides viscéraux ainsi

qu’une augmentation de la teneur en lipides musculaires qui passe de 8 a 12% lorsque la teneur en
lipides alimentaires passe de 21 a 32% (Hillestad et Johnsen, 1994). Hemre et Sandnes (1999)

observent une corrélation positive entre la teneur en lipides de 1’aliment et celle du filet.

Chez la perche, I’augmentation du taux de lipides alimentaires (entre 8 et 23%) n’affecte pas la

santé des poissons et accélere la croissance, I’efficacité alimentaire et I’utilisation des protéines. La
teneur en lipides du foie et des visceres augmente alors que celle du filet n’est pas affectée
(Kestemont et al., 2001). La forme d’apport énergétique (ratio lipides/protéines) a un effet sur la
répartition du stockage des lipides: pour des rations dont le rapport protéines/énergie est inférieur a
22.10° g/kJ ’augmentation des lipides alimentaires accentue le développement du tissu adipeux
périviscéral (Mathis et al., 2003).

Chez les poissons marins, ce sont essentiellement les lipides hépatiques qui augmentent et dans une

moindre mesure les lipides musculaires, la teneur en lipides des visceres ne varie pas (Takeuchi et
al., 1978). Chez le bar, une augmentation du taux de lipides dans 1’aliment entraine une
augmentation de la teneur corporelle en lipides essentiellement au niveau du foie et des visceres
parallelement a une diminution de la teneur en eau. Cependant, la teneur en lipides musculaires

n’est pas affectée (Boujard et al., 2004).
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L’augmentation de la quantité de lipides tissulaires ne se répercute pas de la méme
facon sur toutes les classes lipidiques : la teneur en lipides neutres, forme de stockage de
I’énergie, varie fortement avec I’apport en lipides alimentaires alors que celle des lipides polaires,
correspondant aux lipides structuraux, est quasi constante (Haard, 1992; Johansson et al., 1995;
Kiessling et al., 2001). Les lipides neutres sont majoritairement composés d’AGS et d’AG
insaturés a courte chaine (i.e 18:1n-9) alors que les lipides polaires sont riches en AGPI. Ceci a des
répercussions sur la composition en acides gras des tissus. Chez la truite arc en ciel, I’augmentation
de la teneur en lipides musculaires est corrélée a un accroissement du taux d’AGMI et a une
réduction du taux d’ AGPI (Johansson et al., 1995). Chez ce poisson, le muscle blanc semble étre le
tissu le plus sensible aux variations de composition en acides gras en rapport avec le niveau de la

ration alimentaire (Kiessling et al., 2001).

5.3.2 Effet de la nature des lipides alimentaires
Les aliments, riches en farines et huiles de poissons, utilisés actuellement dans les élevages

de poissons carnivores risquent de poser, outre des problemes de pollution, des problemes en terme
d’approvisionnement. Le remplacement de 1’huile de poisson par des huiles d’origine végétale est
I’une des solutions envisagées pour pallier cette pénurie. Elles sont disponibles en grande quantité
pour un colt inférieur (Izquierdo et al., 2003). Ces huiles n’offrent pas les mémes qualités
nutritionnelles que les huiles de poisson. A I’heure actuelle, de nombreux travaux sont menés afin
de voir quel est I'impact du remplacement total ou partiel de I’huile de poisson par des huiles
végétales. Ces études permettent également de mieux comprendre le métabolisme des lipides chez

le poisson.

Les différentes huiles végétales utilisées sont 1’huile de colza, riche en acide oléique; I'huile de
palme, riche en acide palmitique; I'huile d’olive, riche en acide oléique; I'huile de tournesol, riche

en acide linoléique et I'huile de soja et de lin, riches en acide linolénique.

5.3.2.1 Effet de la nature des lipides alimentaires sur la composition
en acides gras des tissus

Composition en acides gras des tissus et composition en acides gras des aliments
Si la teneur en lipides des aliments a une grande influence sur les dépots lipidiques, la

nature des lipides ingérés ne semble pas avoir d’effet sur I’importance des dépdts mais sur la
composition en acides gras des lipides corporels.

De nombreuses études ont montré que la composition en acides gras des tissus reflete celle des
lipides alimentaires (Henderson et Tocher, 1987; Sargent et al., 2002) bien que certains acides gras
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alimentaires soient d’abord modifiés avant d’étre incorporés dans les lipides tissulaires, alors que
d’autres sont directement métabolisés (Henderson, 1996; Sargent et al., 2002). 1l existe des
corrélations tres significatives entre la composition en acides gras du filet et de 1’aliment (Bell et
al., 2003a; Turchini et al., 2003; Torstensen et al., 2004a). Par exemple, chez la truite (Salmo
trutta) les quantités tissulaires des AGS, AGMI, AGPI sont corrélées de facon positive aux

aliments (Turchini et al., 2003).

- Lipides neutres et lipides polaires
En regle générale, le profil en acides gras des lipides neutres est plus ressemblant a celui

des lipides alimentaires que celui des lipides polaires. Ceci est lié au fait que les lipides polaires
correspondent aux lipides structuraux et qu’ils sont constitués essentiellement d’un nombre limité
d’acides gras (16:0, 18:1n-9, EPA et DHA) (Henderson et Tocher, 1987; Jump, 2002; Sargent et
al., 2002). Néanmoins, la composition en acides gras des lipides polaires comme des lipides
neutres est soumise a I'influence des acides gras alimentaires (Bell et al., 1996; Xu et al., 1996;

Jump, 2002; Regost et al., 2003).

Exemples
Poissons maigres

Des perches de 25g ont été nourries durant 4 semaines avec un aliment dépourvu de lipides
avant d’étre nourries durant 10 semaines avec un aliment enrichi en huile. Quatre aliments
1soénergétiques, différant par la nature de 1’huile végétale (huile d’olive, de tournesol, de lin et de
foie de morue) ont été testés en duplicata sur la teneur en lipides et la composition en acides gras
du foie, du filet et des visceres (Xu et Kestemont, 2002).
Des réductions significatives de la teneur en lipides des tissus ont été observées apres la période de
nourrissage avec 1’aliment dépourvu de lipides. La teneur en lipides des visceres diminue de 31,4%
par rapport a la teneur initiale en lipides, celle du filet de 66,7% et celle du foie de 74,1%.
La nature des lipides alimentaires a un effet sur I’évolution de la teneur en lipides du foie et
des visceres. L huile de tournesol, de lin et de poisson augmentent de fagon significative la teneur
en lipides de ces tissus par rapport a I'huile d’olive. La teneur en lipides du filet quant a elle reste
inchangée. La nature des lipides alimentaires a un effet sur la composition en acides gras des
tissus: de grandes quantités d’acide oléique sont accumulées dans les lipides tissulaires des
poissons nourris avec de 1’huile d’olive. L’aliment a base d’huile de lin permet d’augmenter de
facon significative le taux de 18:3n-3, EPA, 22:5n-3 et DHA dans le foie par rapport a I’aliment a
base d’huile d’olive et de tournesol, le rapport n-3/n-6 est quant a lui 16 fois plus élevé que dans
I’aliment a base d’huile de tournesol. Ces résultats suggerent que la delta 6 désaturase et la delta 5

désaturase sont tres actives chez les poissons nourris avec de I’huile de lin et semblent étre plus
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actives envers les n-3. Par contre, ’aliment a base d’huile de tournesol augmente de fagon
significative les teneurs en 18:3n-6, 20:3n-6 et 22:5n-6 dans le foie et diminue parallelement les
taux d’EPA et de DHA. Ces résultats suggerent que les delta 6 et delta 5 désaturases n’ont pas
d’activité spécifique envers les n-3 ou les n-6 dans le métabolisme lipidique de la perche et que les
réactions de désaturation et d’élongation sont influencées par la composition en acides gras de

I’aliment.

La morue de Murray est, comme la perche, un poisson maigre d’eau douce, a la différence
qu’il vit en eaux chaudes. La composition en acides gras du filet est soumise a 1’influence de la
nature des lipides alimentaires. L’utilisation d’aliments expérimentaux a base d’huile de colza
permet d’augmenter significativement les concentrations en acides gras de la famille n-6 dont
I’acide linol€ique est le plus représenté, contrairement aux aliments a base d’huile de lin et d’huile
de poisson avec lesquels les concentrations en n-3 sont les plus élevées. Les concentrations en
EPA, DHA et acide arachidonique sont les plus importantes dans le filet des poissons nourris avec
I’huile de poisson. L’acide oléique est largement plus représenté dans les filets des poissons nourris
avec I'huile de colza tandis que I’acide linolénique est significativement plus présent chez les
poissons nourris avec de 1’huile de lin (Francis et al., 2006). Les résultats de cette expérience
montrent que 1’huile de colza et I’huile de lin peuvent étre utilisées en remplacement partiel de
I’huile de poisson a raison de 50% sans effet néfaste sur la santé du poisson et sur sa qualité

nutritionnelle.

Ceci a également été observé chez d’autres especes de poissons maigres comme le turbot
(Regost et al., 2003) et de poissons gras comme la truite (Turchini et al., 2003).

Le but de I'étude de Regost et al. (2003), était de tester le remplacement de 1’huile de
poisson par de I’huile végétale suivi par un retour a 1’huile de poisson, sur les performances de
croissance et le métabolisme lipidique chez le turbot. Trois aliments isolipidiques (16% de lipides
avec 9% d’huile ajoutée) et isoprotéiques (55%) de composition ne différant que par la nature des
lipides (huile de poisson, huile de soja, huile de lin) ont été testés durant 13 semaines en triplicata
chez des poissons de taille commerciale (poids initial de 579g) élevés a 17°C. A la fin de
I’expérimentation les poissons ont ét€ nourris pendant 8 semaines avec un aliment a base d’huile de
poisson uniquement.

La croissance des poissons était élevée quel que soit 1’aliment avec cependant une valeur un peu
inférieure pour les poissons €élevés avec de 1’huile végétale (+ 336g pour I’huile végétale et + 377¢g
pour I’huile de poisson). La composition en acides gras du foie et du filet reflete celle de I’aliment:

les tissus des poissons nourris avec 1’huile de soja sont riches en 18:2n-6, et ceux des poissons
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nourris avec 1’huile de lin sont riches en 18:3n-3. Les tissus des poissons nourris avec de 1’huile
végétale ont des teneurs en EPA et en DHA plus faibles que ceux des poissons nourris avec de
I’huile de poisson. Dans le foie des poissons nourris avec de 1’huile de poisson, les teneurs en EPA
(5,5%) et en DHA (15%) sont deux fois supérieures a celles mesurées dans le foie des poissons
nourris avec de I’huile végétale. Dans le filet les teneurs en EPA varient en fonction du type de
lipides (neutres et polaires) et de I’aliment. On observe des valeurs comprises entre 4,5 et 10 pour
I’EPA et entre 9 et 30 pour le DHA. Les maximums sont observés pour I’huile de poisson: les
teneurs en EPA sont 1,5 fois plus élevées dans les lipides neutres et 1,6 fois dans les lipides
polaires; les teneurs en DHA sont 1,3 fois plus élevées dans les lipides neutres et 1,2 fois dans les
lipides polaires. L’activité des enzymes lipogéniques est faible et non influencée par I’ alimentation.
A la fin de la seconde période de I’expérimentation, apres le retour a 1’huile de poisson (8
semaines), la composition en acides gras du filet des poissons précédemment nourris avec 1’huile
de lin et I’huile de soja reste toujours différente de celle des poisons nourris avec ’huile de
poisson. Leurs teneurs en 18:2n-6 et 18:3n-3 sont plus faibles que celles trouvées a la fin de la
premiere période d’expérimentation mais plus élevées que celles retrouvées chez les poissons
nourris avec de I’huile de poisson. Par exemple, a la fin de la premiere période d’expérimentation
la teneur en 18:3n-3 des poissons nourris avec de I'huile de lin était de 18,3% dans les lipides
neutres et de 8,1% dans les lipides polaires.

Apres un retour a I’huile de poisson ces teneurs passent a 10,4% dans les lipides neutres et 4%
dans les lipides polaires. Une augmentation des acides gras caractéristiques de I’huile de poisson

est observée dans le filet et le foie des poissons initialement nourris avec de 1’huile végétale.

Cinqg aliments ne différant que par la nature des lipides ont été utilisés pour élever des bars
d’un poids initial de 95g jusqu'a un poids final de 200g (Parpoura et Alexis, 2001). Les huiles
testées sont de 1’huile d’olive, de soja et de poisson. Elles sont utilisées seules (huile olive, huile
de soja, huile de poisson) ou mélangées (mélange soja + poisson, mélange olive + poisson). Les
aliments sont isolipidiques (12% de lipides) et isoprotéiques (46,1% de protéines). La aussi la
composition en acides gras du foie reflete celle de ’aliment. Les lipides neutres et les lipides
polaires sont affectés par le traitement alimentaire. Plus précisément, 1’huile de poisson, riche en
AGPI a un effet significatif sur la composition en EPA et en DHA des phospholipides. Pour tous
les aliments testés, il y a une tres forte corrélation positive entre les AGMI de 1’aliment et des
lipides neutres du foie (r=0,94), et entre les quantités d’acides gras n-6 de I’aliment et des lipides
neutres (r=0,99) et polaires (r=0,97) du foie. Des variations histo-pathologiques (dégénération et
hémorragies dans le foie, modifications de la structure de I'intestin) sont observées chez les

poissons nourris exclusivement avec des huiles végétales. Les mémes symptdmes existent aussi
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chez les poissons nourris a base du mélange huile de poisson/ huile végétale, mais sont moins

fréquents.

Poissons gras
L’effet de la composition en acides gras de I’aliment a été testé chez le saumon (Salmo

salar) (Bell et al., 2003a). Une population de saumon a été nourrie durant 16 semaines avec des
aliments a base d’huile de poisson (HP) et d’huile de colza (HC): 100% HP, 100% HC, mélange
HP/HC (90%HP/10%HC, 75%HP/25%HC, 50%HP/50%HC). Puis ils ont été nourris
exclusivement avec de 1’huile de poisson durant 12 semaines.

Il n’y a pas d’effet de ’alimentation sur la croissance du poisson. Les teneurs musculaires en
18:1n-9, 18:2n-6 et 18:3n-3 augmentent en fonction du taux d’inclusion croissant d’huile de colza
dans I’aliment. A I’inverse, les teneurs en EPA et en DHA diminuent. Elles sont significativement
inférieures dans le filet des poissons nourris avec 100%HC. Le retour a une alimentation
exclusivement a base d’huile de poisson permet de restaurer les taux d’EPA et de DHA. Cependant

il faut attendre 12 semaines pour que cette restauration soit complete.

Conclusion
Le remplacement partiel d’huile de poisson par de I’huile végétale est possible chez

certaines especes dans la mesure ot il n’affecte que 1égerement la croissance des poissons. Il existe
également des variations histo-pathologiques plus ou moins importantes en fonction de la quantité
d’huile végétale incorporée. Un remplacement partiel supérieur a 60% a un effet néfaste sur la
croissance des especes marines (chez le turbot : Regost et al., 2003 ; le bar : Mourente et al., 2005
et la daurade : Izquierdo et al., 2005).

La qualité nutritionnelle du poisson est liée aux acides gras présents dans I’aliment qu’il
ingere. Les tissus des poissons nourris avec de I’huile végétale sont riches en acides gras 18:2n-6 et
18:3n-3 alors que ceux des poissons nourris avec de 1’huile de poisson sont riches en AGPI EPA et
DHA. La principale différence se situe entre les poissons d’eau douce et les poissons marins. Il
semblerait, que les premiers sont capables de transformer les acides gras 18:2n-6 et 18:3n-3 en
AGPI. Cepandant, un retour a I’huile de poisson est quasiment toujours nécessaire afin
d’augmenter la teneur en AGPI des tissus. La durée de cette réalimentation varie en fonction du

taux initial d’huile végétale utilisée, de 1’espece et du taux final d’ AGPI attendu.
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5.3.2.2 Régulation nutritionnelle de la bioconversion des acides gras

Activité enzymatique
La composition en acides gras des tissus est, comme nous I’avons vu précédemment, liée a

la composition en acides gras de 1’aliment. Cependant, elle varie également en fonction de la
capacité des poissons a transformer les acides gras alimentaires. Comme cela a été décrit dans la
partie 2.3, les AGPI comme le DHA sont biosynthétisés a partir des acides gras précurseurs a 18
carbones fournis par I’alimentation, par I’action des enzymes désaturases (delta 5 et delta 6) et
€longases. Cette activité biosynthétique semble soumise a variation en fonction de la nature des
lipides alimentaires et en fonction de 1’espece.

Plusieurs types d’expérimentations utilisant des acides gras marqués ont permis d’étudier
I’activité biosynthétique chez les poissons. Les acides gras marqués peuvent étre incorporés dans
I’alimentation du poisson ou injectés dans le corps de I’animal (injection péritonéale). Le marquage
radioactif permet de suivre les transformations biochimiques. Par exemple, I’étude de Owen et al.,
(1975) a montré que, chez la truite arc en ciel nourrie avec de I’acide linolénique marqué, 70% de
la radioactivité est retrouvée sur le DHA, indiquant ainsi sa provenance. L’étude de Léger et
Fremont., (1981), a montré que la présence d’EPA et de DHA dans 1’aliment inhibe la delta 6
desaturation de 18:2n-6 et 18:3n-3.

A T’heure actuelle I’activité des enzymes de bioconversion des acides gras est évaluée suite
a l'incorporation d’AG marqués directement dans des suspensions de cellules (hépatocytes et
entérocytes). Il a été ainsi démontré dans des études menées chez différentes especes de salmonidés
que la désaturation et 1’élongation de 18:3n-3 mesurée dans les hépatocytes et dans les entérocytes
est augmentée chez les poissons nourris avec de 1’huile végétale par rapport aux poissons nourris
avec de I’huile de poisson. Cependant, la teneur en AGPIn-3 dans le filet et dans le foie diminue
significativement (Bell et al., 2001a; Tocher et al., 2001; Tocher et al., 2002; Tocher et al., 2003;
Tocher et al., 2004).

De la méme facon, I’activité désaturation/€longation et 3 oxydation de 18:3n-3 et de 'EPA
marqués au C a été mesurée dans les hépatocytes et les entérocytes chez le bar nourri avec de
I’huile de poisson, partiellement (60%) substituée par un mélange d’huiles végétales (colza, lin,
palme) combinées pour apporter le méme équilibre entre AGS, AGMI et AGPI a 18 carbones que
celui présent dans I’huile de poisson, mais sans acides gras hautement insaturés (DHA et EPA)
(Mourente et al., 2005). Le taux de conversion du 18:3n-3 est tres faible quel que soit le traitement
alimentaire (entre 0,20 et 1 pmol/mg proteine/h). Il est cependant trois fois plus élevé dans les
entérocytes que dans les hépatocytes. De la méme facon, le taux de conversion de I’EPA est faible
(entre 0,2 et 1 pmol/mg proteine/h), indépendant du traitement alimentaire et plus élevé dans les
entérocytes que dans les hépatocytes. De plus, la majorité de la radioactivité a été retrouvée dans
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des produits résultant d’une delta 6 désaturation. Le taux de B oxydation du 18:3n-3 est
considérablement plus élevé que celui de ’EPA, a la fois dans les hépatocytes et dans les
entérocytes. Contrairement a ce qui a été observé chez les salmonidés, il n’y a pas d’effet visible de
I’huile végétale sur 1’activité des enzymes impliquées dans la bioconversion et le catabolisme des
acides gras chez le bar, sans doute du fait d'une faible activité biosynthétique. De plus, il est
probable que le métabolisme des AG est particulier chez les poissons, comme le bar, qui stocke
une grande quantité de lipides dans le foie, ces AG pouvant eux mémes interférer directement ou

indirectement avec le test enzymatique.

Le mécanisme biochimique permettant d’expliquer la régulation nutritionnelle des enzymes
désaturases et élongases impliquées dans la bioconversion des acides gras n’est pas encore bien
établi. De facon générale, une alimentation a base d’huile végétale permet d’augmenter la
bioconversion des AGPI selon deux mécanismes : (i) augmentation de la concentration en substrats
a 18 carbones, (ii) absence des produits inhibiteurs a 20 et 22 carbones. Ce dernier cas est observé
chez les mammiferes, ou la présence d’acides gras hautement désaturés dans 1’alimentation
supprime la désaturation des acides gras (Nakamura et Nara, 2003). Chez le poisson, une étude de
Tocher et al., (2003) montre que la désaturation des AGPI chez le saumon nourri avec de 1’huile
végétale était soumise a I’influence simultanée de 1I’absence d’AG inhibiteur et de I’augmentation

d’AG précurseurs dans 1’alimentation.

Expression génique
La nature des lipides alimentaires a un effet sur ’expression des genes codant pour les

enzymes impliquées dans la bioconversion des acides gras.

Le geéne codant pour la delta 6 désaturase a été cloné chez la truite arc en ciel (Seiliez et al.,
2001). L’expression de la delta 6 désaturase a pu ensuite étre observée chez des juvéniles de truites
nourries avec deux types d’aliments différant par la nature des lipides : 'un a base d’huile de
poisson riche en AGPI et ’autre a base d’huile de lin riche en acide linolénique. Les aliments ont
été testés en triplicata durant huit semaines a 18°C. L’expression de la delta 6 désaturase a été
analysée dans le foie par Northern Blot et RT-PCR. Deux transcrits de taille différente ont été
détectés pour la delta 6 désaturase. La quantité d’ARN est plus faible chez les poissons nourris
avec I’huile de poisson révélant ainsi la présence d’une régulation nutritionnelle similaire a celle
observée chez les mammiferes : la présence d’AGPI dans I’alimentation réprime I’activité
delta 6 désaturase tandis que la présence d’acides gras précurseurs tel que ’acide linolénique

I’induit.
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De facon similaire, le géne codant pour la delta 6 désaturase a été cloné chez la daurade
(Seiliez et al., 2003). L’expression de la delta 6 désaturase a pu ensuite étre observée chez des
poissons nourris avec un aliment a base d’huile d’olive riche en acide oléique et dépourvu d’ AGPI.
La composition en acides gras et I’expression enzymatique ont été comparées avec celle retrouvées
chez des poissons nourris avec de 1’huile de poisson. Les poissons nourris avec de 1’huile d’olive
présentent une composition en acides gras pauvre en AGPIn-3 et caractérisée par I’apparition
d’AGPI en n-9 typique d’une alimentation déficiente en AGE et a une activité élevée de la delta 6
désaturase. Parallelement I’expression enzymatique est élevée. La aussi il y a deux transcrits
codant pour la delta 6 désaturase. L’absence d’ AG résultant d’une delta 5 désaturation suggere que

la delta 5 désaturase n’est pas active chez ces poissons.

Activité enzymatique et expression génique
Zheng et al., (2004b) ont testé I’effet de la nature des lipides alimentaires a la fois sur

I’expression et sur I’activité des enzymes impliquées dans la bioconversion des acides gras (delta 5
désaturase et élongase) ainsi que sur 1’activité biosynthétique totale. Des saumons ont été nourris
durant 40 semaines avec des aliments de composition différente en acides gras. Les aliments
utilisés étaient a base d’huile de poisson et d’huile de lin. Cinq aliments ont été testés : 100% huile
de poisson (FO), 100% huile de lin (LO), 25% huile de lin (LO25), 50% huile de lin (LO50) et
75% huile de lin (LO75).

Les activités enzymatiques ont été déterminées sur des hépatocytes incubés avec de I’acide
linolénique marqué au '*C par dosage de la radioactivité retrouvée au niveau des différents AGPL
L’activité biosynthétique totale a été évaluée en calculant la somme de la radioactivité retrouvée
dans des produits de désaturation (18:4, 20:4, 20:5, 22:5, 22:6), ’activité delta 5 désaturase en
sommant la radioactivité retrouvée dans les produits de delta 5 désaturation (20:5, 22:5, 22:6) et
I’activité élongase en sommant la radioactivité retrouvée dans les produits d’élongation (20:4, 20:5,
22:5, 22:6). L’expression des genes a été déterminée par Q-PCR dans le foie. Les analyses ont été
faites a deux temps : au bout de 20 semaines et au bout de 40 semaines d’expérience.

Les résultats de cette expérience montrent que les activités enzymatiques et I’expression des genes
sont corrélées de fagon significative aux teneurs en acide linolénique et AGPIn-3 de I'aliment mais
a des temps différents.

Ceci a déja été observé chez le saumon (Tocher et al., 2003) mais les expérimentations doivent se
poursuivre afin de mieux comprendre ce phénomene complexe qui implique I’ensemble des
facteurs agissant sur le métabolisme des lipides. Les acides gras alimentaires ont un effet sur
I’activité et sur I’expression génique des enzymes impliquées dans la voie de bioconversion.

L’activité biosynthétique est influencée a la fois par le taux d’acides gras précurseurs (acide
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linolénique) et par le taux d’AGPI présent dans I’aliment. L’action des acides gras alimentaires
peut se faire directement au niveau membranaire en changeant la fluidité et également au niveau de
la transcription des genes (Seiliez et al., 2001; Seiliez et al., 2003; Zheng et al., 2004b). Les AGPI
peuvent affecter la transcription des genes de facon directe et indirecte en agissant sur la
composition des membranes, la production d’eicosanoides et le stress oxydant, (Jump, 2002). En
changeant la composition en acides gras des phopholipides de la membrane, les AGPI peuvent agir
sur I’activité des enzymes (Giron et al., 1996).

Les AGPI en se liant a la membrane peuvent influencer les récepteurs nucléaires

(hormonaux, PPARS) et ainsi avoir une action au niveau de la régulation du métabolisme lipidique.

5.4 SYNTHESE

Tableau 2 : Facteurs les plus importants ayant un effet direct sur la teneur en lipides et la
composition en AG des tissus chez le poisson

FACTEURS EFFETS DIRECTS SUR :
Teneur en lipides Composition en AG
Intrinseques
Origine génétique oui oui
Age oui : teneur en lipides T avec oui : incorporation sélective
I’age d’AG selon I’age

Cycle sexuel

Oui : mobilisation des lipides
pour maturation des gonades

non

Environnementaux
Saison non oui : lié a la disponibilité des
aliments
Température oui : lié a la disponibilité des oui
aliments Quand T°| :
- 1 activité désaturase
- 1 teneur AGPI
- 1 transport lipides
Salinité non oui : passage eau douce/eau
de mer T DHA
Nutritionnels
Taux de lipides alimentaires oui : non

Nature des lipides alimentaires

quand taux lipides aliment 1 :
- 1 teneur en lipides des
sites de stockage
- 1 teneur en lipides
neutres
- teneur lipides polaires
stable (lipides
structuraux)
oui

effet indirect 1i€ a la teneur
en lipides neutres et en
lipides polaires

oui : profil en AG des tissus
ressemble au profil en AG de
I’aliment
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Figure 11 : Schema synthétique représentant les modes d’action de la nature des lipides
alimentaires sur le métabolisme des lipides chez le poisson, et « état de I’art » chez la perche.

teneur en lipides, Perche:

composition en AG _
des tissus Ressemblance profils en

AG tissus / aliment

Action sur le
dépot des AGPI reflet aliment/tissus teneur AGPIn-3 > dans

limentair incorporation/ rétention les tissus
alimentaires P (Kestemont et al., 2001, Mathis et

al., 2001, Xu et al., 2002, Xu et

] Kestemont, 2002)
) Nature lipides alimentaires
== Action sur la
bioconversion Corrélation (Zheng et al., 2004)

des AGPI / \
activité enzymatique Jia >
| |

g dosage ARNm
dosage par utilisation delta 6 désaturase
d’AG marqués

g Résultats chez truite,
Résultats surtoutchez oo 4o donnges poissons daurade (Seiliezetal,
les salmonidés

maigres d’eau douce 2001, 2003)
(Bell, 2001, Tocher et al.,
2001, 2002, 2003, 2004)

Tableau 3 : Utilisation d’huile végétale en remplacement de I’huile de poisson :
caractéristiques, effet sur la composition en AG et sur la bioconversion des AG, différence
entre poissons maigres et poissons gras.

Utilisation d’huile végétale en remplacement d’huile de poisson

Caractéristiques Riche en AGE a 18C, pauvre en AGPI

Effet sur la composition en AG des tissus
Poissons gras | 1 18:2n-6, 18:3n-3, | AGPI

Poissons maigres | 1 18:2n-6, 18:3n-3, | AGPI

Effet sur la bioconversion des AG
Poissons gras | 1 expression genes fdésaturation/élongation

Poissons maigres | pas d’effet significatif
delta 5 désaturase inactive
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE : CONCLUSION ET PROBLEMATIQUE

SCIENTIFIQUE.

Le poisson est la source la plus importante en AGPIn-3 (surtout EPA, DHA) dans

I’alimentation pour I’homme et joue ainsi un role important dans la santé.

Les travaux menés sur les lipides chez le poisson montrent qu’il existe des différences
qualitatives et quantitatives dans la teneur en lipides et la composition en acides gras des
tissus. De plus, de nombreux facteurs environnementaux ou physiologiques agissent sur le
métabolisme des lipides. Les données de la littérature montrent notamment 1’effet de la
température chez le saumon atlantique (Tocher et Dick, 1990), la truite arc en ciel (Corraze et
Kaushik, 1999), la carpe (Schuenke et Wodtke, 1983) et le bar (Skalli et al., 2005) ainsi que I’ effet
de I’age ou de la taille chez les salmonidés (Kiessling er al., 2001; Kiessling et al., 2005).

Cependant, parmi tous les facteurs testés, l’alimentation semble étre le facteur le plus

important. Il agit sur la teneur en lipides des tissus de stockage préférentiel (Fauconneau et
Laroche, 1996; Lie, 2001; Regost et al., 2001a; Regost et al., 2001b) ainsi que sur la composition
en AG des lipides (Xu et Kestemont, 2002; Bell et al., 2003a; Regost et al., 2003; Turchini et al.,
2003) et de nombreuses études montrent que la composition en acides gras des poissons reflete

celle de leur alimentation.

La plupart des études menées sur les poissons d’eau douce concernent des poissons gras ou
semi- gras, qui stockent les lipides dans le filet et le foie. Il y a trés peu d’études sur les poissons
maigres d’eau douce. La perche commune, Perca fluviatilis L., qui stocke ses lipides au niveau du
tissu adipeux périviscéral est une espece modele de poisson maigre. De plus, c’est un poisson
intéressant pour la diversification en aquaculture car sa chair est riche en AGPIn-3, et plus
précisément en DHA. La maitrise de la qualité nutritionnelle de ce produit passe par 1’optimisation
des facteurs influant la teneur et la composition des lipides des tissus.

Les travaux menés sur la perche montrent qu’il existe une différence entre la composition des
tissus et celle des aliments. En particulier, les tissus ont des teneurs en AGPI n-3 bien supérieures a
celles des aliments. A coté des hypotheses d’incorporation ou de rétention préférentielle, qui ont
été démontrées chez d’autres espeéces et évoquées dans l'introduction bibliographique de cette
theése, certains auteurs (Kestemont et al., (2001), Mathis et al., (2001), Xu et al., (2002)) font

I’hypothese d’une bioconversion de DHA in situ a partir des AG précurseurs présents dans
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I’aliment. Cette bioconversion est une particularité des poissons d’eau douce, qui a I’'inverse des
poissons marins sont capables de biosynthétiser les AGPI a partir d’AG a 18 carbones présents

dans 1’alimentation.

La bioconversion a été étudiée chez différentes especes de poissons marins comme le turbot
(Owen et al., 1975; Cowey et Sargent, 1977) et la daurade (Mourente et Tocher, 1994; Seiliez et
al., 2003) ainsi que chez des especes grasses d’eau douce, essentiellement des salmonidés (Buzzi et
al., 1996; Seiliez et al., 2001). La bioconversion des AGPI est caractérisée par une suite de
réactions enzymatiques (désaturase et élongases). Ce sont les mémes enzymes qui effectuent la
bioconversion des AGPIn-3 et AGPIn-6. La faible capacité des poissons marins serait liée a une
faible activité de la delta 5 désaturase (Bell er al., 1994; Seiliez et al., 2003) ainsi qu’a une faible
activité des élongases (Ghioni ef al., 1999) . Afin de mieux comprendre comment 1’aliment agit sur
la bioconversion des AG, les auteurs ont testé I’effet de 1’aliment sur 1’activité enzymatique totale
des cellules (hépatocytes et entérocytes) ainsi que sur I’expression des différentes enzymes (delta 6
et delta 5 désaturase, élongases). Plus particulicrement c’est I’expression de la delta 6 désaturase
qui a été étudiée car il s’agit de I’enzyme limitante dans la bioconversion des AGPI. Les résultats
montrent que I’activité enzymatique et 1’expression génique sont corrélées a la teneur en AGPI de
I’aliment : la présence d’AGPI dans I’aliment réprime la bioconversion tandis que la présence
d’AG précurseurs comme 1’acide linolénique 1’induit.

A T’heure actuelle aucune donnée n'est disponible a ce sujet pour les especes maigres d’eau
douce comme la perche. Est-ce que le stockage des AG et la production d’ AGPI sont conduits de la
méme facon chez les especes maigres et chez les especes grasses comme les salmonidés ? Le but
de ce travail est donc d’apporter des éléments de réponse a cette question en analysant la
composition en AG des tissus et en hiérarchisant ses facteurs de variation, et de vérifier les
hypotheéses de bioconversion des AGPI a partir d’AG en observant les différents lieux de

désaturation et d’élongation et en étudiant 1’effet de 1’alimentation sur la production d’ AGPIn-3.

OBJECTIFS DE LA THESE

L’objectif principal de la thése est de mettre en évidence et de valoriser la qualité
nutritionnelle de la perche en étudiant les différents parametres du métabolisme lipidique. Pour
cela nous avons mis en place trois études dans le but de mieux comprendre d’ou viennent les taux
élevés d’ AGPIn-3 observés et ainsi de pouvoir a terme agir a différents niveaux de I’élevage pour

améliorer la qualité nutritionnelle du poisson.
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Dans un premier temps, nous avons caractérisé les lipides des différents tissus impliqués dans le
métabolisme lipidique en observant leurs teneurs en lipides totaux, neutres et polaires et leur
composition en acides gras. Cette expérience avait également pour but de démontrer une éventuelle
spécificité de chaque tissu (teneur en lipides et composition en AG) ou de chaque type de lipides.

Dans un deuxieme temps nous avons voulu déterminer et hiérarchiser les facteurs ayant un effet sur
la teneur en lipides et la composition en AG. Pour cela nous avons mis en place une expérience
multifactorielle qui permet de tester simultanément un ensemble de facteurs et leurs interactions.

Enfin, nous avons étudié plus particulierement 1’effet du traitement alimentaire sur la composition
en AGPIn-3, I’activité enzymatique et I’expression des genes codant pour les enzymes impliquées
dans la bioconversion des AG. Le but de cette derniere expérimentation étant de mettre en parallele
les trois types de résultats afin d’établir un lien entre teneur en AGPIn-3 et le métabolisme

lipidique et de mieux comprendre d’ou viennent les taux élevés de DHA.
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Dans cette partie, nous présenterons dans un premier temps 1I’ensemble des techniques
analytiques qui ont été utilisées dans les expérimentations. Il s’agit de la mesure de la teneur en
lipides et de la composition en AG des tissus, ainsi que de la mesure de I’expression génique et de
I’activité enzymatique. Puis dans un deuxieme temps nous présenterons les trois études réalisées en
décrivant tout d’abord le protocole expérimental et les spécificités de chaque étude puis les

principaux résultats.

1 MATERIEL ET METHODE GENERAL

1.1 Mesure de la teneur en lipides

1.1.1 Lipides totaux

La teneur en lipides totaux des tissus et de 1’aliment est déterminée a partir de la méthode
de Folch et al. (1957) modifiée par Chen et al. (1981), par extraction liquide-liquide utilisant un
mélange de dichlorométhane/méthanol (2/3, 1/3) comme solvant. Elle est exprimée en % de
poids frais. Pour éviter tout risque d’oxydation des lipides, les échantillons de tissus sont stockés
a -20°C avant ’extraction. La quantit¢ de matériel biologique nécessaire a 1’extraction est
fonction du tissu étudié (Tableau 4 ). Le tissu est broyé a ’ultraturax dans 50ml de solution de
Folch. La solution est filtrée puis 37,5 mL d’eau saline a 0,73% sont ajoutés. Apres décantation
(1 nuit) la phase inférieure contenant les lipides est récupérée. Apres évaporation du solvant, les
lipides totaux sont re-suspendus dans une solution de dichlorométhane + BHT 0,01%

(Butylhydroxytoluene : 1ml pour 100mg de lipides). Les lipides totaux sont conservés a -20°C

sous azote.
Tableau 4 : Quantité de matériel biologique nécessaire au dosage
Filet Foie Tissu adipeux Aliment
périviscéral
Quantité de tissu (g) 14 5 1 5
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1.1.2 Lipides neutres et polaires
Les lipides totaux sont séparés en lipides neutres et polaires par séparation sur mini colonne

de silice (Sep Pak silica cartridge, Millipore) selon la méthode de Juaneda et Rocquelin (1985). La
teneur en lipides neutres et polaires est exprimée en % des lipides totaux.

Les lipides totaux (1 mL) sont déposés sur la colonne. Les lipides neutres sont élués les premiers
avec 30mL de dichlorométhane, puis les lipides polaires avec 30 mL de méthanol. Apres
évaporation des solvants, les lipides sont re-suspendus dans une solution de dichlorométhane +
BHT 0,01% (1ml pour 100mg de lipides). Comme les lipides totaux, ils sont conservés a -20°C

sous azote.

1.2 Composition en acides gras
Les acides gras des lipides totaux, neutres et polaires sont identifi€s par chromatographie en

phase gazeuse (CPG) a ionisation de flamme. Pour cela ils doivent &tre au préalable transformés en
esters de méthyle d’acides gras par une transméthylation acide utilisant du boron trifluoride (BF3)
dans le méthanol selon la méthode décrite par Santha et Ackman (1990).

Une fois les lipides extraits des tissus, ils sont saponifiés en ajoutant de la potasse méthanolique
0,5M (6mL pour 100mg de lipides). Apres incubation au bain-marie (90°C, 10min) les acides gras
obtenus sont méthylés a 1’aide de BF3 méthanol 14%. La méthylation se fait au bain-marie (90°C,
1h). Les acides gras méthylés sont séparés par centrifugation (deux fois 986g, 5 minutes). Les
acides gras méthylés contenus dans le surnageant sont récupérés par extraction avec Sml d’hexane

BHT 0,02%. Apres filtration sur du sulfate de sodium anhydre ils sont stockés sous azote a -80°C.

Les acides gras sont identifiés par comparaison avec des mélanges d’acide gras standard
connus (Sigma, France) par CPG. Le chromatographe (DI 200, Delsi Nermag, Argenteuil, France)
est équipé d’une colonne DB Wax (30m x 0.25 mm i.d., 0.25 im, J &W Scientific, Folsom, CA).
L’hélium est utilisé comme gaz porteur (0.9ml/min). Les acides gras sont quantifiés a 1’aide du

logiciel de calculs Millenium 32 (Waters corporation, Milford, USA).

1.3 Analyse de |'expression génique.

1.3.1 Extraction d'ARN

Etant donné la fragilit¢ de I’ARN et la résistance des RNases (enzymes dégradant les
ARN), les solutions et la verrerie utilisées durant les manipulations sont traitées afin d’éliminer ces

enzymes. De plus, la présence de RNases sur les mains rend le port de gants obligatoire.
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Les échantillons de tissus sont prélevés a 1’aide de matériel stérile, et sont congelés
immédiatement dans de 1’azote liquide et stockés a -80°C avant I’extraction. Apres décongélation
sur de la glace, les tissus sont découpés a 1’aide d’un scalpel stérile. L’ ARN total est extrait des
tissus par séparation a I’aide de Trizol® (Invitrogen). Il s’agit d’une solution préte a ’emploi a
base de phénol et de sels de guanidium qui permet 1’extraction de tous les ARN et qui dénature les
protéines. Aprés 5 minutes d’incubation dans le trizol, 200ul de chloroforme sont ajoutés
permettant une meilleure séparation des phases aqueuse et organique. Apres agitation et incubation
(2 min, T° ambiante) les tubes sont centrifugés (15 min, 9700g, T® ambiante). La phase aqueuse
contenant les ARN est récoltée et reprise dans un tube propre ou sont ajoutés 500ul d’isopropanol
qui permettent la précipitation des ARN. Apres 10 min d’incubation, les tubes sont centrifugés (10
min, 9700g, 4°C). Le culot d’ARN obtenu est ensuite rincé a 1’éthanol a 70% et séché a
température ambiante. Les ARN sont ensuite repris dans une petite quantit¢ d’eau ultrafiltrée
autoclavée. La quantité d’ARN obtenue est alors mesurée par spectrophotométrie dans I’ultraviolet
a 260 nm. L absorption a 280 nm est également mesurée afin d’estimer la contamination éventuelle
de I’extrait par des protéines. L.’absorbance se définit par I’unité de densité optique mesurée a 260
nm. Une unité de densité optique correspond a 1’absorbance d’une solution d’ARN a la
concentration de 40 ug/ml. La concentration d’ARN doit étre amenée a 75ng/ul en diluant avec de
I’eau ultrapure. La qualité des ARN obtenus est vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose 1% en

tampon TBE autoclavé (65mM Tris pH 9, 22,5mM borate, 1.25 mM EDTA) (Figure 12). Les ARN

obtenus sont congelés a -80°C.
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ARN 18S
ABCDE/

-~ <— ARN28S

<—— ARNt

A et D: degradation partielle
C: ARN totalement dégradé
B et E: ARN de bonne qualité

Figure 12 : Photographies de gels d’agarose montrant des ARN de bonne qualité et des ARN
dégradés

1.3.2 RT-PCR
La RT-PCR permet de transformer les ARN en ADN et de les amplifier. Elle regroupe une

réaction de transcription inverse des ARN en ADN (RT) et une réaction de polymérisation des

ADN (PCR).

1.3.2.1 RT (Reverse Transcriptase)
La réaction de transcription inverse permet de transformer I’ARN des tissus en ADN

complémentaire (ADNCc).
La réaction se déroule en plusieurs phases. Tout d’abord une phase de dénaturation des ARN par
incubation a 65°C. Ceci permet d’obtenir de I’ARN linéaire afin de faciliter I’hybridation.
L’hybridation se fait grace a I’ajout d’un mélange de courtes molécules d’ADN (hexamer random)
complémentaires des ARN appelées amorces et qui vont s’hybrider au hasard a plusieurs endroits
tout au long du brin d’ARN. Puis la reverse transcriptase (RT) assure la synthése en transcrivant
I’ ARN en ADN a partir des amorces.

Cette réaction est faite a partir de 150ng d’ARN a I’aide d’un kit SuperScript First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, ref. 11904-018) selon le protocole décrit par le
fabricant. Des mélanges réactionnels (mix 1 et 2) sont préparés en ajustant les quantités en fonction

du nombre de réactions souhaitées.

60



2" PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

Réaction de « reverse transcriptase » :

Dénaturation et initiation de la réaction d’hybridation :

La réaction a lieu dans des tubes eppendorfs stériles.

Mix 1 : Volume réactionnel pour 1 réaction

Produits Volume en ul
ARN (75ng/ul) 2
Hexameres random (50ng/ul) 1
dNTP (10mM) 1
H20 gsp 10ul 6
Total 10

Les tubes sont ensuite passés au bain marie, 5 minutes a 65°C puis immédiatement plongés

dans la glace pour éviter la réhybridation des ARN sur eux-mémes.

Elongation et terminaison:

Mix 2 : Volume réactionnel pour 1 réaction

Produits Volume en ul
Tampon RT (200mM Tris-HCI, 500mM KCI) 2
MgCI2 (25mM) 4
0,IM DTT 4
RNase out inhibitor (40units/ul) 1
Enzyme RT (50units/ul) 1
Total 10

Les tubes sont ensuite incubés 50 minutes a 42°C (température optimale d’élongation de la
RT), puis 15 minutes a 70°C (dénaturation de 1I’enzyme pour arréter la réaction d’élongation) puis
refroidis 5 minutes dans la glace.

De la RNase H (1ul) est ensuite ajoutée a chaque tube. La RNase H est une enzyme qui
dégrade, sans spécificité de séquence, les ARN présents dans les duplex ARN/ADN. La réaction se
fait a 37°C pendant 20 minutes.

L’ ADNCc ainsi obtenu est ensuite stocké a -20°C.

1.3.2.2 PCR

La PCR (polymerase chain reaction) permet d’amplifier spécifiquement une région d’ADN
double brin de quelques centaines de paires de bases (Figure 13). Cet ADN doit d’abord étre séparé
en simples brins (dénaturation a 95°C). On ajoute a I’ADN de départ une large quantité d’amorces
(oligonucléotides synthétiques complémentaires des deux extrémités de la région a amplifier) qui
vont s’hybrider a 50-60°C environ avec la séquence complémentaire sur chacun des brins d’ADN,

et les quatre ANTP (désoxynucléotide triphosphates) qui serviront de substrats.
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On soumet le tout a I’activité d’une ADN polymérase (Taq polymerase) qui synthétise a
72°C un brin complémentaire a partir du 3’0OH de 1’amorce hybridée. On obtient quatre brins
d’ADN. On recommence a dénaturer ces 4 brins, puis on les laisse s’hybrider avec les amorces
(toujours en exces) et la polymérase entre en action pour aboutir a 8 brins d’ADN. On recommence
a dénaturer ces 8 brins, puis on les laisse s’hybrider avec les amorces (toujours en exces) et la
polymérase entre en action pour aboutir a 16 brins d’ADN. Et ainsi de suite 30 a 40 fois, ce qui
aboutit a 34359738368 brins de DNA (34 milliards), ce qui représente une quantité suffisante pour
étudier le fragment d’ADN amplifié.

P C R séparation des 2 .
brins e fixation Sggm
séparation des 2 des amorces A
brins et fixation Sg;'tw“m IO - T
des amorces A - ==
séparation des 2 ; U T
brins et fixation sz:me ]
des amorces
T - T
[ sewisite ]| amorces de DNA
I_I [oligonuc Kotides)

régnon d'ADN
double brin &
amp lifier

Figure 13 : Schéma explicatif des différentes étapes de la polymérisation des ADN par PCR.

La réaction a lieu dans des tubes eppendorfs de taille adaptée au thermocycleur (Figure 14).

Figure 14 : Photographie d’un thermocycleur
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Le mélange réactionnel pour la PCR est le suivant (volume pour 1 réaction)

Produits Volume en ul
ADNCc 2
Tampon Taq (200mM Tris-HCI, 500mM KCI) 2.5
MgCl12 (50mM) 0.75
dNTP (10mM) 0.5

Taq polymérase (Sunits/ul) 0.03
Sonde 3’ 10uM 1.25
Sonde 5° 10uM 1.25
H20 gsp 25 ul 8.28
Total 25

Les tubes sont ensuite incubés au thermocycleur selon un enchainement de temps et de
températures différentes :
1) 5 minutes a 94°C : ouvre ’ADN double brin qui devient simple brin
2) 30 cycles : hybridation et amplification
a. 94°C pendant 30 secondes (dénaturation)
b. 55°C pendant 30 secondes (hybridation)
c. 72°C pendant 30 secondes (élongation 1min/kb)
3) 72°C pendant 5 minutes : terminaison

4) Stockage a 20°C puis congélation a —20°C

Chaque réaction de PCR doit étre controlée avec un contrdle positif (ARN extrait de
cellules humaines) et un contrdle négatif (eau ultrapure), ainsi que normalisée a 1’aide d’un
controle interne. Apres plusieurs essais, et en accord avec la bibliographie, le contrdle interne

choisi est la séquence correspondant a I’enzyme GAPDH.

Le génome de la perche n’étant pas séquencé en entier, la premiere étape de ce travail a été
de mettre au point les amorces utilisées pour I’hybridation. Elles ont été choisies par comparaison
avec d’autres séquences connues. A notre connaissance, ce travail n’a jamais été fait chez la perche
et constitue un résultat important pour d’autres études a venir c¢’est pourquoi la mise au point des
amorces est décrite plus en détails dans la partie Résultats de ce travail de these.

-pour la delta 6 désaturase, une séquence consensus entre la truite (Genbank AF301910),
I’homme (Genbank AF126799), la souris (Genbank AF126798), le rat (Genbank AB021980) et la
carpe (Genbank AF309557) a été trouvée

-pour la delta 5 désaturase une séquence consensus entre I’homme (Genbank AF199596), le

rat (Genbank AF320509) et le saumon (Genbank AF478472) a été trouvée
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-pour la GAPDH (Glycéraldéhyde 3-Phosphate déshydrogénase) une séquence consensus
entre la truite (Genbank AF027130), I’homme (M33197) et la souris (M32599) a été choisie.
Les sondes utilisées ont été fabriquées par Invitrogen. Elles ont été livrées a une

concentration de 100uM.

Les produits d’amplification obtenus par PCR sont ensuite analysés par électrophorese sur
gel d’agarose a 2%. Les dépots se font avec 15ul d’ADN amplifié + 10ul de bleu de dépot. La
quantification du signal émis est réalisée par le logiciel QuantityOne (VersaDoc, BioRad) et le

résultat normalisé par rapport a la GAPDH.

Pour reconnaitre la présence du produit obtenu on compare le signal au controle positif et

au marqueur de poids moléculaire.

1.3.2.3 Mise au point de la méthode et observation de la distribution
tissulaire des enzymes delta 6 et delta 5 desaturase.
Les tissus ont une consistance différente, avec plus ou moins d’eau, de tissu conjonctif ou

de tissu adipeux. De plus, ils ne contiennent pas tous la méme quantité d’ARN. C’est pourquoi il a
fallu dans un premier temps adapter la méthode d’extraction d’ARN a chaque tissu. Le protocole
d’extraction doit permettre d’obtenir suffisamment d’ARN, de bonne qualité. Les ARN obtenus
sont récupérés dans 1’eau ultrapure. Ils ne doivent pas étre trop dilués. La concentration idéale qui
permet de mener a bien les protocoles décrits en 1.3.2.1 et 1.3.2.2 est d’environ 2ug/ul. Les tests

ont été effectués sur des tissus de perches élevées au laboratoire (Tableau 5).

Le foie est un tissu riche en enzymes, quelques dégradations partielles sont souvent
observées au niveau du gel d’agarose. Lors de I’extraction le tissu doit étre broyé encore congelé

afin d’éviter toutes dégradations. Le tissu adipeux étant trés riche en lipides, le protocole

d’extraction a I’aide de Trizol utilis€ pour les autres tissus ne permet pas une bonne séparation de
la phase aqueuse contenant les ARN. L’extraction a donc été effectuée a 1’aide du coffret RNeasy
Lipid Tissue Kit® (Qiagen) dédié€ a I’extraction des ARN a partir de tissus riches en lipides selon
le protocole décrit par le fabricant. La quantité maximale de tissu pouvant étre utilisée dans ce kit
est de 100mg de tissu adipeux. Cependant, le tissu adipeux renfermant tres peu d’ARN, cette

quantité permet d’obtenir des solutions d’ARN peu concentrées, de I’ordre de 500ng/ul.
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Tableau S: Protocole d’extraction des ARN en fonction du tissu : Quantité optimale de tissu a
utiliser, volume d’eau ultrapure a rajouter, concentration et qualité des ARN obtenus.

Quantité

Tissu optimale de Volume d’eau Concentration Qualité des
tissu ultrapure ARN obtenus

Filet 160 mg 10ul 2ug/ul bonne

. quelques
Foie 45 mg 60ul 2ug/ul dégradations
Cerveau 50 mg 30 ul 3 ug/ul bonne

. quelques

Intestin 40 mg 15 ul 3 ug/ul dégradations
Gonades 50 mg 20 ul S pg/ul bonne
Tissu adipeux i i i i
périviscéral

1.4 Dosage de l'activité enzymatique du complexe
désaturation/élongation.

Le dosage de I’activité enzymatique du complexe désaturation/élongation consiste a doser
le taux de DHA formé par unité de temps ramené a la quantité de protéines présentes. Le dosage a
lieu dans les hépatocytes, apres incubation de 18:3n-3 marqué au carbone 14 selon le protocole

suivant :

1.4.1 Mise en suspension d'hépatocytes
Les hépatocytes sont isolés en suivant le protocole de Tocher et al. (2003) : le foie est

nettoyé a 1’aide d’une solution de HBSS (Hank’s balanced salt solution) contenant 10mM de
tampon HEPES"”. Puis il est broyé et digéré par action de I’enzyme collagénase présente a 1mg/ml
dans une solution de HBSS + 10mM HEPES" (incubation sous agitation, 20°C, 45 minutes). La
solution de foie est ensuite filtrée a travers un filtre a falcon [ (diametre 100um) et centrifugée
(500g/2min) deux fois (lavage du culot avec solution d’HBSS). Le culot d’hépatocytes est alors re-
suspendu dans 10ml de milieu 199 contenant 10mM de tampon HEPES".

Des aliquots de 100ul sont conservés pour la détermination des protéines (Lowry et al., 1951).
La viabilité des cellules est vérifiée par un test au bleu de trypan. Une solution de 50ul

d’hépatocytes + 150 ul de bleu trypan (dilué de moitié avec de la solution de HBSS + 10mM

HEPESE) est observée au microscope afin de comptabiliser le nombre de cellules vivantes et le
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nombre de cellules mortes (Figure 15). Le taux de viabilité se définit par le rapport: nombre de

cellules vivantes / (nombre de cellules vivantes + nombre de cellules mortes) x100.

Hépatocyte
viable

Figure 15 : Observation d’un hépatocyte viable au microscope.

1.4.2 Incorporation d'acide linolénique marqué
L’acide linolénique 9,12 15 [1-14C] nous a été délivré par Perkin Elmer a une activité

spécifique de 50uCi.

La suspension d’hépatocytes est transférée dans une boite de culture dans laquelle les cellules vont
adhérer. De I’acide linolénique marqué (0,25uCi) a été ajouté dans la suspension. Afin de faciliter
I’incorporation, 1’acide gras est préalablement transformé en un complexe avec de la FAF BSA
(free acid fatty bovine serum albumine) selon le protocole de Ghioni et al. (1997). Apres une
incubation de 2 heures a 20°C sous agitation, les cellules sont détachées a 1’aide d’une solution
froide de FAF BSA a 1% dans de I’HBSS. La solution est centrifugée (deux fois 400g, 2minutes).
Le culot est nettoyé avec de la FAF BSA a 1% dans de I’HBSS. Le surnageant est éliminé et le

culot séché.

1.4.3 Extraction des lipides totaux

L’extraction des lipides totaux des hépatocytes se fait sur le culot sec a I’aide de la méthode
de Folch (1957) par ajout de Sml d’une solution de chloroforme/méthanol (2/1, v/v) + BHT et de
Iml de chlorure de potassium (KCl) 0,88%. Apres I’apparition de deux phases, 1’ensemble est
centrifugé a 600g pendant 5 minutes. La phase inférieure contenant les lipides est récoltée et filtrée

sur papier Whatman N°1 avant d’étre stockée a -20°C.

1.4.4 Séparation des acides gras par chromatographie sur couche mince
Les acides gras sont méthylés par transestérification en ajoutant 1ml de Toluene et 2,5 ml

d’acide sulfurique (H2SO4) a 1% dans le méthanol selon la méthode décrite par Christie (1982).

Les acides gras méthylés sont extraits par ajout de 2 ml de bicarbonate de potassium (KHCO3) a
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2% puis Sml d’hexane/diethyl ether (1 :1, v/v). La solution est centrifugée (500g, 2 minutes) et la
phase supérieure contenant les acides gras méthylés est récoltée. Apres évaporation sous jet d’azote
les acides gras méthylés sont re-suspendus dans 100ul d’hexane contenant 0,01% de BHT.

Les acides gras méthylés sont ensuite séparés par chromatographie sur couche mince
(CCM) selon la méthode décrite par Tocher et Sargent (1990) (Figure 16). Les plaques de silice
sont au préalable pulvérisées avec une solution de nitrate d’argent a 10% activées a 110°C pendant

30 minutes. Le solvant de migration est un mélange de toluene/acétonitrile (95 :5, v/v).

1.4.5 Quantification de la radioactivité retrouvée
Les bandes radioactives présentes sur la plaque de CCM sont révélées par autoradiographie

a I’aide de films Kodak MR1 appliqués contre la plaque de CCM a I’obscurité durant 7 jours. Le
film permet de visualiser les bandes radioactives sous forme de taches noires. Des acides gras
standards déposés en méme temps que 1’échantillon sur la plaque permettent d’identifier les acides
gras attendus, a savoir le 18:3n-3, ’EPA et le DHA.

Les aires de silice correspondantes sont grattées et diluées dans du liquide a scintillation. La

radioactivité est comptée au compteur a scintillation.

1.4.6 Quantification de l'activité enzymatique.
Le protocole décrit plus haut permet de doser la radioactivité retrouvée dans les acides gras

supérieurs formés a partir de 18:3n-3 marqué au carbone 14 pendant 2 heures (de concentration et
radioactivité connues) et de normaliser ce taux en fonction de la quantité de protéines contenues
dans la suspension d’hépatocytes. Ce protocole permet donc de quantifier le taux de conversion de
I’acide linolénique marqué en mol/H/mg protéine, ce qui permet d’évaluer 1’activité enzymatique

du complexe biosynthétique (désaturation — élongation) des AGPIn-3.
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2 EXPERIMENTATIONS ET PRINCIPAUX RESULTATS

2.1 Etude 1: Caractérisation des lipides chez la perche

Cette premiere étude vise a caractériser les lipides au sein des trois tissus impliqués
dans le métabolisme lipidique de la perche commune: le foie, le filet et le tissu adipeux
périviscéral. Elle a pour but de mesurer les teneurs en lipides totaux des différents tissus ainsi que
la part de chaque classe de lipides (lipides neutres et polaires) et de déterminer leur composition en
acides gras afin d’observer d’éventuelles différences en fonction du type de lipides et/ou du type de

tissu concerné.

2.1.1 Dispositif expérimental
Trois poissons aux caractéristiques morpho-anatomiques proches (Tableau 6) (poids

moyen: 513 £ 40g) ont été sélectionnés dans une population élevée dans un bassin de 500L
fonctionnant en circuit fermé. La température a été maintenue constante a 22°C et la photopériode
fixée a 16/8, bloquant ainsi la maturation sexuelle des individus (Gardeur et al., 2007). Ils ont été

alimentés avec 1’aliment Hepalim Biomar®, a taux de rationnement optimal (Mélard et al., 1996).

Les poissons ont été tués par choc thermique en les plongeant dans un bain de glace
fondante. Pour chaque individu, la longueur totale, le poids total, le sexe, le poids du foie, des
gonades, des visceres et du tissu adipeux périviscéral ont été déterminés. Sur chaque poisson des
échantillons de filet, foie et tissu adipeux périviscéral ont été prélevés en triplicata et conservés a -
80°C en vue de I’analyse des lipides (Méthode décrite dans la partie 1). La teneur en lipides totaux

et la composition en acides gras de I’aliment ont également été déterminées.

2.1.2Traitement des données
Les teneurs en lipides et les profils en acides gras sont exprimés en moyenne +/- 1’écart

type. Afin d’étudier le déterminisme des acides gras, ’effet du tissu et du type de lipide a été
testé sur la composition en acides gras par une analyse de variance a deux facteurs. L’analyse
statistique a été réalisée avec le logiciel Statbox (Grimmersoft). Les moyennes sont comparées

grace au test de Newman-Keuls (P < 0.05).
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Tableau 6: Caractéristiques morpho anatomiques des trois individus sélectionnés

Individu 1 2 3
longueur total (cm) 32,5 31,5 31,5
poids total (g) 559,2 486,6 493.6
Sexe F F F
poids foie (g) 5 43 4
poids gonade (g) 3,2 2,16 1,45
poids visceres (g) 7,7 8.4 8,7
poids tissu adipeux (g) 25,86 21 16
IHS (%) 0,89 0,88 0,81
IGS (%) 0,57 0,44 0,29
IVS (%) 1,38 1,73 1,76

IHS : indice hépato somatique = poids du foie/poids total x100
IGS : indice gonado somatique = poids des gonades/poids total x100
IVS : indice viscéro somatique = poids des visceres/poids total x 100

2.1.3 Résultats

Teneur en lipides et part des lipides neutres et polaires dans les 3 tissus

Les teneurs en lipides totaux des tissus ainsi que les parts des lipides neutres et polaires au

sein de chaque tissu sont présentées dans le Tableau 7.

Les lipides sont majoritairement stockés dans le tissu adipeux périviscéral (84,7 +/- 7,0 %)

essentiellement sous forme neutre (93%). Le foie stocke une petite quantité de lipides (5,2 +/-

1,2%), majoritairement neutres (63%). Une tres faible quantité de lipides est retrouvée dans le filet

(1,1 +/- 0,3%), ou le rapport lipides neutres et polaires avoisine les 50/50.

Tableau 7 : Mesure de la teneur en lipides totaux, neutres et polaires des trois tissus (filet,

foie, tissu adipeux périviscéral).

La teneur en lipides totaux (LT) est exprimée en % du poids frais. La part des lipides neutres et

polaires est calculée en % des lipides totaux.

Filet Foie Tissu adipeux périviscéral
LT (% poids frais) L1 +-03 52+/-1,2 84,7 +/- 7,0
= LN (% des LT) 54 +/- 6 63 +/- 8,5 93 +/-2,3
- LP (% des LT) 46 +/- 6 37 +/- 8,5 7+/-23
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Composition en acides gras
Les acides gras majoritaires retrouvés dans les trois tissus sont 1’acide palmitique (16:0,

teneurs comprises entre 12 et 25%), 1’acide oléique (18:1n-9, teneurs comprises entre 6 et 20%) et
le DHA (22:6n-3, teneurs comprises entre 19 et 40%) (Figure 17, Figure 18, Figure 19). Ce sont les
mémes que ceux retrouvés dans 1’aliment (Figure 20). La teneur en AGPI est comprise entre 30 et
50%, celle en AGMI entre 8 et 35% et la teneur en AGS varie entre 20 et 35%. En fait, chaque
tissu semble avoir un profil en AG spécifique. De la méme facon, il semble y avoir des différences
de profils en AG selon le type de lipides concerné. C’est pourquoi nous avons testé 1’effet du type

de lipides et I’effet du tissu sur la composition en AG (Tableau 8).
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Figure 17 : Composition en AG du filet

LT : Lipides totaux, LN : lipides neutres, LP : lipides polaires.

Sont représentés les AG les plus importants en termes de quantité et de qualité.

AGS= somme des AG saturés, AGMI= somme des AG mono-insaturés, AGPI= somme des AG
poly-insaturés, AGPIn-3= somme des AG poly-insaturés de la famille n-3, AGPIn-6= somme des

AG poly-insaturés de la famille n-6

B mLT
g 507 mLN
L 45
g 40 mLP
L 35
< 30
25 -
20 -
15 -
10 -
5 _
0 _
G .\Qf\ R 2 Q/(\,b .rb°fb & .Ix(\b 9;0'% .Q)(\fb
\b¢ \(b¢ \%. \(b. (29‘ (29. (29‘ (L(L‘ AG
3 70 - mLT
8
8 m LN
2 mLP
2\_",
O\O
somme somme somme somme somme
AGS AGMI AGPI AGPIn-3 AGPIn6
AG

72



2" PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

Figure 18 : Composition en AG du foie

LT : Lipides totaux, LN : lipides neutres, LP : lipides polaires.

Sont représentés les AG les plus importants en termes de quantité et de qualité.

AGS= somme des AG saturés, AGMI= somme des AG mono-insaturés, AGPI= somme des AG
poly-insaturés, AGPIn-3= somme des AG poly-insaturés de la famille n-3, AGPIn-6= somme des

AG poly-insaturés de la famille n-6
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Figure 19 : Composition en AG du tissu adipeux périviscéral

LT : Lipides totaux, LN : lipides neutres, LP : lipides polaires.

Sont représentés les AG les plus importants en termes de quantité et de qualité.

AGS= somme des AG saturés, AGMI= somme des AG mono-insaturés, AGPI= somme des AG
poly-insaturés, AGPIn-3= somme des AG poly-insaturés de la famille n-3, AGPIn-6= somme des

AG poly-insaturés de la famille n-6
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Figure 20: Composition en Acides gras des lipides totaux (LT), neutres (LN) et polaires (LP)
de I’aliment (% AG totaux). Le profil en AG des lipides totaux a été calculé a partir de sa
composition en lipides neutres et polaires.

LT : Lipides totaux, LN : lipides neutres, LP : lipides polaires.

Sont représentés les AG les plus importants en termes de quantité et de qualité.

AGS= somme des AG saturés, AGMI= somme des AG mono-insaturés, AGPI= somme des AG
poly-insaturés, AGPIn-3= somme des AG poly-insaturés de la famille n-3, AGPIn-6= somme des
AG poly-insaturés de la famille n-6
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Déterminisme des acides gras

somme AGMI

somme AGPI

somme AGPI n-3 somme AGPI n-6

mLT
ELN
ELP

AG

Il existe pour tous les acides gras testés un effet de I’interaction du tissu et du type de

lipides sauf pour 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6, EPA ainsi que pour la somme des AGMI (Tableau 8).

Pour ces derniers nous allons décrire les effets simples.

Tableau 8: Effet du tissu et du type de lipides en fonction de chaque acide gras et de la

somme des acides gras saturés (AGS), mono-insaturés (AGMI) et poly-insaturés (AGPI).

NS: effet non significatif, S : effet significatif (P<0,05)

AG Effet du tissu Effet du type de Interaction tissu CV Etr
lipides type de lipides (%)
Effet Puissance  Effet  Puissance  Effet Puissance
16:0 NS 36 S 99 S 99 6,7
16:1n-7 S 74 S 99 NS 99 17,1
18:1n-9 S 97 S 99 NS 99 9,3
18:2n-6 S 98 S 99 NS 99 11,2
18:3n-3 S 99 S 99 S 99 14,8
20:4n-6 S 92 S 99 S 99 19,6
20:5n-3 (EPA) S 18 NS 7 NS 78 7,7
22:6n-3 (DHA) S 99 S 99 S 99 12
AGS NS 64 S 98 S 98 7
AGMI S 93 S 99 NS 99 12
AGPI S 97 S 97 S 99 9,6
AGPIn3 S 98 S 91 S 98 11,4
AGPIn6 S 95 S 97 S 99 12
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Effets simples

= Effet tissu (Figure 21)

Le tissu a un effet sur la teneur en 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6, EPA ainsi que pour la somme des

AGML

Les acides gras 18:1n-9, 18:2n-6 et la somme des AGMI suivent la méme tendance: les teneurs

sont maximales dans le tissu adipeux, minimales dans le filet et intermédiaires dans le foie.

La teneur en 16:1n-7 est minimale dans le filet et il n’y a pas de différence significative entre foie

et tissu adipeux.

Les teneurs en EPA sont significativement supérieures dans le filet et le tissu adipeux

Figure 21 : Effets simples : Effet du tissu sur le profil en AG
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Des lettres différentes montrent un effet significatif du tissu (p<0.05)
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= Effet type de lipide (lipides neutres et lipides polaires) (Figure 22)

Le type de lipide a un effet simple sur la teneur en 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6 ainsi que pour la

somme des AGMI. Leurs teneurs sont significativement supérieures dans les lipides neutres par

rapport aux lipides polaires.

Figure 22 : Effets simples : Effet du type de lipide sur la teneur en AG

50 -
45
40 -
35 A
30 -
25 A
20 A
15
10
5,

Teneur en AG (%
des AG ttx)

Cv Etr=17,1%

12,6a
6,3b

Cv Etr=9,3%

20,6a

10,8b

CvEu=11,2%

3,9a 2

[ oo

Cv Etr=12%

37,4a

18,5b

oLN
mLP

0

16:1n-7

18:1n-9

18:2n-6

AGMI

AG

Des lettres différentes montrent un effet significatif du tissu (p<0.05)

Interactions effet tissu*type de lipide

La teneur des AG 16:0, 18:3n-3, 20:4n-6, DHA, AGPI, AGS, AGPIn-3, AGPIn-6 est

soumise a I’effet du tissu en interaction avec I’effet du type de lipides (Figure 23).

La teneur en 16:0 et en AGS est significativement maximale dans les lipides polaires du tissu

adipeux et du filet.

Pour le 18:3n-3, les effets tissu et type de lipide sont significatifs et identiques entre filet et foie,

par contre l'effet tissu n'est pas significatif entre foie et tissu adipeux, de méme que l'effet type de

lipide n'est pas significatif au niveau du tissu adipeux.

Pour le 20:4n-6 et les AGPIn-6, les teneurs en lipides polaires sont significativement supérieures a

celles des lipides neutres quel que soit le tissu et l'interaction est due a la valeur plus élevée du

20:4n-6 des LP dans le foie comparativement a celles du filet et du tissu adipeux.
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La teneur en DHA est quant a elle significativement maximale dans les lipides polaires du filet,
intermédiaire dans les lipides polaires du foie et les lipides neutres du filet, et minimale dans les
lipides neutres du foie et au niveau des deux types de lipides du tissu adipeux.
La teneur en AGPIn-3 suit pratiquement la méme tendance que celle en DHA, avec cependant une
différence au niveau des lipides neutres du filet qui ne different plus significativement des lipides
neutres du foie.
La teneur en AGPI est significativement maximale en lipides polaires mais seulement pour le filet
et le foie.

Figure 23 : Interaction effet tissu et effet type de lipide
Teneur en AG (% des AGttx) en fonction du tissu (filet, foie, tissu adipeux) et du type de lipides.

Les lettres en exposant représentent des valeurs significativement différentes (p<0,05)
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2.2 Etude 2: Détermination et hiérarchisation de facteurs ayant un
effet sur la teneur en lipides et la composition en acides gras
des tissus

Les caractéristiques qui définissent la qualité finale d'un produit sont multiples. Pour
chacune, le nombre de facteurs potentiellement influents est important, leur hiérarchisation et leurs
interactions sont rarement étudiées. En effet, la majeure partie des travaux expérimentaux effectués
a ce jour utilise une démarche de type causale, entre un nombre tres limité de facteurs. Cette
méthode consiste a bloquer a un niveau chacun des facteurs d'influence sauf celui que l'on veut
tester et a mesurer les réponses sur les variables de sortie des variations de niveaux du facteur testé
(Goupy, 2001). Les réponses obtenues sont liées aux valeurs des niveaux fixés, ce qui rend les
résultats peu transposables. De plus, la non prise en compte des interactions entre les facteurs
conduit généralement a des conclusions contradictoires (Schimmerling et al., 1998). Une approche
multifactorielle, qui privilégie le nombre de facteurs étudiés au nombre de modalités de quelques
facteurs permet de hiérarchiser les facteurs et d'appréhender les liaisons multidimensionnelles entre

les variables.

Comme cela a été décrit dans la premiere partie, la qualité de la chair de poisson est liée a un
ensemble de facteurs ayant un effet sur la teneur en lipides et/ou la composition en AG.
L’utilisation d’une étude multifactorielle afin de tester 1’effet simultané des facteurs
environnementaux est alors appropriée. Elle permet de tester un grand nombre de facteurs et de

détecter les éventuelles interactions entre eux.
L’étude a été menée par deux expérimentations :

B La premicre avait pour but de quantifier et de hiérarchiser I’effet des facteurs
environnementaux sur des variables biométriques et zootechniques,
morphologiques, technologiques, environnementales et nutritionnelles. Elle a
permis d’établir quatre combinaisons de facteurs particulierement

remarquables pour la croissance et la qualité de la chair.

®» La deuxieme avait pour objectif de vérifier la reproductibilité des résultats obtenus
avec la premiere expérience. Elle a permis de valider les résultats obtenus et la

méthode utilisée.
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A partir de ces données, 1'objectif de cette étude est de mettre en évidence les facteurs et

les interactions ayant un effet sur la teneur en lipides et sur la composition en acides gras des tissus

et de les hiérarchiser.

2.2.1 Matériels et Méthodes

2.2.1.1 Expérience 1

Facteurs testés

36 facteurs appartennant aux six éléments constituant le systeéme aquacole (élevage,
génotype, environnement biologique, environnement trophique, environnement physico chimique
et état physiologique) et connus pour influencer la croissance et la qualité des poissons ont été
étudiés par méta analyse a partir de données bibliographiques. Une ACP menée sur les données de
15 expériences (172 unités expérimentales, 33 variables) a permis de sélectionner les facteurs les
plus importants qui doivent étre testés en priorité. En se basant sur ces résultats, douze facteurs a
deux modalités chacun (1, -1) (Tableau 9) ont été testés. Parmi eux il y a sept facteurs nutritionnels
(composition des aliments, mode de distribution) et 5 facteurs environnementaux. Les niveaux de
chaque facteur ont été choisis en fonction des données disponibles dans la littértaure (Mélard et al.,

1996 ; Fontaine et al., 1997 ; Ketemont et al., 2001, Xu et al., 2001, Mathis et al., 2003).

La qualité de I’eau n’a pas été testée. C’est un facteur a effet de seuil : il n'a un effet sur la
croissance et sur la qualité des poissons que pour des valeurs extremes. Des controles ont été faits
régulierement afin de vérifier que les seuils ne sont pas atteints (concentration en ammonium et en

nitrites <5Smg/l; pH : 7,4; teneur en oxygene dissous> 4mg/l).
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Tableau 9: Facteurs testés dans I’expérience 1

Le taux de rationnement est calculé en fonction du poids moyen par bac

Niveau
Facteur
+1 -1
Température 23°C 16°C
Taux de rationnement 22.45Poids 30.67Poids %
Teneur en lipides de 1'aliment 21% 17%

. . BI¢€ + farine de poisson . .
Nature des protéines de 1'aliment _ . BI¢ + farine de poisson
+ farine de soja

Nature des lipides de I'aliment Huile de colza Huile de poisson
Teneur en astaxanthine de l'aliment 0.4% 0%
Densité finale attendue 10 kg/m’ 6 kg/m’
Mode de distribution de la ration 2 repas/j matin et soir Continu
Hétérogénéité initiale du poids

(Coefficient de variation du poids) 0% 1%
Photopériode 16L:80 8L:160
Spectre lumineux Blanc industriel Violacé
Jours d'alimentation par semaine 7 6

Dispositif expérimental

L’étude de 12 facteurs 2 2 modalités chacun dans un plan complet implique de tester 22 =
4096 combinaisons différentes. Afin de diminuer le nombre de combinaisons a tester, la méthode
des plans factoriels fractionnaires est utilisée. Cette méthode permet de quantifier les effets simples
ou combinés de nombreux facteurs et de déterminer leur niveau optimal avec un nombre limité
d’essais.

Ainsi, les douze facteurs ont été testés avec 24 unités expérimentales en utilisant la matrice
d’un plan factoriel fractionnaire de résolution IV (Box et al., 1978; Babiak et al., 2000; Ruohonen
et al., 2001). Ce plan permet d'estimer individuellement chacun des 12 effets principaux et les

interactions de degré 2 sont estimées en groupe (11 groupes de 6 interactions confondues entre 2
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facteurs). Parmi les 4096 combinaisons possibles, 24 ont été testées et les 4072 restantes ont été
estimées a partir des effets mesurés sur les 24 testées.

Le plan de résolution IV a été obtenu en doublant un plan de résolution III de Plakett and
Burman. Toutefois, apres analyse de la composition des aliments distribués, un non respect du
cahier des charges concernant la composition des aliments fournis par l'industriel a été détecté.
Ainsi le dispositif expérimental prévu n'a pas été totalement respecté entrainant une perte
d'orthogonalité et de niveau de résolution IV de la matrice expérimentale. En conséquence, les
coefficients d'effets des facteurs ne sont plus indépendants, leur estimation est moins précise et
surtout les confusions d'effet qui ne devaient concerner que les interactions sont plus nombreuses et
concernent également des groupes incluant des effets principaux. Ainsi la dénomination des effets
présentés en résultats correspond a une hypotheése d'effet le plus probable au sein d'un groupe

d'estimation d'effets confondus.

L’expérience a été menée durant 116 jours. Les poissons ont été élevés dans 24 unités
expérimentales correspondant chacune a un bassin autonome de SO0OL fonctionnant en circuit fermé
et contenant 25 ou 42 poissons suivant I’objectif de densité finale fixé. Au début de I’expérience le

poids moyen des poisons était de 59.4 + 13.9g.

Les détails de cette expérience sont disponibles dans 1’étude de Gardeur et al., 2007.

2.2.1.2 Expérience 2

Facteurs testés

L’expérience 1 a permis de mettre en évidence 4 combinaisons de facteurs intéressantes

pour la croissance et la qualité des poissons (I, IL, III, IV, Tableau 10).

Ces quatre combinaisons ont été choisies en privilégiant certaines variables:

Combinaison I = croissance maximale (Cmax)

= parmi les 24 combinaisons de facteurs testeés, c’est celle qui a permis d’obtenir la croissance
des poissons la plus impotante

Combinaison II = hétérogénéité finale du poids minimale (Hmin)

= parmi les 24 combinaisons de facteurs testeés, c’est celle qui a permis d’obtenir une bonne

croissance des poissons avec en plus une hétérogénéité de poids minimale.
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Combinaison III = signal/bruit maximum

= le ratio signal/bruit est un indicateur de performance qui tient compte de la valeur du facteur
(signal = valeur moyenne) et de la variabilité de cette valeur (bruit = variance). Lorsque le ratio est
élevé, la performance est grande. Pour calculer ce ratio il faut disposer des écarts types intra bac.
C’est pourquoi la combinaison III a été estimée en prenant en compte les valeurs moyennes et leur
variabilité sur le poids final, le développement gonadique, le rendement en filet et la couleur (SB)
Combinaison IV = meilleure combinaison estimée

= sur les 4096 combinaisons possibles, 24 ont été testées. Les 4072 restantes ont été estimées par
un modele d’estimation qui utilise la moyenne de la variable et les effets significatifs des facteurs

et/ou de leurs interactions déterminés a partir des 24 combinaisons testées.

Ces quatre combinaisons ont été testées a nouveau dans I’expérience 2 dans un plan
expérimental en randomisation a un facteur étudié, avec quatre répliquas afin de vérifier les effets
observés dans I’expérience 1 et de les compléter en caractérisant la composition en acides gras des

3 tissus précédemment étudiés: filet, foie, tissu adipeux périviscéral.

Tableau 10: Les quatre combinaisons testées dans I’expérience 2

I IT I1I

Croissance = Hétérogénéité Signal/Bruit EstIiYnée
Facteurs maximum minimum maximum (EST)
(Cmax) (Hmin) (SB)

Température 23°C 23°C 23°C 23°C
Taux de rationnement ~ 22.45Pm™%  22.45Pm™® 22 45pm™* 22.45pm™"%
T"en.eur en lipides de 21% 17% 21% 17%
l'aliment
Nature des protéines Farine de Farine de Farine de Farine de
de l'aliment poisson poisson poisson poisson
Z\Ifat.u re des lipides de Hu.l le de Huile de colza  Huile de colza Hu.l le de
l'aliment poisson poisson
Teneur en
astaxanthine de 0% 0,4 % 0% 0%
l'aliment
Densité finale
attendue 10kg/m3 10kg/m3 10kg/m3 10kg/m3
Mode de'dtstrtbutton 2 repas par Continu Continu Continu
de la ration jour
Hétérogénéité initiale
du poids (CV) 30% 30% 30% 30%
Photopériode 16L:80 16L:80 16L:80 16L:80

. Blanc . p . ) Blanc
Spectre lumineux industriel Violacé Violacé industriel
Jours d’alimentation 7 6 7 6

par semaine
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Dispositif expérimental

La durée de I’expérience est quasi la méme que celle de I’expérience 1 (129 jours). Seize
groupes de 42 poissons ont été élevés en circuit fermé (mémes unités expérimentales que pour
I’expérience 1, Figure 24). Au début de I’expérience le poids moyen des poissons était de
38.3+11.9g. Le taux de rationnement utilisé correspond au taux optimal de I'expérience
1 (22.45xP™"%),

Figure 24: Photo d’une unité expérimentale

2.2.1.3  Matériel biologique

Les poissons utilisés pour les deux expériences proviennent des mémes conditions
d'élevage (Université de Licge). Avant les expérimentations ils ont été nourris avec un aliment

commercial (Ecolife® 15% de lipides et 50% de protéines, BioMar).

2.2.1.4 Aliments
Seize aliments ont été utilisés dans I’expérience 1 (Tableau 11). Ils ont été fabriqués, a la

demande, par Biomar®. Quatre de ces aliments ont été repris dans I’expérience 2. Ils
correspondent aux aliments utilisés dans les 4 combinaisons retenues en expérience 1. La
composition en AG des aliments a été¢ analysée selon la méthode décrite dans la partie Matériel et

Méthode (Tableau 12).
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Tableau 11: Formulation des aliments

PP : protéines de poisson, TS : tourteau de soja
HP : huile de poisson, HC : huile de colza

Les aliments 10, 11, 13 et 14 ont été utilisés dans I’expérience 2.

. o . % farine de % % %
Aliment® % PP % TS % blé % HP % HC blé Vitamines Lecithine astaxanthine
1 43 30 14,9 10,5 0,78 0,42 0,4
2 43 30 14,9 10,5 0,78 0,42 0,4
3 43 30 14,5 10,5 0,78 0,42 0,4 0,4
4 43 30 14,5 10,5 0,78 0,42 0,4 0,4
5 43,5 30 8.4 16,5 0,78 0,42 0,4
6 43,5 30 8.4 16,5 0,78 0,42 0,4
7 43,5 30 8 16,5 0,78 0,42 0,4 0,4
8 43,5 30 8 16,5 0,78 0,42 0,4 0,4
9 60 28,4 10 0,78 0,42 0,4
10 60 28,4 10 0,78 0,42 0,4
11 60 28 10 0,78 0,42 0,4 0,4
12 60 28 10 0,78 0,42 0,4 0,4
13 61 21,9 15,5 0,78 0,42 0,4
14 61 21,9 15,5 0,78 0,42 0,4
15 61 21,5 15,5 0,78 0,42 0,4 0,4
16 61 21,5 15,5 0,78 0,42 0,4 0,4
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Tableau 12 : Composition en AG (% acides gras totaux) des aliments utilisés dans

I’expérience 2.

Combinaisons

I Cmax

II Hmin

III SB

IV EST

(HP,21%) HP+HC,17%) (HP+HC,21%) (HP,17%)

Aliments n° 14 11 13 10
AG
16:0 185+ 1.8 8.9+0.6 104 £0.1 20.7 1.6
18:0 34102 2.1£0.0 2.0x0.1 3.1+£0.3
Somme AGS 30.5+2.9 13£0.7 15,210.2 34+2
16:1n-7 8.2+0.7 1.9+0.1 2.1£0.1 8.6 £0.1
18:1n-9 13.8+0.6 41.0+£0.3 39.9 £ 0.6 9.3+0.5
20:1n-9 6.8+0.3 35+03 2.810.2 5.1+£0.8
Somme AGMI 27%+0.3 46,4 £ 0.0 44,9 £ 0.7 23,1+1.3
18:2n-6 6.0+ 0.2 19.2 +£0.2 184+ 0.3 43+10.3
20:4n-6 09+0.1 0.3+0.1 0.3+£0.0 1.0+ 0.1
Somme AGPIn-6 7,2 10.3 19,5+0.2 18,8 £0.3 5,6 0.4
18:3n-3 2.810.1 9.1+0.1 9.0+0.1 1.7£0.1
18:4n-3 3.7+£0.2 1.1£0.0 1.0+ 0.0 38104
20:5n-3 (EPA) 7.5%0.6 2310.2 2310.1 7.8 £0.6
22:6n-3 (DHA) 205+1.5 8.1+09 8.3%0.6 23.0£0.0
Somme AGPIn-3 35,6 £2.3 21,1+£0.9 21,1 0.8 37,4+1.2

Cmax = croissance maximale; Hmin = hétérogénéité du poids minimale; SB = rapport signal/bruit
maximal; EST = combinaison estimée a partir des effets des facteurs. HP = huile de poisson; HC =
huile de colza; 21% ou 18% = teneur en lipides de 1'aliment.

Les caracteres gras correspondent aux AG prédominant dans chaque combinaison

2.2.1.5 Echantillonnage et variables de sorties
Les effets des douze facteurs ont été testés sur des parametres de croissance, d’efficacité

alimentaire, physiologiques (indices morpho-anatomiques et rendement de filetage) et
environnementaux ainsi que sur l’aspect et sur la qualité nutritionnelle (teneur en lipides et
composition en acides gras) des produits (Tableau 13). C’est uniquement ce dernier point qui sera

développé dans ce chapitre
A la fin de I’expérimentation les poissons ont été sacrifiés par choc thermique en les

plongeant dans un bain de glace fondante additionnée d’un anesthésiant (phenoxy ethanol a la

concentration de 2 ml/l).
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Tableau 13 : Variables de sortie mesurées dans les expériences 1 et 2 et mode de mesure ou
de calcul

Variables de sorties Mode de mesure ou de calcul

Poids final Pesée

Taux de croissance relatif (TCR) TCR (%)=100.(Poids final-Poids initial )/Poids initial

Taux de croissance spécifique TCS (%)=100.(In(poids final)-In(poids initial))/nombre

(TCS) de jours d’expérimentation

Efficacité alimentaire EA EA =(Biomasse finale—-Biomasse initiale+poids morts)/
quantité totale d’aliment distribué

Indice hépatosomatique (IHS) (IHS) (%)= poids du foie/poids final éviscéré x100

Indice viscéro somatique (IVS) (IVS) (%)=poids des visceres/poids final éviscéré x100

Indice gonado somatique (IGS) (IGS) (%)=poids des gonades/poids final éviscéré x100

Indice de gras (Igras) (Igras) (%)=poids du gras/poids final x100
Teneur en lipides (%) % de la matiere fraiche
Profil en AG (% AG totaux) % lipides totaux

Expérience 1

Les mesures individuelles ont été faites sur tous les poissons de chaque bac. Dix poissons
appartenant a la classe de poids [90-130g] ont été échantillonnés (tirage aléatoire) pour 1’analyse
des lipides du filet. La teneur en lipides totaux du filet a été déterminée en dupliqua a partir d’un
pool de dix poissons selon la méthode décrite dans la partie matériel et méthode général. Le profil

en AG a été déterminé a partir des extraits de lipides totaux.

Expérience 2

Comme en expérience 1, les mesures individuelles ont été faites sur tous les poissons de
chaque bac. Dix poissons par bac ont été aléatoirement choisis pour 1’analyse des lipides. A la
différence de 1’expérience 1, I’analyse des lipides a été faite ici sur les trois tissus : filet, foie et
tissu adipeux péri viscéral.

La teneur en lipides totaux des trois tissus a été déterminée en dupliqua a partir d’un pool de tissus
sur les dix poissons selon la méthode décrite dans la partie matériel et méthode général. Le profil

en AG a été déterminé a partir des extraits de lipides totaux.
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2.2.1.6 Traitement statistique des données

Expérience 1

Les effets potentiellement influents sont déterminés par la méthode des graphiques de
Daniel (Daniel, 1959) (Kobilinsky 1997; logiciel Analys). C’est la méthode des quantiles Y2
normaux. En ordonnées sont placées les valeurs absolues des effets par ordre croissant. Les
abscisses correspondantes sont les quantiles de la loi normale centrée réduite (fonction de
répartition de la loi normale centrée réduite). Les effets potentiellement influents (=non nuls) se
détachent de la droite d’alignement, ce qui permet de les repérer (Kobilinsky, 1997).

Ces effets potentiels mis en évidence sont alors analysés par analyse de variance afin de tester leur
significativité avec le modele reprenant les facteurs principaux et les interactions d'ordre 2
potentiellement influents et les effets potentiellement non influents comme résiduelle (logiciel

Analys).

Expérience 2

Les parametres de sortie ont été analysés par analyse de variance a un facteur avec 11 ddl
en résiduelle (SAS Institute Inc, 1989; SAS Institute Inc, 1990). Les moyennes ont été comparées
en utilisant le test de Newman-Keuls (P < 0.05). Les données présentées dans les résultats
correspondent a la moyenne +/- I’écart type.

Les résultats d’un répliqua de la combinaison III n’ont pas été pris en considération dans
I’analyse statistique a cause d’une trop grande mortalité (33 poissons morts sur 40 le méme jour du

fait d'un défaut d'oxygénation dans ce bac).

2.2.2 Résultats
2.2.2.1 Expérience 1

Parametres de croissance et indices physiologiques
Au terme de I’expérimentation le poids moyen éviscéré final des poissons est de 85.4 + 14.6g.

Le métabolisme des lipides étant lié a la croissance et a la santé du poisson, il parait intéressant de
présenter dans un premier temps les facteurs ayant un effet sur les parametres de croissance et les
indices physiologiques. Le Tableau 14 présente les facteurs ayant un effet sur les principaux

parametres de croissance, les indices physiologiques et I’efficacité alimentaire :
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Tableau 14: Effet des facteurs environnementaux sur la croissance et les indices
physiologiques.

Pf=poids final, TCS = taux de croissance spécifique, EA = efficacité alimentaire, IHS = indice
hépatosomatique, IVS = indice viscéro somatique, IGS = indice gonado somatique, Igras = indice
de gras.

Pf TCS EA IHS 1IVS IGS Igras

Moyenne 96.7 041 040 1.87 565 453 338

Ecart-type 149 0.14 0.16 0.57 1.55 440 147

CV Etr (%) 12 13 23 15 13 11 18
, sksksk sksksk sksksk sk skskesk sksksk sksksk

Température 10% 21% 25% -12% 18% -74% 32%

Nature des lipides R kR

alimentaires S% 9%

L. sksksk sksksk sksksk k sksksk sksksk sksksk
Photopériode 8% 15% 19% -8% 15% -46% 23%
Température * oAk * oAk *
Photopériode 15% 5% 32% 8%
Nature des sk
pr.otemes. _18%
alimentaires

Les étoiles indiquent le seuil de signification (*** : effet hautement significatif (p<0.001); **: effet
tres significatif (p<0.01); * : effet significatif (p<0.05). Les facteurs non présentés dans les
tableaux ne sont pas significatifs. Les effets des différents facteurs et de leurs interactions sont
calculés a partir de la moyenne (%2 différence par rapport a la moyenne) et sont indiqués en %.
Avec un signe positif, c’est la modalité 1 qui est supérieure a la moyenne alors qu’avec un signe
négatif, c’est la modalité —1 qui est supérieure a la moyenne.

Les principaux facteurs ayant un effet sur la croissance du poisson sont, par ordre d'importance

décroissante, la température, la photopériode puis la nature des lipides.

Les facteurs ayant un effet sur I’efficacité alimentaire sont uniquement la température et la

photopériode. Les parametres physiologiques sont essentiellement dépendants de la température,
de la photopériode et de leur interaction ainsi que la nature des lipides pour l'indice
hépatosomatique.

Ces résultats pourront éventuellement étre utilisés pour une meilleure compréhension des

observations faites sur la teneur en lipides et la composition en AG des tissus.
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Teneur en lipides totaux du filet
Le taux moyen de lipides totaux dans le filet est de 1.4% =+ 0.2. Le taux maximal ne

dépassant pas 2%. Parmi les douze facteurs testés seuls deux ont un effet sur la teneur en
lipides totaux du filet: la nature des lipides alimentaires puis la température de I’eau (Tableau
15). Ils expliquent 37% de la variabilité observée, la température expliquant 17% et la nature des
lipides 20%. L’interaction entre température et nature des lipides explique 6% de la variabilité. La
teneur maximale en lipides est observée sur des poissons élevés dans une eau a 16°C et nourris

avec un aliment a base d'huile de colza.

Tableau 15 : Effet des facteurs environnementaux sur la teneur en lipides totaux du filet.

Teneur en lipides

Moyenne (% de poids frais) 1.41

Ecart type 0.2

CV Etr (%) 17%
, *

Température 9%
. . . . *

Nature des lipides alimentaires 9%
Température* Nature des *

lipides alimentaires -4%

Les étoiles indiquent le seuil de signification (*** : effet hautement significatif (p<0.001); **: effet trés significatif
(p<0.01); * : effet significatif (p<0.05). Les facteurs non présentés dans les tableaux ne sont pas significatifs. Les effets
des différents facteurs et de leurs interactions (V2 différence par rapport a la moyenne) sont indiqués en %. Avec un
signe positif, c’est la modalité 1 qui est supérieure a la moyenne alors qu’avec un signe négatif, c’est la modalité —1 qui

est supérieure a la moyenne.

Composition en acides gras des lipides totaux du filet
Le profil en AG du filet ainsi que les principaux effets des facteurs sont listés dans le

Tableau 16. Les acides gras déterminés correspondent aux plus importants en termes de quantité
mais aussi de fonctionnalité. La somme des AGS, AGMI et AGPI tient quant a elle compte de tous

les acides gras présents.

Avec un taux moyen de 40% des acides gras totaux, le DHA est I’acide gras majoritaire

du filet. La nature des lipides alimentaires a un effet sur la teneur en DHA, ce facteur explique
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56% de la variabilité. Les plus faibles taux de DHA sont mesurés dans des filets de poissons ayant

été nourris avec un aliment a base d'huile de colza.

Le 18:4n-3 est le premier AG synthétisé a partir de 18:3n-3 lors de la bioconversion de
DHA. Cet AG est soumis a I’influence essentielle de la nature des lipides alimentaires de la méme

facon que le DHA.

Parmi les autres acides gras, 1’acide palmitique (16:0, 16%) et I’acide oléique (18:1n-9, 9%)
sont les plus abondants, les autres étant présents a des taux inférieurs a 5%. Les variations de 16:0
ne sont expliquées par aucun des facteurs testés dans cette expérimentation. La teneur en 18:1n-9
est hautement influencée par la nature des lipides alimentaires, et augmente avec 1’adjonction

d’huile de colza.

La teneur en 20:4n-6 est influencée par sept effets principaux et trois interactions
expliquant 89% de la variabilité. La température et la nature des lipides alimentaires sont les
facteurs les plus influents mais 1'effet température varie selon le mode de distribution de la ration,

le nombre de jours d'alimentation par semaine et le pourcentage d'astaxanthine de I'aliment.

De la méme facgon, la teneur en 18:3n-3 est soumise a un grand nombre d'effets: mode de
distribution de la ration, taux de rationnement, teneur en lipides de I'aliment et trois interactions
expliquent 93% de la variabilité. L'effet température intervient indirectement en modifiant 2 des
effets principaux (mode distribution et teneur en lipides de I'aliment) ainsi qu'avec la nature des

lipides de 1'aliment.

Excepté pour 16:0 et 18:3n-3, la nature des lipides alimentaires est le facteur
d'influence prépondérant sur tous les AG. L’ajout d’huile de colza dans I’aliment augmente
significativement les teneurs en 18:0, 18:1n-9, 18:2n-6 et 20:4n-6 et diminue celles de 14:0, 16:1n-
7, 18:4n-3, 20:1n-9, EPA et DHA. Cet effet n'agit en interaction qu'avec la température et pour les
2 seuls AG 16:1n-7 et 20:5n-3 (EPA).

La somme des AGPI représente la moitié des acides gras totaux du filet avec 46%
d’AGPIn-3 et 4% d’ AGPIn-6. L'effet nature des lipides est prépondérant. Le taux de rationnement
a un effet significatif sur la teneur en AGPI et AGPIn-3 alors que la teneur en AGPIn-6 est aussi
influencée par la nature des protéines, la température, la densité finale attendue, 1'hétérogénéité
initiale de poids ainsi que par les interactions de facteurs: température*nombre de jours
d’alimentation, température*taux de rationnement et température*hétérogénéité initiale de poids.
L’adjonction d’huile de colza dans 1’aliment augmente significativement le taux d’AGPIn-6 et

diminue celui des AGPIn-3. Une faible densité finale augmente significativement les AGPIn-6.
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La somme des AGS représente 1/3 des acides gras totaux et n’est influencée que par la
nature des lipides alimentaires. Par contre, la somme des AGMI, représentant 16% des acides gras
totaux, n'est sous l'influence d'aucun des facteurs testés ni de leurs interactions.

Tableau 16 : Effet des facteurs environnementaux a) sur les principaux AG du filet et b)sur la

somme des acides gras saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI), polyinsaturés (AGPI) totaux et de
la famille des n-3 (AGPIn-3) et des n-6 (AGPIn-6)

a) Principaux AG
16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 18:4 20:1 20:4 EPA DHA
n-7 n9 n6 n3 n3 n-9 n-6
Moyenne
(% des AG totaux) 164 40 34 88 22 33 04 25 22 21 405
Ecart t
canape 21 09 02 18 07 12 01 03 04 04 47
CV Etr (%) 4 12 18 9 7 12 13 8 8 4 6
Température k% oskok koK
9% 8% 3%
Photoperiode Fk
-5%
Densité finale attendee *
3%
Hétérogénéité de poids initial *
-5%
Nombre de jours d’alimentation Fk
5%
Teneur en lipides alimentaires Fk *
8% 4%
Nature des lipides alimentaires dokok * dokok dokok Hoksk dokk Hk dokk kekok
-17% 9% 14% 29% 21% 9% 9% -15% -9%
Nature des protéines alimentaires Hk
-6%
Mode de distribution de la ration stk
-15%
Taux de rationnement stk *
15% 4%
Température* Nature des lipides * *
alimentaires -5% 2%
Température* Nature des Fkok
protéines alimentaires 11%
Température* Mode de * Hk
distribution de la ration 10% -5%
Température* % lipides Fkok
alimentaires -12%
Température* ok
Nombre de jours d’alimentation 7%
Température* *
% astaxanthine 3%
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b) Somme des AG

AGS AGMI AGPI AGPIn-3 AGPIn-6 n-3/n-6

Moyenne 332 164 50.6 46.1 4.4 10.9
(% des AG totaux)
Ecart type 3.8 1.7 4.3 4.5 0.9 2.5
CV Etr (%) 3.5 8.3 4.8 4.7 4.8 9.3
Température ok

4%
Nature des lipids EET ) EET ) e e e
alimentaires 3% 5% -7% 22% -23%
Nature des proteines Aok ok
Alimentaires -6%
Densité finale attendue * Hak *

3% -4% 5%

Hétérogénéité de poids initial Hak

-4%
Taux de rationnement Hk *

3% 4%

Température*nombre de Heokok *
jours d’alimentation 6% 4%
Température*taux de *
rationnement 3%
Température* Hétérogénéité *
de poids initial 3%

Les étoiles indiquent le seuil de signification (*** : effet hautement significatif (p<0.001); **: effet tres
significatif (p<0.01); * : effet significatif (p<0.05). Les facteurs non présentés dans les tableaux ne sont pas
significatifs. Les effets des différents facteurs et de leurs interactions (1/2 différence par rapport a la
moyenne) sont indiqués sous les étoiles. Avec un signe positif, c’est la modalité 1 qui est supérieure a la
moyenne alors qu’avec un signe négatif, c’est la modalité —1 qui est supérieure a la moyenne.

2.2.2.2 Expérience 2

Teneur en lipides totaux des trois tissus
Au terme de I’expérimentation 2, le poids moyen final des poissons est de 75.6 + 8.3g avec

un poids moyen significativement inférieur pour la combinaison Hmin par rapport a la
combinaison Cmax et SB.

La teneur en lipides totaux du filet n’est pas affectée par les conditions expérimentales et
reste faible avec une moyenne de 1.2% + 0.2 (Tableau 17). La teneur en lipides du foie, varie entre

4.4% et 7.8% et est significativement supérieure pour les poissons ayant été soumis a la
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combinaison de facteurs SB (Tableau 17). La méme tendance est retrouvée au niveau du tissu

adipeux périviscéral, avec des teneurs €élevées, variant entre 86.4% et 93.3%.

Tableau 17 : Parametres de croissance (poids initial et final en gramme) et teneur en lipides
totaux (% du poids frais) du filet, du foie et du tissu adipeux périviscéral en fonction de la

combinaison de facteurs appliquée.

. I I 111 v
Combinaisons Cmax Hmin SB EST CV Etr Pu(%)
de facteurs (HP,21%) (HP+HC,17%) (HP+HC,21%) (HP,17%) (%)
Croissance
Poids final (g) 80.1°+ 4.1 67.1°+5.6 82.8+10.5 72.4™+52 8.1 78
Teneur en lipides du tissu

Filet 1.2+£02 1.1+0.2 1.2+0.2 1.3+0.2 17.2 19
Foie 50°+02  44°+08 7.8°+1.3 51°+1.6 204 84
Tissu adipeux 91.4®%+  88.0™+1.8  933'+32 864°+28 5 28

Les teneurs en lipides sont des moyennes * écart type obtenues a partir de quatre pools de dix poissons
chacun. Les valeurs dans une méme ligne avec des lettres différentes en exposant sont significativement
différentes (P<0,05%).

Cmax = croissance maximale; Hmin = hétérogénéité du poids minimale; SB = rapport signal/bruit maximal;
EST = combinaison estimée a partir des effets des facteurs;

HP = huile de poisson; HC = huile de colza; 21% ou 18% = teneur en lipides de l'aliment.

CVetr : coefficient de variation de la I’écart type résiduel, Pu : puissance du test statistique

Composition en acides gras des lipides totaux des trois tissus

Filet (Tableau 18)

Le DHA est I’acide gras prédominant dans le filet. Il est présent a des taux allant de 34,5%
a 43,5% en fonction du traitement, la teneur en DHA étant significativement inférieure dans le filet
des poissons soumis a la combinaison SB.
Les autres acides gras abondants dans le filet sont 16:0, 18:1n-9 et 18:2n-6. La teneur en 16:0 est
significativement supérieure pour les poissons nourris avec la combinaison EST et inférieure pour
ceux nourris avec la combinaison SB. Les taux en 18:1n-9, 18:2n-6, AGPIn-6 et 18:3n-3 sont
significativement différents selon chaque traitement avec des teneurs les plus faibles pour les
combinaisons Cmax et EST, c'est-a-dire pour les combinaisons dont l'origine des lipides de
l'aliment est uniquement de poisson. Les teneurs en AGS, 16:1n-7, 20:4n-6, 18:4n-3, EPA,
AGPIn-3 et le rapport n-3/n-6 sont significativement plus élevées pour ces mémes combinaisons.

Ces résultats confirment la prédominance de l'effet nature des lipides constaté dans
I’expérience 1.
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Foie (Tableau 19)
Le DHA (de 16,2% a 29,4%), le 16.0 (de 15,4% a 19,3%), le 18:1n-9 (de 15,3% a 31,5%)

et le 18:2n-6 (de 4,4% a 16,1%) sont les acides gras les plus représentés dans le foie. Les
combinaisons ont un effet sur la composition en AG: les teneurs en AGS, 16:1n-7, 20:1n-9, 18:4n-
3, EPA, DHA, AGPIn-3 et n-3/n-6 sont supérieures chez les poissons soumis a la combinaison
Cmax ou EST, et inversement, les teneurs en 18:1n-9, AGMI, 18:2n-6, AGPIn-6 et 18:3n-3 sont
inférieures pour ces mémes combinaisons. Le foie se distingue du filet essentiellement par des taux
de lipides et d'AGMI plus élevés et par des taux d'AGPIn-3 (dont DHA) tres inférieurs. Les effets
traitement sont tres proches, confirmant également la prédominance de l'effet nature des lipides

alimentaires.

Tissu adipeux périviscéral (Tableau 20)
Les acides gras les plus représentés dans le tissu adipeux périviscéral et les effets du

traitement sont les mémes que ceux retrouvés dans le filet et le foie, cependant, les teneurs en DHA

du tissu sont inférieures et similaires a celles de 1’aliment.

Quelle que soit la combinaison testée (Figure 25), le filet est riche en AGPI et plus
spécialement en AGPIn-3 du fait des teneurs élevées en DHA. Le tissu adipeux périviscéral est
quant a lui particulierement riche en 18:1n-9 et 18:2n-6. Les teneurs mesurées dans le foie se
situent entre celles du filet et celles du tissu adipeux.

Le foie semble avoir une composition en AG intermédiaire. Les teneurs en AGS, AGMI et
AGPI sont proches, quelle que soit la combinaison testée.

La nature des aliments (huile poisson ou huile végétale) est reflétée dans le profil en AG des
différents tissus:

-pour la combinaison Hmin et SB (huile végétale), les profils en AG du tissu adipeux et de
I’aliment se superposent parfaitement (Figure 22)

- pour la combinaison Cmax et EST (huile de poisson), c'est le profil en AG du foie qui
ressemble plus a celui de I’aliment. Les teneurs en AGPI et AGPIn-3 des tissus sont nettement

supérieures a celles de 1’aliment (Figure 22).
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Tableau 18 : Composition en acides gras (% acides gras totaux) du filet en fonction de la

combinaison de facteurs testée.

Combinaison (g ymin  sp_ mer CYFEr Puisnce
(HP,21%) (HP+HC,17%) (HP+HC,21%) (HP,17%)
(T,,Z’;f;‘i:l;”;rg‘;’si)des 12°402  1.1°t02  L1°+02 13'+02 17 19
AG
16:0 164°+0.3 16.2"+09 149°+0.1 17.8°+08 4 95
18:0 42°+12  37°%02 32°+00 39°+05 18 25
Somme des AGS  23.4°+0.7 21.6°+1.0 202°+1.0 252°+09 4 99
16:1n-7 45408 29°+05 35402 57°+03 12 98
18:1n-9 129°+1.8 17.5°+12 21.9°+1.3 102°+05 9 99
20:1n-9 22°+03 1.8+00  19™+00 27°+0.1 8 97
Somme AGMI 197> +29 224°+15 255°+40 188 +0.7 8 97
18:2n-6 49°+0.6 92°+04 10.1°+04 3.1°%+02 7 99
20:4n-6 1.6°+0.1  1.3°£0.0 1.1°£0.0 16°+0.1 8 98
Somme AGPIn-6 6.4 +0.5 105°+0.3 112°+05 4.7°+0.1 5 99
18:3n-3 1.6°+03 27°+02 35°+04 08400 12 99
18:4n-3 09°+02 04°+0.0 05+00 12°+00 13 99
EPA 45°+0.1 27°%0.1 25+01 51°+£03 4 99
DHA 43.0°+39 392"+20 364°+43 435°+0.6 6 91
Somme AGPIn-3 503'+34 453°+19 414 +17 512°+03 5 97
n-3/n-6 79°+1.1 43403 37403 10.8°+03 9 99

Les valeurs correspondent a une teneur moyenne de 1’acide gras = I’écart type calculée a partir de quatre
pools de dix poissons chacun. Les valeurs dans une méme ligne avec des lettres en exposant différentes sont
significativement différentes (P<0,05%). Cmax = croissance maximale; Hmin = hétérogénéité du poids
minimale; SB = rapport Signal/bruit maximal; EST = combinaison estimée a partir des effets des facteurs.

HP = huile de poisson; HC = huile de colza; 21% ou 18% = teneur en lipides de I'aliment.

CV Etr: coefficient de variation de I'écart-type résiduel.
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Tableau 19 : Composition en acides gras (% acides gras totaux) du foie en fonction de la
combinaison de facteurs testée.

Combinaison I H, I v CV Etr Puissance
des facteurs (H(l:’fl;?)‘(%) (HP-|I-II-IHCIJTI;7%) (HP+I§(113, 21%) (HE,SI;%) % %
Teneur en lipides b b . b

(% poids frais) 50°£02 44°+08 7.8'+13 51°+1.6 20 84

AG

16:0 193409 16.7°+1.8 154°+1.0 188°+1.6 8 80
18:0 2.8°+03 3.0°+08 1.8°+03 22°+04 21 70
Somme des AGS 279" +1.0 227°+22 20.1°%09 274°+17 7 98
16:1n-7 85°+0.8 48 +1.1 57°+1.1 109°+08 14 99
18:1n-9 17.7°£0.8 27.8°+1.7 31.5°+27 153°+0.7 8 99
20:1n-9 22°+£02 177402 1.6 +01 3.0°£04 13 99
Somme AGMI 284" +14 344°+25 388'+3.8 30.0"+25 9 92
18:2n-6 7.6°+03 14.9°+0.8 16.1°+0.7 44°+1.3 99
20:4n-6 1.6°+0.0 12403  07°+02 14°+03 19 92
Somme AGPIn-6  92°+04 16.1°+0.6 168'+09 59 +1.1 7 99
18:3n-3 26°+0.1 48°+06 60°+03 13'+03 11 99
18:4n-3 12402 05°+0.1  06°+0.1 15°+03 18 99
EPA 33'+02 14°+03  1.1°+02 37°%£05 15 99
DHA 264°+1.8 195°+37 162"+3.1 294°+4.1 15 94
Somme AGPIn-3  342*+16 265°+35 24.1°+37 367°+36 11 94
n-3/n-6 37°+02 177402  14°%02 64°+15 24 99

Les valeurs correspondent a une teneur moyenne de 1’acide gras + I’écart type calculée a partir de quatre
pools de dix poissons chacun. Les valeurs dans une méme ligne avec des lettres différentes en exposant sont
significativement différentes (P<0,05%). Cmax = croissance maximale; Hmin = hétérogénéité du poids
minimale; SB = rapport Signal/bruit maximal; EST = combinaison estimée a partir des effets des facteurs.
HP = huile de poisson; HC = huile de colza; 21% ou 18% = teneur en lipides de 'aliment.

CV Etr: coefficient de variation de I'écart-type résiduel.
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Tableau 20 : Composition en acides gras (% acides gras totaux) du tissu adipeux périviscéral
en fonction de la combinaison de facteurs testée.

I 11 111 IV

Combinaison Cmax Hmin SB EST CV Etr Puissance
des facteurs % %

(HP,21%) (HP+HC,17%) (HP+HC,21%) (HP,17%)
(Tojo';f;;:;rfli’lf;}’es 87.6°+80 88.0°+18 933'+32 86428 5 31
AG

16:0 158" +0.7 11.9°+03 12.4°+0.6 184°+05 4 99
18:0 13°£0.1  12"+0.1  1.1°400 1.7°%0.1 5 99
Somme des AGS 24.1°+12 17.1°%+0.6 17.1°£0.6 29.0"%+1.1 4 99
16:1n-7 9.5°+0.5 5.0°%03 53402 113'+01 4 99
18:1n-9 23.5"+0.9 38.6°+0.8 38.8°+0.5 155+1.0 3 99
20:1n-9 38°+0.1 34°+03 279402  47°%0.1 5 99
Somme AGMI ~ 36.8°+0.7 47.0°+04 47.0°£05 318%11 2 99
18:2n-6 98°+0.6 17.9°+04 173'+0.5 61°%04 4 99
20:4n-6 0.7°+0.1 04°+0.0  04°%£02 09'+01 18 98
Somme AGPIn-6 10.6°+0.6 183+04 178°+04 7004 4 99
18:3n-3 3.6°+£02  6.5°%03 6.8°+0.1 1.8'%+0.1 4 99
18:4n-3 21°+0.1  09°%£0.0 09°£0.0 28+03 10 99
EPA 39°+02  1.3°%0.1 14°+0.1 51°+04 9 99
DHA 181°+0.2 84°+0.7 8609 213'+06 5 99
Somme AGPIn-3 283°+02 17.5°+0.7 18.0°+0.9 320'+05 3 99
n-3/n-6 27°+£0.1  1.0°%£0.1 1.0°+0.1 46'+03 8 99

Les valeurs correspondent a une teneur moyenne de 1’acide gras * I’écart type calculée a partir de quatre
pools de dix poissons chacun. Les valeurs dans une méme ligne avec des lettres différentes en exposant sont
significativement différentes (P<0,05%). Cmax = croissance maximale; Hmin = hétérogénéité du poids
minimale; SB = rapport Signal/bruit maximal; EST = combinaison estimée a partir des effets des facteurs.
HP = huile de poisson; HC = huile de colza; 21% ou 18% = teneur en lipides de l'aliment.

CV Etr: coefficient de variation de I'écart-type résiduel.
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Figure 25 : Comparaison du profil en acides gras des trois tissus et de I’aliment en fonction
de la combinaison testée.
Les acides gras représentés sont les plus importants en termes de quantité. La somme des AGS,

AGMI et AGPIn-3, AGPIn-6 tient compte de tous les acides gras présents.
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b) Combinaison Hmin
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¢) Combinaison SB
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d) Combinaison EST
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2.2.2.3 Comparaison entre expérience 1 et expérience 2
Le gain de poids moyen des poissons ainsi que la teneur en lipides du filet sont du méme

ordre de grandeur dans les deux expériences (Tableau 21). Dans I’expérience 1, la nature des
lipides de I’aliment a un effet sur la teneur en lipides du filet. Ceci ne semble pas étre le cas dans
I’expérience 2. En effet, la teneur en lipides du filet est identique avec les quatre combinaisons de
facteurs testées alors que la nature des lipides est différente : Cmax et EST ont des aliments a base
d’huile de poisson et Hmin et SB ont des aliments a base d’huile de colza.

Les profils en acides gras des 2 expérimentations (Figure 26) se superposent pour les
combinaisons Cmax et EST d'une part (Huile de poisson) et pour les combinaisons Hmin et SB
d'autre part (Huile de colza). Le filet des poissons élevés avec Hmin et SB est plus riche en DHA.
On retrouve dans chaque expérimentation une prédominance de l'effet nature des lipides

alimentaires sur les profils en acides gras.

Tableau 21: Comparaison entre les données (poids initial et final, gain de poids, teneur en
lipides du filet) obtenues sur les poissons élevés dans I’expérience 1 et dans I’expérience 2.

Expérience 1 Expérience 2

Poids moyen initial (g) 59,4 +13,9 383+11,9
Poids moyen éviscéré final (g) 85,4 + 14,6 684 +6
Gain de poids moyen (g) 26 30
Teneur en lipides du filet (% poids frais) 1,4+0,2 1,2+0,2
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Figure 26: Superposition des profils en acides gras du filet dans I’expérience 1 et 2 (filet (1),
filet (2)) en fonction de la combinaison testée.
Sur chaque graphe figure également la composition en AG des aliments utilisés dans I’expérience 1
(aliment (1)) et dans I’expérience 2 (aliment (2)).
Seuls les acides gras majoritaires sont représentés. Ils sont exprimés en % du total des AG présents.
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2.3 Etude 3 : Effet de la nature des lipides alimentaires sur la
composition en AGPIn-3 des tissus chez la perche.

Rappel des résultats obtenus

La composition en acides gras de la perche commune est différente en fonction du tissu et
du type de lipides étudiés. Le filet est particulierement riche en AGPI et notamment en DHA
(~40%), le tissu adipeux en AGMI (~35-45%), le foie ayant une composition intermédiaire (~25-
35% d'AGMI et de DHA). Les lipides polaires sont plus riches en AGPI que les lipides neutres. Un
taux élevé de DHA (20 a 40%) a été retrouvé dans tous les tissus et dans les deux types de lipides.
L‘alimentation est le facteur principal ayant un effet sur la teneur en lipides et la composition en
acides gras des tissus. Il semble y avoir un déterminisme différent selon 1’acide gras: les acides
gras tels que le 18:3n-3 et le 20:4n-6 ont un déterminisme complexe car ils sont soumis a 1’effet de
plusieurs facteurs et de leurs interactions, tandis que les acides gras tels que le DHA, ’EPA ou le
18:1n-9 ont un déterminisme plus simple et sont essentiellement conditionnés par 'effet de
I’alimentation. Le profil en AG des tissus reflete celui de 1’aliment. Cependant, les teneurs en
AGPIn-3 tissulaires, et plus particulierement en DHA, sont supérieures a celles retrouvées dans

I’aliment, suggérant la présence d’une bioconversion des AG alimentaires en AG supérieurs.

Le but de cette derniere étude est de confirmer I’hypothese de bioconversion de DHA in
situ a partir d'AGPI précurseurs présents dans 1’aliment en étudiant la présence et les parametres

des réactions d’élongation et de désaturation des acides gras dans les différents tissus.

Pour cela I’effet de trois aliments iso-énergétiques différant par leur composition en acides
gras a été testé sur la teneur en lipides et la composition en acides gras des tissus ainsi que sur
I’expression génique des enzymes impliquées dans le métabolisme des AGPIn-3. Le principe de
cette étude est d’utiliser des aliments de composition différente en acides gras de maniere a faire
varier la teneur en DHA et en 18:3n-3 des rations et d’observer la teneur en AGPI, particulierement
en DHA, des lipides polaires et des lipides neutres des différents tissus. L’un des objectifs est de
voir si la présence de DHA dans 1’aliment interfere sur la composition des tissus ou bien si le faible

niveau de DHA est compensé par une production de DHA endogene a partir du 18:3n-3.
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2.3.1 Matériels et Méthodes

2.3.1.1 Protocole expérimental
Les poissons, provenant d'un méme lot de la perciculture d’Ampont (57), ont été repartis de

maniere aléatoire dans dix bassins selon une distribution en cinq classes de poids (Figure 27). 9
bassins ont été utilisés durant I’expérimentation. Les poissons du dixieme bassin ont été utilisés
pour effectuer des mesures et des prélevements correspondant au premier jour de 1I’expérience (Ji),

servant ainsi de référence.

L’expérimentation a duré 3 mois. Les perches ont été é€levées dans neuf unités
expérimentales correspondant chacune a un bassin de S00L autonome, en circuit fermé, contenant
46 poissons. Les bassins étaient équipés de mousses filtrantes et d’'une lampe a UV afin de traiter
I’eau circulante, d’une pompe d’un débit 1000L.H™" et d’un diffuseur d’air. La température était
maintenue a 23°C et la photopériode fixée a 16/8. Le poids moyen des individus au début de

I’expérience était de 108.6 + 19,1g, correspondant volontairement a une taille commerciale

pour tester 1'effet de 1'aliment sur la bioconversion en fin de période de croissance, a une

taille habituelle de consommation.

Durant la période d’acclimatation plusieurs poissons ont été trouvés morts par terre sans
savoir de quel bac ils provenaient. Suite a cela nous avons installé des filets sur les bacs. Cette
manipulation a été source de stress pour les poissons. 5 jours plus tard nous avons débuté

I’expérimentation.

Nombre de poissons

25 -

20 +

o [ [ ]

<90 [90-105] [105-125[ [125-149] >149

Classes de poids

Figure 27: Distribution des poissons selon les cinq classes de poids (en gramme)
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2.3.1.2 Aliments et mode de distribution des aliments

Ingrédients et teneur en lipides des aliments
Les poissons ont été nourris avec trois aliments iso énergétiques (17% de lipides), de composition

en acides gras différente: a base d’huile de poisson (aliment HP), d’huile d’olive (aliment HO), ou
d’huile de lin (aliment HL) (Tableau 22). Les aliments ont été formulés pour satisfaire les besoins
nutritionnels du poisson et fabriqués par BioMar, Danemark. Cependant, le dosage de la teneur en
lipides des aliments a révélé qu’ils n’étaient pas iso-énergétiques puisque I’aliment a base
d’huile d’olive a une teneur en lipides totaux de 15,7%, inférieure a la teneur en lipides

théorique de 17 % (Tableau 23)

Tableau 22: Composition théorique des trois aliments (BioMar, Danemark).

Huile Poisson Huile Lin Huile Olive
Composition (%)

Protéines 45 45 45
Matiere grasse 17 17 17
Glucides 36 36 36
Antioxidant 1 1 1
Vitamines, minéraux, acides amines 1 1 1
Matiere séche 95 95 95
Composition (g)

Pois 20 20 20
Concentré de protéines de poisson 15 15 15
Tourteau de soja 15 15 15
Tourteau de tournesol 15 15 15
Amidon de mais 10 10 10
Amidon de blé 7,86 7,86 7,86
Lecitine 0,5 0,5 0,5
Methionine 0,3807 0,3807 0,3807
Lysine 2,1956 2,1956 2,1956
Phosphate monosodique 1,5689 1,5689 1,5689
Huile de poisson 13,8519

Huile de lin 13,8519

Huile d’olive 13,8519
Premix C 0,48 0,48 0,48
Premix B 0,15 0,15 0,15
Premix A 0,05 0,05 0,05
Humidité -1,99 -1,99 -1,99
Total 100,0 100,0 100,0
Phosphore 0,85 0,85 0,85
% protéines marines 11,51 11,51 11,51
% protéines végétales 88,49 88,49 88,49
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Tableau 23: Composition réelle : Teneurs en lipides totaux, neutres et polaires mesurées pour
les trois aliments : HP huile de poisson, HL huile de lin, HO huile d’olive, exprimée en % de
poids frais.

Aliments HP HL HO
Teneur en lipides totaux 17,8 £0,0 17,4 £ 0,6 15,7 £ 0,4
Dont LN (%) 84 85 81
LP (%) 16 15 19

Les teneurs sont exprimées en % du poids frais et correspondent a une moyenne + écart type
calculée a partir de deux échantillons de 5g chacun.

Composition en AG
Les profils en acides gras des aliments sont différents de ceux attendus (Figure 28).

Initialement les aliments devaient €tre formulés de maniere a apporter un exces de DHA avec
I’huile de poisson, 1’absence de DHA avec un exceés de 18:3n-3 pour I’huile de lin, et 1’absence
d’AGPIn-3 (DHA, EPA, 18:3n-3) pour I’huile d’olive. Le but étant de voir si la variation de DHA
dans I’aliment interfere sur la composition des tissus et si le faible niveau de DHA est compensé
par une production de DHA endogene a partir du 18:3n-3. L huile d’olive étant de ce point de vue
un aliment contrdle.

Or les résultats observés montrent que I’aliment huile de poisson est certes le plus riche en
AGPIn-3 (45% des acides gras totaux) mais avec une teneur en EPA supérieure a celle en DHA
(25% des AG totaux contrel5% respectivement). L’aliment huile de lin est également riche en
AGPIn-3, avec une teneur élevée en 18:3n-3 (48% des acides gras totaux). Cependant cet aliment
contient toute de méme 2,5% de DHA et 2,7% d’EPA. L’aliment huile d’olive est le plus riche en
AGMI (70% des acides gras totaux) et le plus pauvre en AGPIn-3 (9%). 1l contient cependant 4,7%
de 18:3n-3, 1,8% d’EPA et 3% de DHA. La présence d’ AGPI peut s’expliquer par le concentré de

protéines de poisson.
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Figure 28: Composition en acides gras des lipides totaux (LT), neutres (LN) et polaires (LP)
des trois aliments (a) HP : huile de poisson, b) HL : huile de lin, ¢) HO : huile d’olive.

Seuls les AG importants (quantitativement ou qualitativement) sont présentés. La somme des AG
tient compte de tous les AG présents. AGS= somme des acides gras saturés, AGMI = somme des
acides gras mono-insaturés, AGPI = somme des acides gras poly-insaturés, AGPIn-3= somme des
acides gras poly-insaturés de la famille n-3, AGPIn-6= somme des acides gras poly-insaturés de la

famille n-6.
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Mode de distribution des aliments
Les poissons ont été nourris au taux de rationnement optimal (Ropt%= 3,3 x Pm*** (Mélard

et al., 1996) avec Pm = poids moyen) jusqu’a satiété apparente, a la main, 2 fois par jour, 6 jours
sur 7.
L’attribution du type de traitement alimentaire a 1I’unité expérimentale a été faite de facon aléatoire

(Figure 29).

HO HL HP HL

r1 r2 r3 r1

HO HP HL HP HO
r3 r2 r3 r1 r2

Figure 29: Disposition des bacs dans la salle d’expérimentation et attribution du traitement
alimentaire

HL huile de lin, HP : huile de poisson, HO : huile d’olive.
r= répétition

2.3.1.3 Mesures et prélévements
Des mesures de qualité d'eau (pH, oxygene, nitrites, ammonium, température) ont été

effectuées 2 a 3 fois par semaine.
L'abattage initial (sur un bassin) et final (sur neufs bassins) a été effectué par choc

thermique (bain de glace fondante).

Mesures morpho anatomiques
Des mesures morpho anatomiques individuelles (poids total, poids des gonades, poids des

visceres, poids du foie, poids du gras périviscéral) ont été effectuées sur tous les poissons au
premier jour (Ji) et au dernier jour (Jf) de I’expérimentation. Les poids moyens sont utilisés pour
calculer des indices biométriques renseignant sur 1’état physiologique des poissons (IHS, IVS,
IGS) mais également pour calculer la fixation des acides gras. Le poids du filet a été déterminé
apres filetage par un professionnel, 48 heures apres 1’abattage sur dix poissons choisis

aléatoirement dans chaque bassin.
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Métabolisme lipidique
A Ji et Jf, pour chaque bassin, les dix premiers poissons mesurés ont été réservés a 1’étude

du métabolisme lipidique (analyse des lipides, dosage de I’expression génique des enzymes). Cing
autres poissons par bassin ont été totalement broyés afin de doser la teneur en lipides totaux,

neutres et polaires et leur composition en AG.

Analyse des lipides
Les teneurs en lipides totaux (LT), neutres (LN) et polaires (LP) des trois tissus: filet, foie,

tissu adipeux périviseral ont ét€ déterminées au jour initial et final en dupliqua a partir d’un pool de
dix tissus par bac selon la méthode décrite dans la partie matériel et méthode général. Le profil en

AG a été déterminé a partir des extraits des trois types de lipides (LT, LN, LP).

Expression génique
Au dernier jour de I’expérimentation, le niveau d’expression du geéne de la delta 6

désaturase a été estimé par RT-PCR, selon la méthode décrite dans la partie matériel et méthode
général, dans le filet et le foie (I’expression du gene n’a pas été dosée dans le tissu adipeux car le
protocole d’extraction ne nous permet pas d’obtenir des quantités d’ARN suffisantes).

Afin d’éviter tout probleme de contamination et de dégradation lors de I’abattage, les tissus
ont été prélevés avec précaution (gants, matériel stérile) sur les dix premiers poissons de chaque
bassin et immédiatement plongés dans un bain d’azote liquide. Ils ont été conservés a -80°C.

L’expression de la delta 6 désaturase a été dosée par bac, en dupliqua, a partir d’un pool de
trois poissons. Les résultats obtenus sont exprimés par bac, en unité arbitraire: 1’expression est
calculée a partir du rapport entre 1’intensité du signal obtenu pour la delta 6 désaturase et I’intensité
du signal obtenu pour la GAPDH, évaluée a partir d’une quantification du gel par densitométrie

(logiciel Quantity One).

La quantité de tissu utilisée pour I’extraction d’ARN correspond a:
- deux pools de 3x55mg pour le filet

- deux pools de 3x15mg pour le foie

Activité enzymatique
Au dernier jour de I’expérimentation six poissons par modalités ont été réservés afin de

doser I’activité du complexe enzymatique responsable de la bioconversion du 18:3n-3 en DHA. Le
dosage a été effectué selon la méthode décrite dans la partie matériel et méthode général par

incubation de 18:3n-3 marqué au c" et dosage de la radioactivité retrouvée au niveau des AGPI

EPA et DHA.
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Mise en suspension d’hépatocytes.

Les foies des six poissons ont été disséqués et mis immédiatement en suspension afin d’en
extraire les hépatocytes. La viabilité des cellules a été calculée et des aliquots ont été conservés a
-20 °C afin de doser la teneur en protéines. Cependant du fait de difficultés de manipulation sur le
spectrophotometre, le dosage des protéines ne nous a pas permis d’obtenir des données
exploitables.

Incubation des cellules au 18:3n-3 marqué.

Les suspensions hépatocytaires ont été incubées avec 0.05uCi de 18:3n-3 marqué au
carbone 14.

Séparation des acides gras marqués et dosage de la radioactivité.

Apres 2 heures d’incubation, les lipides totaux ont été extraits. Les acides gras ont été
séparés par CCM et identifiés apres migration par comparaison avec des standards sur un film
photo apres 7 jours de développement. La radioactivité a été évaluée en dupliqua au compteur a

scintillation.

2.3.1.4 Traitement statistique des données
Afin de tester I’effet des aliments sur les parametres de sortie : croissance, indices morpho

anatomiques, teneur en lipides totaux, neutres et polaires et composition en acides gras de ces
lipides, une analyse de variance a 1 facteur (aliment) et a trois niveaux (HP, HL, HO) a été réalisée
(n=9, résiduelle a 6 ddl) (Logiciel Statbox Grimmersoft). Les moyennes ont été comparées en
utilisant le test de Newman-Keuls (P < 0.05). Les données présentées dans les résultats
correspondent aux moyennes +/- I’écart type.
Pour chaque variable analysée les coefficients de variation de 1'écart-type résiduel (CVetr) et le
pourcentage de puissance du test sont fournis (Pu%).

En ce qui concerne I’expression de la delta 6 désaturase, du fait de défauts de normalité

des résidus, 1'analyse de variance a été remplacée par le test non paramétrique de Kruskal et Wallis.

2.3.2 Résultats

2.3.2.1 Nombre de poissons

A la fin de I’expérimentation les bacs contenaient de 33 a 37 poissons, sauf pour trois bacs:
une répétition de la modalité HP avait 22 poissons, une répétition de la modalit¢ HL avait 5
poissons et une répétition de la modalité HO avait 7 poissons. Cette forte mortalité correspond a un
incident technique dii a une panne de surpresseur qui a limité I’apport en oxygene des bacs durant
plusieurs heures (temps non quantifié car la panne est survenue pendant la nuit). La mortalité

N

observée suite a cette panne est supérieure dans les bacs qui s’alimentaient bien et dont les
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poissons avaient besoin de plus d’oxygene. Cependant, on peut penser que tous les poissons ont
subi un stress important. Cette panne est survenue en milieu d’expérimentation (au bout d’1 mois
et demi) et le stress ainsi provoqué peut avoir eu un effet important sur la croissance. D’autant plus
qu’en début d’expérimentation les poissons mangeaient encore peu car ils ont été stressés par leur
transfert dans les bacs et par l'ajout de filets anti saut sur les bacs, ce qui ne se produit pas
habituellement avec des poissons de beaucoup plus petite taille.

= En conséquence les données sont traitées sur 2 répliquas au lieu de 3.

2.3.2.2 Qualité de l'eau

Les analyses d’eau réalisées tout au long de 1’expérience montrent que la qualité de I’eau
est préservée. Les teneurs en ammonium sont inférieures 2 la valeur seuil de 0.5mg.1" ainsi que les
nitrites. Le pH a été maintenu aux alentours de 7.4 grace a des ajouts d’hydrogénocarbonate de
sodium environ tous les 2 jours. L’oxygene est supérieur a 4mg.1'1 qui est la valeur minimale pour

la survie.

Il apparait dans les bassins une coloration de I’eau mais qui n’affecte pas sa qualité. L’analyse de
variance ne montre pas d’effets significatifs du traitement alimentaire sur la qualité de I’eau ce qui

était le résultat recherché.

2.3.2.3 Taux de rationnement réel
Pour chaque bac, connaissant la quantité d’aliment distribué, le nombre de poissons et le

poids moyen final, le taux de rationnement réel a été calculé considérant la relation :

Taux de rationnement = quantité d’aliment ingéré / (nombre de poissons X poids moyen).

Les taux de rationnement sont identiques dans chaque bac sauf pour les bacs 503, 508, 510
qui correspondent aux bacs contenant un plus petit nombre de poissons, ce qui justifie leur
élimination (Tableau 24).

Les poissons ont mis un certain temps a s habituer aux aliments expérimentaux car ils
n’avaient pas la méme texture ni la méme odeur que 1’aliment distribué avant 1’expérimentation.
De plus, les aliments expérimentaux flottaient et les poissons ont été obligés de venir a la surface

pour se noutrrir, ce qui n'est pas un comportement habituel.
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Tableau 24: Taux de rationnement réel (% ) des bacs nourris avec I’huile de poisson (HP),

I’huile de lin (HL) et I’huile d’olive (HO).

Taux de Nombre Poids Quantité Taux de
Traitement Bacs rationnement final de moyen ingérée rationnement

appliqué (%)  poissons final (g) d’aliments (g) réel (%)
HP 509 1 33 139 2202 0.5
507 1 34 134.5 2253 0.5
503 1 22 140.1 2258 0.7
HL 502 1 37 130.7 2576 0.5
504 1 33 135.8 2129 0.5
508 1 5 124.4 1131 1.8
HO 505 1 37 130.9 2200 0.5
510 1 7 137.7 1221 1.3
506 1 33 142.4 2198 0.5

503, 508 et 510 correspondent aux bacs contenant le plus petit nombre de poissons

2.3.2.4 Parametres de croissance
Le poids moyen final des poissons est compris entre 133g et 137g en fonction de 1’aliment utilisé.

La croissance est faible, quel que soit le traitement alimentaire. (Figure 30). Le taux de
croissance spécifique des poissons est compris entre 0.25 et 0.28%. Il ne semble pas y avoir d’effet
de I’aliment sur la croissance, cependant la puissance du test statistique est trop faible pour pouvoir

conclure.
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Figure 30: Croissance des poissons (a) poids moyen final en g; b) Taux de croissance

spécifique TCS

Les données correspondent a la moyenne +/- 1'écart-type des deux répliquas.

a) Poids moyen final

Poids
moyen
final (g)

CV : 4%, Puissance : 21%

a a a
HP HL HO

Aliment

b) Taux de croissance spécifique

TCS (%) 4,

0,35 -
0,3 1
0,25
0,2 1
0,15 -
0,1 1
0,05 -
0

CV : 17%, Puissance : 6%

a a
I u
HP HL HO

Aliment

TCS (%) = (In(poids final) — In(poids initial)/ nombre de jours d’expérimentation ) x 100) en
fonction du traitement alimentaire
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Tableau 25: Variables de sortie au jour initial (Ji) et au jour final en fonction de
I’alimentation (HP : huile de poisson, HL : huile de lin HO : huile d’olive)

Poids du filet, du foie et du tissu adipeux; indices hépato somatique (IHS), gonado somatique
(IGS), viscero somatique (IVS)

Ji HP HL HO CVEtr % Puissance %

Poids des filets (z) 45+0.5 53+0.1 502+0.1 53.0+2.3 5 8
Poids du foie (g)  1.5+04 1.0£00 12201 12£0.1 10 14
Poids du tissu 28+12 46+04 48+04 44+04 8 8
adipeux (g)

THS (%) 15403 08+0.1 09+0.1 09+0.1 9 11
VS (%) 21404 52402 55+0.1 51+0.1 3 8
IGS (%) 03+03 04+01 03+0.1 0300 19 12

Les valeurs du jour initial (poids du foie et du tissu adipeux) correspondent a la moyenne + 1'écart type des
42 poissons du bac de référence. Le poids du filet correspond a la moyenne =+ 1'écart type obtenue a partir de
10 poissons.

CV Etr: coefficient de variation de 'écart-type résiduel, Pu: Puissance du test statistique

Les poids des tissus semblent avoir varié entre Ji et Jf : le poids du filet et du tissu adipeux
périvsicéral ont augmenté et le poids du foie a diminué.
Le traitement alimentaire n’a pas d’effet significatif sur le poids des tissus ni sur les I'THS

et IGS mais la puissance du test statistique est faible (Tableau 25).

2.3.2.5 Etude de la teneur en lipides et du profil en AG

Teneur en lipides et composition en acides gras

Teneur en lipides totaux, neutres et polaires des trois tissus
La teneur en lipides totaux du filet est faible (1,2%). Elle varie peu du début a la fin de

I’expérimentation. Elle ne varie pas significativement en fonction du traitement alimentaire (Figure
31). La répartition entre lipides neutres et polaires (LN/LP) varie de 60/40 au début de
I’expérimentation a 60/40 et 70/30 a la fin de celle ci. La part des lipides neutres est
significativement supérieure dans les lipides du filet des poissons nourris avec de HP.

La teneur en lipides totaux du foie est comprise entre 4.8% et 6.9% (Figure 32). Elle semble

augmenter au cours du temps. La aussi il n’y a pas d’effet du traitement alimentaire cependant la
puissance est faible. Le rapport LN/LP est identique a celui du filet. Il évolue de la méme facon. La
puissance du test statistique est trop faible pour pouvoir conclure sur un effet du traitement
alimentaire sur la part des lipides neutres et polaires dans les lipides totaux du foie.

La teneur en lipides du tissu adipeux est élevée (environ 90%), elle semble augmenter avec

le temps et ne varie pas en fonction du traitement alimentaire (Figure 33). Le rapport LN/LP est de

I’ordre de 90/10. 1l reste identique tout au long de 1’expérimentation.
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Figure 31 : Teneur en lipides du filet (en % de poids frais) et part des lipides neutres (LN, %
des lipides totaux) et polaires (LP, % des lipides totaux) au jour initial et au jour final en
fonction du traitement alimentaire (HP : huile de poisson, HL : huile de lin, HO : huile
d’olive)

Les moyennes affectées de lettres différentes en exposant sont significativement différentes
(P<0.05). CVetr: coefficient de variation de I'écart-type résiduel.
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Figure 32 : Teneur en lipides du foie (en % de poids frais) et part des lipides neutres (LN, %
des lipides totaux) et polaires (LP, % des lipides totaux) au jour initial et au jour final en
fonction du traitement alimentaire (HP : huile de poisson, HL : huile de lin, HO : huile

d’olive)

Les moyennes affectées de lettres différentes en exposant sont significativement différentes
(P<0.05). CVetr: coefficient de variation de I'écart-type résiduel.
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Figure 33 : Teneur en lipides du tissu adipeux périviscéral (en % de poids frais) et part des
lipides neutres (LN, % des lipides totaux) et polaires (LP, % des lipides totaux) au jour initial
et au jour final en fonction du traitement alimentaire (HP : huile de poisson, HL : huile de
lin, HO : huile d’olive)

Les moyennes affectées de lettres différentes en exposant sont significativement différentes
(P<0.05). CVetr: coefficient de variation de l'écart-type résiduel.
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Teneur en lipides et composition en acides gras des poissons entiers
Les poissons sont caractérisés par leur richesse en AGPn-3 quel que soit 1’aliment (entre 29

et 41,2% des AG totaux) avec une teneur €levée en DHA (entre 15 et 20%) et en EPA (entre 9 et
17%) (Tableau 26)

La teneur en AGPIn-6 varie entre 12 et 16% des AG totaux avec un taux élevé en 18:2n-6 et faible
en 20:4n-6.

Les AG les plus représentés (teneur > a 9%) sont le 16:0, 18:1n-9, 18:2n-6, EPA, et DHA.

Les profils en AG sont différents en fonction des aliments:

Les poissons nourris avec de I’huile de poisson (HP) ont des teneurs significativement
supérieures en 14:0, 16:1n-7, 18:4n-3, EPA et DHA par rapport a celles obtenues avec les deux
autres aliments. Le profil en AG des poissons nourris avec HP est proche du profil en AG des
poissons au jour initial.

Les poissons nourris avec de I’huile de lin (HL) ont des teneurs significativement supérieures en
18:3n-3 et 18:2n-6.

Les poissons nourris avec de I’huile d’olive (HO) ont des teneurs significativement supérieures

en 18:1n-9.

La teneur en AGPIn-3 est plus élevée pour les poissons nourris avec HP et HL par rapport a ceux
nourris avec HO. Par contre, il n’y a pas de différence significative entre HP et HL.

Il n’y a pas de différences significatives entre la teneur en 18:3n-3 des poissons nourris avec HP et
HO, tout comme il n’y a pas de différences entre les teneurs en EPA et DHA chez les poissons
nourris avec HL et HO.

La teneur en AGPIn-3 finale semble supérieure a la teneur initiale pour les animaux nourris avec
HP et HL. Pour HL on a des teneurs en 18:3n-3 supérieures aux teneurs initiales, alors que pour HP
tous les AGPIn-3 semblent €tre supérieurs. Pour les poissons nourris avec HO les teneurs en

AGPIn-3 semblent plus faibles qu’initialement.
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Tableau 26: Teneur en lipides totaux et composition en acides gras (% acides gras totaux) du

poisson entier en fonction de I’aliment testé (Huile de poisson (HP), Huile de Lin (HL), Huile

d’Olive (HO).
Aliments
Ji HP HL HO CX%)E)Ztr Pui (s Us;)nce

s BN 47+02  60%05  51+05 5905 7.1 24
AG (% AG

totaux)

14:0 3900 41°+02 24401  25°+02 7 70
16:0 135806 117409  9.0+09 10.1£0.4 7.6 28
18:0 1.4£0.0 1.4+0.1 14+0.1 1.3+0.1 7.5 13
Total AGS 19.7+07 180+14  134+1.1  144+02 6.8 40
16:1n-7 9.2+0.0 9.0°'+03  6.0°*04  7.0°%05 5.7 60
18:1n-9 182405 162°+0.8 18.3°+0.1 33.3'+14 4.1 92
Total AGMI 31.6+05  299+1.0 27.1+08  434+09 2.8 91
18:2n-6 95+00  10.1c+03 148'+02 11.8°+03 22 90
20:4n-6 1.1£0.0 1.3£0.0 0.9+0.0 0.8+0.0 3.8 85
Total AGPIn-6 109400 118403  16.0+02  13.0%03 2.1 86
18:3n-3 1.9+0.0 22°+04  173'%1.1  3.8°+02 8.6 94
18:4n-3 1.3£0.0 1.3'+£00  1.0°%0.1 0.8"+0.1 4.8 73
20:5n-3 13.1+£03  16.7°%03  9.3°+0.6 9.3°+0.7 4.6 87
22:6n-3 206+0.1  203'+0.0 14.9°+0.0  14.7°+02 0.6 99
Total AGPIn-3 375+12  412°+0.1 434°+17  292°407 2.9 84

Les valeurs correspondent aux teneurs moyennes de 1’acide gras & 1’écart type (calculées a partir de deux
pools de 10 poissons chacun). Les valeurs dans une méme ligne avec des lettres en exposant différentes sont
significativement différentes (P<0,05%). Ji: jour initial

CVetr: coefficient de variation de 1'écart-type résiduel.
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Profils en AG des lipides totaux, neutres et polaires des trois tissus
On retrouve au niveau de chaque tissu les mémes tendances que celles observées chez les
poissons entiers, avec des profils différents en fonction de 1’aliment ingéré. Cependant on note

quelques différences spécifiques a chaque tissu, ainsi qu’a chaque type de lipides :

=>»Filet (Tableau 27)

Lipides totaux
Le filet est caractérisé par une forte teneur en AGPIn-3 (entre 47 et 55% des AG totaux), une
teneur moyenne en AGS et AGMI proche de 20% et une faible teneur en AGPIn-6 (inférieure a
12%). Les AG majoritairement présents dans le filet sont le 16:0, 18:1n-9, 18:2n-6, EPA et DHA.

Les autres sont présents a des taux inférieurs a 5%.

AGPIn-3 :

Le DHA est I’AG majoritaire du filet, quel que soit le traitement alimentaire. Ses teneurs varient
entre 31 et 36%. La teneur en DHA est significativement inférieure avec HL. par rapport a HP. Par
contre il n’y a pas de différence significative entre les taux de DHA des poissons nourris avec HP
et HO, ni entre HL et HO. L’effet est inversé pour le 18:3n-3 qui est présent en plus grande
proportion (8,4%) pour les poissons nourris avec HL. La teneur en EPA, supérieure a 10%, est
élevée. Elle est identique pour HL et HO et supérieure pour HP.

A noter que I’AG 18:4n-3 est présent a des teneurs faibles comprises entre 0,4 et 0,6 avec un

minimum pour HO.

L’aliment a un effet sur la composition en AG du filet :

Les filets des poissons nourris avec I’huile de poisson ont des teneurs significativement
minimales en 18:1n-9, AGMI, 18:2n-6, AGPIn-6, et 18:3n-3. A I'inverse ils ont des teneurs en
AGPIn-3 maximales (EPA, DHA).

Les filets des poissons nourris avec I’huile de lin sont caractérisés par une tres forte teneur en
18:3n-3. La teneur en AGPIn-6, majoritairement représentés par le 18:2n-6, est maximale. La
teneur en 18:1n-9 est moyenne (supérieure a celle observée avec 1’huile de poisson et inférieure a
celle observée avec I’huile d’olive)

Les filets des poissons nourris avec ’huile d’olive sont caractérisés par une forte teneur en
AGMI, représentée par le 18:1n-9, dont le taux est significativement supérieur aux 2 autres

traitements.
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Lipides neutres et polaires

Le profil en acides gras des lipides neutres est proche de celui des lipides totaux et peu différent de
celui des lipides polaires, a part pour 18:3n-3 et DHA. Par rapport aux lipides polaires, les lipides
neutres sont plus riches en AGMI majoritairement représentés par le 18:1n-9. Ils sont également
moins riches en AGPI de la famille n-3.

Les effets traitements observés sur les lipides totaux se retrouvent globalement au niveau des
lipides neutres, les lipides polaires étant plus stables (AGS, AGMI). Par exemple, 1’huile d’olive
augmente significativement la teneur en 18:1n-9 pour les lipides totaux et les lipides neutres alors
qu’elle n’a pas d’effet sur les lipides polaires.

Les effets traitements observés sur les lipides totaux et neutres sont différents de ceux observés sur
les lipides polaires pour le DHA. Sa teneur est toujours inférieure pour HL, par contre elle est

maximale pour HO dans les lipides polaires et maximale pour HP dans les lipides neutres.

Comparaison teneurs en AGPIn-3 initiales et finales
Il y a des différences entre le profil en AGPIn-3 des poissons au jour initial et au jour final, suivant
I’aliment distribué :
- HO semble diminuer la teneur totale en AGPIn-3 des lipides totaux (via les lipides neutres) et
augmenter la teneur en 18:3n-3. La teneur en DHA dans les lipides polaires des poissons nourris
avec HO semble étre supérieure a la valeur initiale, mais ceci peut s’expliquer plus par la
variabilité observée au Ji (probleme de dosage) que par un phénomene biologique.
- HP semble augmenter la teneur en EPA des lipides totaux.
- HL semble augmenter la teneur en 18:3n-3, et diminuer celle en EPA, DHA.
A part pour le DHA, la teneur en AGPIn-3 dans les lipides polaires reste stable par rapport au jour

initial.
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Tableau 27: Composition en acides gras (% acides gras totaux) des lipides totaux (LT),
neutres (LN) et polaires (LP) du filet au jour initial et au jour final en fonction du traitement
alimentaire (Huile de poisson (HP), Huile de Lin (HL), Huile d’Olive (HO).

Aliments
FILET Ji HP HL HO CV Etr Puissance
% (%)
AG (% AG totaux)
16:0 153403 157404 146104  15.8+0.2 2.3 36
LN 14.7£ 0.3 13.1+03  122+04  13.1+04 30 44
LP 17.6 0.2 176403  162+06  16.6+0.0 2.5 63
Total AGS 21407 226'+0.0 207°+05 21.4°+0.2 1.8 46
LN 27+0.38 20"+ 0.2 18403 19°+0.1 1.2 63
LP 24 +0.4 245406 23.1+0.6  23.1+0.6 2.5 40
18:1n-9 10.7+ 0.0 95°+0.8 109°+04 17.4°+0.5 49 99
LN 11.8+0.2 134°+03  163°+0.8 23.3'+19 6.9 96
LP 9.8+2 11+1.8 103+14  11.8+1.1 5.7% 33
20:1n-9 1.34£0.3 1.2+0.2 1.1+0.2 1.1+0.1 15 10
LN 1.8+0.3 1.84£0.2 1.8+0.2 1.740.1 11 9
LP 1.4+0.1 1.2+0.2 1.1+0.0 0.9+0.3 17 20
Total AGMI 17 £8.6 145°+03 16.8°+0.3 22.6+0.8 2.5 90
LN 20.8+1.5 25 +1.1 26°+2.1 324+ 1.7 6.4 86
LP 15.8+2.8 162+19  154+1.0 15.6%1.5 9.7 7
18:2n-6 5.7+0.0 5.2°40.5 9°+0.1 7.6°+0.3 4.7 98
LN 58+0.1 8.1°+0.5 10.8°+0.6  89°+0.6 6.2 80
47+14 5.6°+0.6 7.9°+0.7 7'+ 0.5 9 70
18:3n-6 0.2+0.0 0.1 0.1 0.1 17.6 6
LN 0.240.0 0.240.0 0.2+0.0 0.2+0.0 15 10
LP 0.1+0.0 0.1+0.0 0.2+0.0 0.1£ 0.0 23 23
20:4n-6 1.6+0.2 2.4+0.1 1.8°+ 0.1 1.9°+0.4 4.5 91
LN 1.94+0.2 1.8°+0.1 1.2°+0.2 1.4°+ 0.1 8.7 81
LP 24404 27402 22+0.4 23403 11 22
Total AGPIn-6 7.6+0.0 7.8°+04 113102  9.8°+0.3 34 98
LN 79+0.3 102°+0.6 12.3'+0.8 10.8°+0.3 5.4 70
LP 73+ 1.1 8.4°+0.9  10.3'+03 9.7+ 0.4 6.3 63
18:3n-3 1.1+£0.0 1.1°+04 8.4°+0.4 1.8°+0.1 7.2 99
LN 1.6+0.4 2°+0.2 127°+23 25403 10* 99
LP 1.2+0.0 1.2°40.2 53"+0.5 2.7°4+0.5 15.1 926
18:4n-3 0.5+0.2 0.6+ 0.1 0.6"+0.0 0.4°+ 0.0 11 80
LN 0.9+ 0.3 0.84 0.0 0.9+0.0 0.740.1 12 34
LP 0.5+0.0 0.4 0.5 0.3° 16 41
20:4n-3 03+0.1 03°+0.0 0.3+0.0 0.2°+0.0 12 61
LN 0.4+0.0 0.4+ 0.0 0.4°+0.0 0.3°+0.0 6.7 70
LP 0.3+0.0 0.3 0.3 0.2° 11 60
20:5n-3 15.1+0.0 16.6'+0.3  10.6°+04 10.1°+0.3 2.8 99
LN 152+19 13.8+13 102°+14 99°+15 12.4 60
LP 15.6+0.7 15.1°+03  12.1°+12  10.8°+0.6 6.3 86
22:5n-3 0.310.0 0.3+0.0 0.7+0.0 0.6+0.3 36 40
LN 1.340.1 1.240.1 0.9+0.1 0.9+0.1 13 37
LP 140.0 1.0+0.0 0.9+0.0 0.8+ 0.0 8.5 40
22:6n-3 3531 0.0 35.6°+2.1  30.9°+0.1 334™+13 43 63
LN 31.4+3.8 27.4°4+09 205 +13 24.4°+02 3.8 94
LP 352+34 32541 296°+1.7 37.5'+02 3.8 90
Total AGPIn-3 52.6+0.3 54.8'+15 51.6°+04 466 +14 2.4 92
LN 50.9+2 49°+ 1 45°+1 38°+0.4 2 82
LP 51.8+1.7 504+ 1.1  49.8°+3.6  52°+0.5 4.4 17

Les valeurs correspondent a une teneur moyenne de 1’acide gras * I’écart type calculée a partir de trois
pools de dix filets chacun. Les valeurs dans une méme ligne avec des lettres en exposant différentes sont
significativement différentes (P<0,05%). CVetr: coefficient de variation de 1'écart-type résiduel.

* 1 variable transformée
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=>»Foie (Tableau 28)

Lipides totaux

Le foie est caractéris€é comme le filet par une forte teneur en AGPIn-3, avec des variations plus
importantes en fonction de I’aliment (31 a 54%). La teneur en AGMI (39% pour HO) est plus
importante que celle observée dans le filet, ceci est dii surtout a la teneur en 18:1n-9 (33%). La
teneur en AGS est similaire a celle du filet. Les AGPIn-6 sont comme pour le filet les moins
représentés avec cependant des teneurs plus €levées variant entre 10 et 17% avec, comme pour le
filet, un maximum pour HL.

Comme pour le filet, les AG majoritairement présents dans le foie sont le 16:0, 18:1n-9, 18:2n-6,

EPA et DHA. Les autres sont présents a des taux inférieurs a 5%.

AGPIn-3

Les AGPIn-3 sont les plus représentés. Cependant, il n’y a pas de différence significative entre HP
(54%) et HL (46,2%) mais vraisemblablement par manque de puissance. L’huile d’olive reste le
traitement alimentaire qui confere des teneurs les plus faibles en AGPIn-3.

Le DHA reste I’AG majoritaire du foie pour les animaux nourris avec de I’huile de poisson alors
que pour HL c'est le 18:3n-3 et pour HO le 18:1n-9.

La teneur en EPA est significativement supérieure pour les poissons nourris avec de 1’huile de
poisson comparativement aux 2 autres traitements.

Les teneurs en EPA et en DHA sont proches de celles observées dans le filet.

Comme pour le filet, I’aliment a un effet sur la composition en AG du foie :

Les effets sont différents de ceux observés sur le filet.

Comme pour le filet, la teneur en EPA est significativement supérieure pour HP, la teneur en
18:1n-9 est significativement supérieure avec HO et la teneur en AGPIn-6 est minimale avec HP et
maximale avec HL.

Les différences se situent surtout au niveau des AGPIn-3 :

Comme pour le filet, la teneur en 18:3n-3 est significativement supérieure avec HL mais par contre
il n’y a pas de différence significative entre HP et HO. Le 18:4n-3 est significativement supérieur

pour HL. Le DHA est significativement supérieur pour HP.
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Lipides neutres et polaires
Comme pour le filet, les lipides neutres sont plus riches en AGMI et moins riches en AGPIn-3 que
les lipides polaires. La aussi, les effets traitements observés sur les lipides totaux se retrouvent au

niveau des lipides neutres, les lipides polaires étant plus stables.

Comparaison des teneurs initiales et finales en AGPIn-3
Comme dans le filet, HP semble augmenter la teneur en EPA et DHA et la teneur en AGPIn-3
totale. D’un autre c6té, HP semble diminuer la teneur en 18:3n-3. HL augmenterait fortement la
teneur en 18:3n-3 et 18:4n-3 mais diminuerait la teneur en DHA et EPA.
Comme pour le filet, HO diminuerait la teneur en AGPIn-3 mais également la teneur en DHA et

EPA.
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Tableau 28 : Composition en acides gras (% acides gras totaux) des lipides totaux (LT)
neutres (LN) et polaires (LP) du foie au jour initial et au jour final en fonction du traitement
alimentaire (Huile de poisson (HP), Huile de Lin (HL), Huile d’Olive (HO).

Aliments
. CV Etr Puissance
FOIE Ji HP HL HO %) %)
AG (% AG totaux)
16:0 LT 16605 16"+ 0.7 13°+0.6 15.5'+0.2 3.8 88
LN 152407 129°+0.2 15.1°+ 0.3 15.4°+0.7 3.2 89
LP 15°+0.5 154+ 1.5 15.7°+0.5 6.3 9
Total AGS LT 234+1 22.5°+ 0.6 18.1°4£0.6  204°+0.6 2.9 93
LN 22.1+1.1 20°+2.5 20.8°+24  20.6°+0.1 9.9 6
LP 217407 225+ 1.6 2224+ 1 5.2 8
18:1n-9 LT 129+1 9.7°+0.9 155°+2.8 33°+4.3 15.6 96
LN 153+1 17.6°+ 1.2 143°+0.6 36°+5.8 3.3% 97
LP 12.2°+2.6 13.4°+54 17.4°+23 10.3% 18
20:1n-9 LT 14+0.1 1.1+0.1 0.9+0.2 1.1+0.1 13 5
LN 20+00 1.5+0.3 1.5+0.3 14+02 20 2
LP 1.3+0.3 1.3+0.3 1.1+0.0 18 10
Total AGMI LT 21+05 16.5°+ 1.8 20.6°+3.2 38.9+3.8 12 94
LN 245407 23.6°+15 232°+08 423'+5 10 93
LP 17.6"+3.7 18.9°+5.8 22425 7% 12
18:2n-6 LT 81407 6.7 +2 15.6*+ 0.1 11.3°+0.7 12 91
LN 86+0.7 163"+ 0.7 10.1°402  122°+0.3 3.5 99
LP 8.5°+1.6 82°+2.8 8.9°+0.6 12% 6
18:3n-6 LT 03+0.0 0.3°+0 0.6+ 1 04°+0 6.7 98
LN 03+0.1 0.5 +0.1 0.4°+0.1 0.4°+0.1 24 7
LP 0.4+ 0.0 0.4 +0.0 0.5+0.1 10* 41
20:4n-6 LT 23+03 23+1.0 1.2+04 1.8+0.6 41 5
LN 21+0.1 1.3+0.6 1.6+0.6 0.9+0.2 45 15
LP 29+1.1 29+14 25404 39 6
Total AGPIn-6 LT 109+04 9.6°+24 174"+ 0.8 13.5°+ 0.5 11.2 84
LN 11408 16°+3.2 1428+ 3 13.6°+0.2 17.4 10
LP 11.8°+0.6 1.6+ 1.5 11.9°+0.5 8.5 6
18:3n-3 LT 3542 1.6°+0.8 21.7°+0.9 3.4% 1 11 99
LN 21+02 25°40.1 182°+2.6 46°+15 12% 97
LP 6.28+2 3.3'42 3.8°+ 1 434 20
18:4n-3 LT 0.8+00 0.6°+0.3 1.4°+0.1 0.6° £0.1 9 98
LN  1.0+0.0 1.3+ 0.2 1.2°+£0.3 0.6°+0.1 18%* 82
LP 0.8+ 0.2 1.0+ 0.1 0.5+ 0.0 18 70
20:4n-3 LT 04400 0.4+ 0.0 0.5°+0.1 0.3+ 0.0 11 78
LN 05+00 0.4+ 0.0 0.4°+0.0 0.2°+0.1 11 88
LP 0.4+ 0.0 0.4+ 0.0 0.3°+0.1 10 75
20:5n-3 LT 118+1.6 14.6'+ 1.3 5°+1.3 48°+1.2 16 99
LN 135406 147°+19 6°+ 0.7 6°+1.5 16.5 92
LP 12°+2.3 11°+£0.6 8.3'+0.2 6% 56
22:5n-3 LT 12+0.1 1.1* £0.5 0.1°+0.1 1.2°+04 50 60
LN 13+0.1 1.4+0.7 1.1+0.15 0.6+0.2 48 21
LP 1.0+0.2 1.0+0.2 0.71 £ 0.0 17 30
22:6n-3 LT 28+0.3 33.8°+4.7 18.9°+2.6 18.8°+ 1.6 3.9 86
LN 23+0.0 21.4°+29 12°+ 1.6 10.6°+2 5.9% 86
LP 27.8+3.9 294°+46 296+ 1.4 4% 10
Total AGPIn-3 LT 445+0.1 54.0°+ 4 46.2'°+0.1  30.6°%5.5 12 40
LN 41.6+03 40°+ 1.4 414°+17  226°+5.1 9.2 91
LP 50.3'+ 1.3 502°+0.8  442°+1.1 2.4 90

Les valeurs correspondent a une teneur moyenne de 1’acide gras + 1’écart type calculée a partir de trois pools de dix
tissus chacun. La quantité de lipides polaires extraite a partir des échantillons prélevés au Jour initial était trop faible
pour pouvoir mener a bien les analyses.

Les valeurs dans une méme ligne avec des lettres en exposant différentes sont significativement différentes (P<0,05%).
CVetr: coefficient de variation de 1'écart-type résiduel. * : variable transformée
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=>»Tissu adipeux périviscéral (Tableau 29)

Lipides totaux
A la différence des deux autres tissus, et de la tendance observée chez les poissons entiers, ce sont

les AGMI qui sont les plus représentés dans le tissu adipeux. Leur teneur varie entre 30 et 50%

avec le maximum pour HO. Les AGS sont présents a des teneurs 1égerement plus faibles que pour
le filet et le foie (entre 16 et 20%) avec toujours un maximum pour HP. Les teneurs en AGPIn-6
sont similaires a celles retrouvées dans le foie avec un maximum pour HL (18%).

L’AG majoritaire du tissu adipeux varie en fonction du traitement alimentaire. Il s’agit de
18:1n-9 pour HP (20%) et HO (40%) et de 18:3n-3 pour HL (24%). Les autres AG majoritaires
sont les mémes que pour le filet et le foie.

AGPIn-3

La somme de ces AGPI reste élevée et varie entre 22 et 42% avec un maximum pour HL. Comme
pour les deux autres tissus, HO est le traitement alimentaire qui diminue le plus le taux des
AGPIn-3. Le DHA est présent a des taux inférieurs a ceux du filet et du foie (entre 11 et 16%).
L’effet du traitement alimentaire est le méme que celui observé dans le foie avec un maximum
pour HP. IEPA est présent a des taux similaires a ceux mesurés dans le foie, avec les mémes
effets du traitement alimentaire. La teneur en 18:3n-3 est aussi élevée que dans le foie, avec
toujours, comme pour les deux autres tissus, un taux significativement supérieur avec HL. Le

18:4n-3 est significativement maximal avec HP et minimal avec HO.

Lipides neutres et polaires

Les lipides neutres et polaires ont des profils en AG proches de ceux des lipides totaux. A I'instar
des deux autres tissus, les lipides neutres ne sont ni plus riches en AGMI ni moins riches en
AGPIn-3 que les lipides polaires, a part pour le traitement HO. Comme pour les deux autres tissus,
les lipides polaires représentent la fraction la plus stable face a la variation de 1'origine des lipides
de I'aliment.

Les effets traitement sur les AGPIn-3 sont différents de ceux observés sur le foie, mais similaires a
ceux observés sur le filet, sauf pour le DHA qui est significativement supérieur dans les lipides

totaux et neutres des poissons nourris avec HP.

Comparaison teneurs en AGPIn-3 initiales et finales
HP et HL semblent augmenter la teneur en AGPIn-3 sauf au niveau des lipides totaux de HP ou la
concentration differe peu de celle du jour initial.
HO diminue la teneur de tous les AGPIn-3 a part 18:3n-3 qui parait similaire au jour initial voire

supérieure pour les lipides neutres et polaires, comme c’est le cas dans le filet et le foie.
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Tableau 29: Composition en acides gras (% acides gras totaux) des lipides totaux (LT),
neutres (LN) et polaires (LP) du tissu adipeux périvisceral au jour initial et au jour final en
fonction du traitement (Huile de poisson (HP), Huile de Lin (HL), Huile d’Olive (HO).

Aliments
Tissu adipeux Poisson HP HL HO CV Eur Puissance
AG (% AG totaux)
16:0 LT 13.4+06 13.1*+ 05 10.4°+0.7 12.2°+0.5 4.7 81
LN  13.6+0.1 13.6°+ 1 11°+04 12.2°+0.1 5.1 74
LP 134+06 143"+ 1.3 125+ 0.8 14.6°+04 6.7 36
Total AGS LT 200+14 20.0°+£0.2 155°+1.3 17.2°+0.9 5.3 82
LN 201+03 204"+ 1.8 15.8°+ 1.4 17.2°4+0.5 7.6 66
LP  192+0.1 21.7°+22 18.3'+1.2 20.8°+0.5 7.2 36
18:1n-9 LT 18+ 0.4 19.7°+0.9 19.2°+0.3 40.1°+1.2 6.7 99
LN 187404 17.2°+1.3 18.3°+0.5 37.7'+ 1.1 43 99
LP 227400 17.3*+2.5 18.5°+ 0.2 19.2°+0.7 8.8 3
20:1n-9 LT 3.0+03 24403 2.0+0.1 2.1+0.0 9.7 10
LN 28+0.1 2.3'4+0.2 1.8°+0.1 2.0°+0.2 7.8 42
LP 1.8+0.1 2.3'+0.1 2.0°+0.0 2.2°40.1 4 65
Total AGMI LT 324+0 303°+22 27.7°+0.6  49.6't22 5 99
LN 325+04 288°+24 273°+04 472°+15 4.8 99
LP 36.5%5 28.1°+ 1.7 27.8°+03 32.2°+4.9 8.4 22
18:2n-6 LT 102+0.8 11.6°+0.3 17.1°¢ 1 12.5°+0.2 4.4 97
LN 106+1 11.7°+0.2 15.6°+ 1.2 12.5°+0.2 1.9% 88
LP 11£0.0 104°+2.2 11.9°+0.2 10.5°+0.7 12.7 15
18:3n-6 LT 03+0.1 0.3'+0 0.2+ 0 0.2+ 0 16 14
LN 0300 0.3+0.0 0.3'+0.1 0.2'+0.1 15 23
LP 03+0.0 0.2"+0.0 0.2°+0.0 0.3'+0.1 26 12
20:4n-6 LT 0.8+0.1 0.9+0.1 0.5+0.1 0.6+0.1 15 37
LN 09+03 1.1°£0.2 0.6°+0.0 0.7°+0.2 20 66
LP 12402 15405 1.3+0.2 1.4+0.1 23 9
Total AGPIn-6 LT 11.4+07 12.8°+0 18.0°+ 1.1 13.4°+0.2 1.35 97
LN 118+10 13.2°+03 16.7°+1.3 13.6°+ 0.2 5.1 83
LP  124+04 12.1+ 1.9 13.5°+0.0 12+ 0.7 9.2 18
18:3n-3 LT 32+1 25402 242+ 0.6 3.8°+0.7 7 97
LN 38+22 3.1°+04 227422 42°+1.1 14.6 99
LP 3.1+00 7.7°+0.2" 10.2°+0.2 5.6°+0.4 3.9 96
18:4n-3 LT 1.3 1.3 +0.1 1.0°+0.0 0.6°+0.0 4.7 99
LN 1.3+ 0.0 1.4+ 0.0 1.1°4 0.0 0.7°+0.0 5.5 98
LP 0.8+ 0.2 1.3+ 0.0 0.9+ 0.0 0.9+ 0.0 17 42
20:4n-3 LT 0.6+0 0.5'+0.1 0.4°+0.0 0.2°+0.1 17 74
LN 0500 0.5+ 0.0 0.4+ 0.0 0.3'+ 0.0 15.4 40
LP 04+0.1 0.4+ 0.0 0.4+ 0.0 0.4+ 0.0 9.6 16
20:5n-3 LT 119400 16.0'+ 0.7 54°+0.9 6°+0.7 8.6 99
LN 118404 17.0+ 1.1 6.2°+0.9 6.6°+0.9 9.9 99
LP 102+26 14.5°£2.6 9.7°+0.0 10.8°+ 0.6 13 62
22:5n-3 LT 1.4+0.1 1.5°+0.2 0.7°+0.1 0.8°+0.0 13 93
LN 12+0.1 1.7+ 0.1 1.0°+0.1 1.1°+0.1 6.7 97
LP 1.1+02 1.1+£0.2 1.0+0.0 1.0+0.1 14 11
22:6n-3 LT 18.9+0.7 16.3'+1.7 10.5°+0.8 11.1°+1.2 3.9 81
LN 178+17 174+ 0.8 9.8°+0.8 11°+0.9 6.7 97
LP 168+29 15.8'+ 1.4 15°+ 1 16.9°+0.7 6.6 25
Total AGPIn-3 LT 37.4+0.7 37.1°+ 1.6 41.9°+3.3 22.1°412 6.6 97
LN  36.6+0.0 40.2'+ 1.6 414+ 1.4 23.9°+1.3 4 99
LP 32.8+5 39.2°+ 1 36.5° + 1 34°+2.38 5 45

Les valeurs correspondent a une teneur moyenne de 1’acide gras + I’écart type, calculée a partir de trois
pools de dix tissus chacun.Les valeurs dans une méme ligne avec des lettres en exposant différentes sont
significativement différente (P<0,05%). CVetr: coefficient de variation de I'écart-type résiduel. * : variable
transformée
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2.3.2.6 Etude de |'expression génique

Détermination des sondes

La PCR est une technique qui nécessite de connaitre les séquences génomiques car elle
repose sur I'hybridation entre elles de séquences parfaitement complémentaires.
Comme cela a été dit, le génome de la perche n’est pas séquencé pour 1’instant et aucune donnée
n’est disponible. Cependant, des delta 5 et delta 6 désaturases ont été clonées et caractérisées chez
différentes especes. Leurs séquences sont répertoriées dans des banques de données et sont
disponibles en acces libre sur internet. Il est alors possible de déterminer une séquence par
comparaison avec des séquences que 1’on pense étre proches. Par exemple dans notre cas on peut
utiliser des séquences codant pour des enzymes clonées chez le poisson.
Le logiciel ClustalW permet ainsi de rechercher des homologies entre les différentes séquences
simultanément et d’obtenir un alignement de séquences. L’alignement de séquences permet de

mettre en évidence des zones conservées entre les différentes séquences choisies (Figure 34)

Les sondes utilisées pour I’hybridation chez la perche ont été choisies par alignement de séquences
entre:

-pour la delta 6 désaturase : la truite (Genbank AF301910), ’homme (Genbank AF126799),
la souris (Genbank AF126798), le rat (Genbank AB021980) et la carpe (Genbank AF309557)

-pour la delta 5 désaturase : ’homme (Genbank AF199596), le rat (Genbank AF320509) et
le saumon (Genbank AF478472).

-pour la GAPDH : I’homme (Genbank M33197, la souris (Genbank M32599, la truite
(Genbank AF027130)

Les séquences des sondes ont été établies a partir des nucléotides présents dans les zones
les plus conservées entre les différentes séquences alignées. Pour les positions qui ne sont pas
identiques chez tous les organismes, le nucléotide présent chez le poisson a été choisi. La taille de
la sonde (nombre de nucléotides) doit respecter certaines reégles. Premierement, pour que la sonde
soit spécifique du gene qu’on recherche, c'est-a-dire pour qu’elle se fixe sur ce géne uniquement,

elle doit faire au moins 18 nucléotides. Deuxiemement, il faut que la température nécessaire a

I’hybridation de la sonde sur I’ADN a amplifier soit supérieure d’au moins 5°C a la température
d’hybridation du programme de PCR. Cette derniere étant généralement de 55°C, les sondes

doivent avoir une température de fusion (Tm) d’environ 60-65 °C.
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La température de fusion se calcule en fonction de la nature des bases nucléotidiques (G : Guanine,
C : Cytosine, A : Adénine, T : Thymine). Les bases sont appariées selon la regle : G avec C et A
avec T. Une paire de bases GC nécessite 4°C pour étre rompue et une AT 2°C. Pour calculer la Tm
d’une sonde, on attribue donc 4°C a un G ou un C et 2°C a un T ou un A. En conclusion, pour
choisir la taille de la sonde on choisit une région de 18 nucléotides conservés entre les différentes

séquences alignées et on 1’étend d’un co6té et de I’autre pour atteindre une température de 60°C.

Deux sondes sont nécessaires : la sonde sens et antisens (Tableau 30). La sonde sens a une
séquence identique a la séquence de 1’alignement car elle s’hybridera sur le brin d’ADN
complémentaire a cette séquence. La sonde antisens a la séquence complémentaire inversée de la

séquence de I’alignement.

Une fois que les séquences des sondes ont €té choisies, elles ont été testées sur des cellules

humaines (Figure 35)

L’hybridation nécessaire dans la réaction de RT-PCR peut €tre compromise si quelques nucléotides
ne sont pas identiques entre les sondes et les ARN de la perche. Les sondes étant choisies par
approximation, il y a donc un risque que la réaction ne fonctionne pas si les séquences établies sont

trop différentes de la réalité.
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Figure 34: Alignement de séquences codant pour la delta 6 désaturase.
L’alignement a été établi par le logiciel ClustalW entre les séquences codant pour la delta 6 désaturase chez
la truite, la carpe, I’homme, la souris et le rat.

Les zones en noir correspondent aux zones conservées. Les fleches correspondent aux zones choisies pour
établir la séquence des sondes permettant I’amplification de I’ ARN de la delta 6 désaturase chez la perche.
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Tableau 30: Sondes utilisées pour la RT-PCR (Invitrogen).

Séquence sens Séquence inverse antisens
Delta 6 désaturase 5’-CACTGGTTTGTATGGGTGACCCAGA-3’ 5" GTCCACTGAACCAGTCGTTGAAGG 3’
Delta 5 désaturase 5’-CTGGTTTGTATGGGTGACCCAGATG-3’ 5’ GCAGCCAGCCAGCCTGGCCTGA 3’
GAPDH 5’-CCCTCATGACCACAGTCCACGCC 3’ 5" ACCTTGCCCACAGCCTTGGCAGC 3’
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b) Delta 5 désaturase

a) Delta 6 désaturase

c) GAPDH

Figure 35 : Controle positif : Gels d’électrophorese montrant les produits
d’amplification de a) la delta 6 désaturase, b) la delta 5 désaturase et ¢) la GAPDH obtenus a
partir d’ARN extraits de cellules humaines.

Le premier puits correspond au marqueur de poids moléculaire (PM).

Distribution tissulaire de la delta 6 désaturase
La présence de la delta 6 désaturase au sein des différents tissus a été testée sur une dizaine

d’échantillons prélevés dans des conditions « stériles » (sans ARN) sur des perches élevées dans
les structures expérimentales du laboratoire.

Aux conditions expérimentales testées, en utilisant 2ul d’ADNc lors de la PCR, la delta 6
désaturase n’a été détectée que dans le foie (Figure 36).

Afin de confirmer ce résultat, les conditions d'analyse ont été changées en augmentant la
quantité d’ADNc utilisée : 4ul puis 6ul.

Dans les deux cas, la delta 6 désaturase n’a jamais été détectée dans le filet, ni dans les
gonades. Par contre elle a été détectée dans le cerveau et I’intestin en utilisant 4ul d’ADNc.
Cependant elle n’est pas présente dans tous les échantillons. Cinq échantillons de chaque tissu ont
été testés. Pour le cerveau I’enzyme a été détectée dans 2 échantillons parmi les cinq testés. Pour
I’intestin I’enzyme a été détectée dans 3 échantillons.

En ce qui concerne le tissu adipeux, la trop faible quantité obtenue d’ARN lors de
I’extraction ne nous a pas permis de mettre en évidence la présence ou I’absence de delta 6

désaturase dans ce tissu.
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Figure 36: Distribution tissulaire de la delta 6 désaturase
1= Foie, 2= filet, 3= graisse, 4= gonades, 5= intestin, 6= cerveau, -= contrdle négatif.

Les bandes entourées en rouge correspondent au produit attendu.
La présence d’un produit de PCR de taille plus élevée dans I’intestin et le cerveau diminue le signal
correspondant a la delta 6 désaturase.

Distribution tissulaire de la delta 5 désaturase
Aux conditions expérimentales testées, en utilisant 2ul. d’ADNCc lors de la PCR, la delta 5

désaturase n’a été détectée dans aucun tissu.

Effet de ’aliment sur I’expression de la delta 6 désaturase dans les trois tissus

La delta 6 désaturase n’a été détectée que dans le foie. Il y a une bande présente dans le
filet, elle correspond a un produit de poids moléculaire plus élevé que le produit attendu (Figure
37). Il n’y a pas d’effet du traitement alimentaire sur 1’expression de I’enzyme dans le foie (Figure

38).
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| Y
a) Le signal entouré en rouge, obtenu avec le controle positif (+) indique la position de la delta
6 désaturase de cellules humaines.

b) La GAPDH est exprimée dans les deux tissus.

Figure 37: Photographies des gels d’agarose représentant a) I’expression de la delta 6
désaturase dans le filet et dans le foie en fonction du traitement alimentaire, b) I’expression
du controle interne GAPDH dans le filet et dans le foie en fonction du traitement alimentaire.

Huile de poisson (HP) : bacs 503 (puits n°2), 507 (puits n°6), 509 (puits n°8)
Huile de lin (HL) : bacs 502 (puits n°1), 504 (puits n°3), 508 (puits n°7)
Huile d’olive (HO) : bacs 505 (puits n°4), 506 (puits n°5), 510 (puits n°9)
Le dernier puits (-) est le contrdle négatif.
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Figure 38: Expression de la delta 6 désaturase dans le foie en fonction du traitement

alimentaire (HP : huile de poisson, HL : huile de lin, HO : huile d’olive).

L’expression est calculée a partir du rapport entre 1’intensité du signal obtenu pour la delta 6

désaturase et I’intensité du signal obtenu pour la GAPDH, évaluée a partir d’'une quantification du

gel par densitométrie (logiciel Quantity One).

Le test de Kruskal et Wallis est non significatif.
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2.3.2.7 Etude de l'activité enzymatique
La quantité de radioactivité injectée dans les cellules était tres faible et a rendu difficile la

quantification de la radioactivité retrouvée dans les différents acides gras. De plus, la viabilité des
cellules inférieure a 95% est faible, mais similaire entre les différents traitements alimentaires
(Tableau 31). Cependant, 1’observation du film reflétant les plaques de CCM montre la présence de
18:3n-3 et de DHA marqués.

Le taux de conversion du [1-14C] 18:3n-3 en mol.h™.mg protéines™ n’a pas pu étre calculé
(probleme de spectrophotometre lors du dosage des protéines). L activité enzymatique a alors été
évaluée en calculant le rapport [1-14C] DHA / [1-14C] 18:3n-3 (Tableau 31). De la radioactivité a
été retrouvée avec les trois traitements alimentaires. Le nombre insuffisant de données ne nous

permet pas de conclure sur I’effet du traitement alimentaire (pas de test statistique).

Tableau 31: Viabilité des hépatocytes et rapport [1-14C] DHA /[1-14C] 18:3n-3 (dpm) en
fonction des différents traitements alimentaires HP : huile de poisson, HL : huile de lin, HO :
huile d’olive.

HP HL HO
Viabilité (%) 76 72 70
[1-14C] DHA /[1-14C]18:3n-3 (dpm) 0.07+0.03 0.05+0.03 0.03+0.01

Les résultats représentent la moyenne + I'écart type obtenue a partir de deux plaques de CCM.
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1 CARACTERISATION DES LIPIDES CHEZ LA PERCHE
(CARACTERISTIQUES D'UN POISSON MAIGRE D'EAU DOUCE).

INTRODUCTION

Les trois études menées ici ont permis d’obtenir des résultats sur la teneur en lipides, la
répartition en lipides polaires et lipides neutres et la composition en acides gras des différents
tissus : foie, filet, tissu adipeux périviscéral chez la perche.

Comme cela a été décrit dans la premicre partie bibliographique, la composition lipidique des
tissus est soumise a de nombreuses variations dues a des facteurs intrinseques (age, cycle sexuel,
origine génétique), environnementaux (température, saison, salinité) et nutritionnels (teneur et type
de lipides alimentaires).

Ce premier chapitre a pour but de dessiner le profil en lipides des perches élevées en laboratoire

afin de décrire les particularités d’un poisson maigre d’élevage dulcicole.

1.1 Teneur en lipides totaux des tissus de la perche
Chez la perche, les lipides sont majoritairement stockés dans le tissu adipeux

périviscéral, avec des teneurs comprises entre 85-90% du poids frais en fonction des trois études
présentées ici. Les valeurs les plus élevées ont été observées avec un aliment a 21% de lipides,
quelle que soit la nature des lipides. Il est assez difficile de comparer ces valeurs avec celles de la
littérature car en regle générale les auteurs n’analysent pas le tissu adipeux mais plutot les visceres
dans leur globalité, englobant le tissu adipeux périsviscéral. Chez la perche, les différents auteurs
trouvent une teneur en lipides viscéraux comprise entre 30 et 80% en fonction du traitement
alimentaire. Les valeurs maximales ont été citées dans 1’étude de Xu et al., (2002) ou des juvéniles
ont été nourris avec un aliment riche en lipides (19,3%) ainsi que dans 1’étude de Xu et Kestemont,
(2002) ou les aliments (a 16% de lipides) a base d’huile de foie de morue et d’huile de lin
augmentent significativement la teneur en lipides des visceres. Dans tous les cas, les visceres

représentent le tissu le plus riche en lipides.

Le foie stocke également une petite quantité de lipides. Les résultats montrent des
valeurs comprises entre 4,4% et 7,8% en fonction des trois études présentées ici, les valeurs les
plus hautes correspondent a celles retrouvées chez les poissons nourris avec un aliment ayant une
teneur en lipides de 21% (étude 2). Dans 1’étude 3 les ordres de grandeur sont les mémes avec des
valeurs minimales pour les poissons nourris avec de 1’huile de poisson. Les teneurs sont proches de

celles retrouvées dans la littérature. Les différences qui peuvent s’observer sont dues aux différents
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facteurs propres a chaque expérimentation (type d’alimentation, taille initiale du poisson, durée de
I’expérimentation...). Par exemple, I’étude de Xu et Kestemont, (2002) qui teste I’effet de la nature
des lipides sur le métabolisme lipidique de la perche utilise des poissons de plus petite taille que
ceux utilisés dans nos trois études. Les teneurs observées en lipides du foie sont légerement
supérieures aux notres et comprises entre 7,1 et 12,6% en fonction de I’alimentation testée.

En regle générale, les études menées sur les poissons d’eau douce révelent des teneurs en lipides
du foie pas tres élevées, a I’inverse des especes marines comme la morue ou la teneur en lipides du

foie peut atteindre 70% de la matiere fraiche (Henderson et Tocher, 1987).

La perche stocke une tres faible quantité de lipides dans le filet, stable, toujours
inférieure a 2% quelle que soit I’expérimentation. Cette observation confirme les données de la
littérature (Kestemont er al., 2001; Xu et Kestemont, 2002; Mathis et al., 2003; Mairesse et al.,
2006; Orban et al., 2007). Des valeurs supérieures (teneur en lipides musculaires de 5%) ont été
cependant observées chez des juvéniles nourris avec des aliments hautement énergétiques (12, 15

et 19% de lipides) (Xu et al., 2002).

La teneur en lipides du foie et du tissu adipeux augmente avec la taille du poisson,
alors que celle du filet reste stable. Chez la majorité des poissons, la quantité de lipides corporels
augmente au cours du temps corrélée a une baisse de la teneur en eau alors que la teneur en

protéine reste constante (Henderson et Tocher, 1987).

La teneur en lipides musculaires permet de distinguer les différentes catégories de poissons.
Comme cela a été décrit dans la partie bibliographie, on distingue les poissons maigres des
poissons semi gras ou gras en fonction de la teneur en lipides musculaires. Cependant il existe des
différences au sein des catégories. La morue et 1’églefin sont des poissons maigres de mer. Ils
stockent, comme la perche, de tres faibles quantités de lipides musculaires (<1%), cependant, a
I’inverse de la perche, ils stockent majoritairement leurs lipides dans le foie (50-75%) (Henderson
et Tocher, 1987). Le tissu de dépot est différent en fonction de 1’espece, chez la perche, comme
chez les mammiferes, le lieu de stockage de I’énergie nécessaire a la croissance et a la

reproduction est le tissu adipeux.
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1.2 Répartition des lipides neutres et polaires dans les tissus de la
perche

Par rapport a la littérature, le travail présenté ici permet d’apporter une information
complémentaire sur la répartition des lipides neutres et polaires dans les tissus de la perche.
Les premiers résultats que nous avons pu obtenir nous ont permis de montrer que le rapport
lipides neutres/lipides polaires (LN/LP) est variable en fonction du tissu: les lipides sont
présents essentiellement sous forme neutre dans le tissu adipeux (LN/LP: 90/10), majoritairement
sous forme neutre dans le foie (60/40) et en parties quasi égales dans le filet (50/50). Puis nous
avons pu mettre en évidence qu’il varie, dans le foie et le filet, en fonction de 1’alimentation. Par
exemple pour le filet on retrouve un rapport de 70/30 chez les animaux nourris avec de I’huile de
poisson alors qu’il est de 60/40 chez ceux nourris avec de I’huile d’olive ou de 1’huile de lin. Pour
le foie c’est exactement 1’inverse.
Des valeurs similaires sont retrouvées chez des especes maigres d’eau douce comme le poisson a
tete de serpent (Channa argus) ou le rapport LN/LP est de 70/30 dans les lipides du filet. Ce qui
n’est pas le cas chez I’anguille japonaise qui est une espece grasse ou les lipides musculaires (22%
du poids frais) sont essentiellement constitués de lipides neutres (Henderson et Tocher, 1987).
L’étude de Nanton et al., (2007) montre également des teneurs en lipides neutres plus importantes
dans le tissu adipeux et des teneurs en lipides polaires plus importantes dans le filet chez le saumon

Atlantique.

La répartition des lipides neutres et polaires est a mettre en parallele avec les fonctions que
jouent ces deux types de lipides. Les lipides neutres représentent la forme de stockage de 1’énergie
et sont utilisés durant les périodes de jeline ou pendant la maturation sexuelle. Les lipides polaires
sont quant a eux les constituants des membranes cellulaires et le reflet de 1’activité biosynthétique

(Sargent et al., 1989).

1.3 Composition en acides gras des tissus de la perche
Les résultats des trois études montrent une variation de la composition en AG en fonction du

tissu examiné, en fonction du type de lipides concerné et en fonction des différents facteurs
expérimentaux testés.

Cependant, on peut dire que les principaux AG (teneur > 5 % des AG totaux) retrouvés chez la
perche sont : I’acide palmitique 16:0, I’acide palmitoléique 16:1n-7, ’acide oléique 18:1n-9, et

I’acide docosahexaenoique DHA 22:6n-3.
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1.3.1 Spécificités de la composition en acides gras de chaque tissu
Qualitativement, la composition en acides gras des trois tissus differe peu et est similaire a

celle de I’aliment: on retrouve la présence des mémes acides gras. De légeres différences
quantitatives ont tout de méme été observées dans les trois études: les teneurs en AG varient. En

fait, chaque tissu semble avoir une composition spécifique.

Le filet est caractérisé par un fort taux d’AGPI (40-60% AG totaux) avec un rapport n-3/n-6
élevé (4-11). Le taux moyen des AGPIn-3 étant de 40% des AG totaux avec un maximum de 55%
chez des poissons nourris avec un aliment a 17% de lipides, ceux ci provenant d'huile de poisson

(étude 3).

Contrairement au filet qui en contient entre 15 et 25%, le tissu adipeux est caractérisé par sa
richesse en AGMI dont les teneurs varient entre 30 et 50% des AG totaux avec un maximum
observé chez des poissons nourris avec un aliment a 21% de lipides a base d'huile de poisson et de
colza (étude 2) ainsi que chez des animaux nourris avec de I’huile d’olive, riche en 18:1n-9 (étude
3).

Cette richesse en AGMI est liée au role de réservoir énergétique que joue le tissu adipeux.
Plusieurs études menées chez les mammiferes et chez les poissons ont démontré que les AGMI
étaient préférentiellement stockés (Florant et al., 1990; Lund et Sidell, 1992). Ce type d’AG étant
plus rapidement oxydé pour fournir de I’énergie quand 1’organisme en a besoin (Jezierska et al.,

1982; Sidell et al., 1995).

Le foie semble avoir une composition en AG intermédiaire entre celles observées dans le filet
et dans le tissu adipeux.

- Les AGPI sont présents a des taux variant entre 40 et 60% des AG totaux. Le maximum a été
observé dans 1’étude 3 chez les poissons nourris avec de 1’huile de poisson. La différence avec le
filet réside dans le rapport n-3/n-6 qui est plus faible pour le foie (1,5-5). Le taux moyen des
AGPIn-3 étant de 30% des AG totaux avec un maximum de 50% chez des poissons nourris avec
un aliment a 17% de lipides « de poisson » (étude 3).

- Les AGMI varient entre 17 et 40% des AG totaux. Avec, comme pour le filet, un minimum pour
les poissons nourris avec de 1’huile de poisson (étude 3) et un maximum, comme pour le tissu
adipeux, chez les poissons nourris avec un aliment a 21% de lipides a base d'huile colza (étude 2)

ainsi que chez les animaux nourris avec de 1’huile d’olive, riche en C18:1n-9 (étude 3).
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Les AGS sont présents dans tous les tissus a des taux variant entre 15 et 25%. Les plus faibles

valeurs sont retrouvées dans le tissu adipeux.

Le DHA est I’AG prédominant dans le filet et le foie. Il est présent a des taux variant entre 35 et
45% des AG totaux dans le filet et entre 15 et 35% dans le foie. Ce n’est pas le cas dans le tissu
adipeux ou c’est le 18:1n-9 qui est majoritairement représenté. Cependant les teneurs en DHA
de ce tissu restent élevées (8-20% des AG totaux en fonction de 1’alimentation). Ces taux élevés de
DHA ont également été retrouvés par d’autres auteurs dans les différents tissus de la perche, avec
notamment des teneurs supérieures a celles de 1’aliment, supposant une rétention préférentielle de
cet AG ainsi qu’une bioconversion a partir d’AG précurseurs présents dans 1’alimentation
(Kestemont et al., 2001; Xu et al., 2002; Xu et Kestemont, 2002; Mathis et al., 2003). Cette

bioconversion, décrite dans la partie bibliographie, est spécifique aux poissons d’eau douce

(Sargent et al., 1989).

Les autres AGPIn-3 importants sont le 18:3n-3 et ’EPA qui sont les précurseurs du DHA dans sa
voie de bioconversion. Dans notre étude les proportions de 18:3n-3 observées sont basses. Elles
sont plus importantes dans le tissu adipeux et le foie que dans le filet. Ce qui est la tendance
inverse du DHA et qui suggere que le 18:3n-3 est transformé en DHA. L’EPA est quant a lui plus

faiblement représenté dans le foie, sicge des réactions métaboliques.

Les différences de composition en AG des tissus montrent que chaque tissu répond
différemment a ’apport en AG alimentaire et soulignent le réle particulier de chaque tissu.
Ceci a déja été observé dans d’autres études menées chez la perche (Xu et al., 2002; Xu et
Kestemont, 2002) ot les ordres de grandeur sont similaires aux valeurs de nos résultats. Par contre,
il existe des différences entre le profil en AG des perches sauvages et des perches d’élevage.
Par rapport aux poissons sauvages, les poissons d’élevage ont des teneurs en AGMI plus élevées et
des teneurs en AGPIn-3 et AGPIn-6 plus basses (Mairesse et al., 2006; Orban et al., 2007). Ces

différences pouvant €étre liées a la composition des aliments.

Les poissons sont de loin les animaux aux teneurs en AGPIn-3 les plus élevées. Cependant
la proportion en AGPIn-3 varie en fonction de I’espece. Les filets des poissons de haute mer
comme le grenadier sont les plus riches en DHA avec des teneurs variant entre 30 et 40% des AG
totaux (Okland et al., 2005). La plupart des poissons d’eau douce est classiquement caractérisée
par des teneurs plus élevées en AGS et en AGPI a 18 carbones et plus basses en AGPI a 20 et 22

carbones que les poissons marins (Henderson et Tocher, 1987). Ce n’est pas le cas chez la perche
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qui a des teneurs élevées en DHA et EPA. En ceci la perche ressemble aux poissons marins. Des
études récentes, menées chez différentes especes de poissons de Turquie ont montré que les teneurs
en AGPI peuvent étres similaires chez les poissons d’eau douce et d’eau de mer (Okland et al.,
2005; Ozogul et al., 2007). Chez la daurade, qui est comme la perche un poisson maigre, mais une
espece marine, on trouve des teneurs en AGPIn-3 similaires (40% dans le filet et dans le foie).
Cependant la teneur en DHA est plus faible (20%), surtout dans le filet. Chez la morue (Gadus
Morhua) les AGPIn-3 sont, comme chez la perche, plus importants dans le filet (51,7% des AG
totaux) que dans le foie (28,3%) avec des teneurs élevées en DHA (28,6% dans le filet et 11,5%
dans le foie) et faibles en 18:3n-3. Cependant les teneurs en DHA sont plus faibles que celles
observées chez la perche (Kennedy et al., 2007). Ceci renforce I'idée de la forte capacité que
pourrait avoir la perche a bioconvertir les AG présents dans 1’alimentation en AG supérieurs.

Le thon est également une espece caractérisée par de fortes teneurs en DHA avec des teneurs
maximales pouvant atteindre les 30% d’AG totaux dans le filet et dans le foie (Watanabe et al.,
1995; Saito et al., 1997). A la différence de la perche, en tant qu’espece marine le thon n’est pas
capable de bioconvertir cet AG. Les fortes teneurs correspondent a une accumulation de DHA, le

thon étant I’un des prédateurs hiérarchiquement le plus élevé dans la chaine alimentaire en mer.

1.3.2 Spécificités de la composition en acides gras des deux types de
lipides (neutres et polaires)
La composition en AG des lipides neutres et polaires a été observée dans les études 1 et 3 et

a permis de démontrer I’existence d’un profil en AG différent en fonction du type de lipides. Ce
résultat est important car la composition en acides gras des lipides totaux est influencée par le type
de lipides majoritaires au sein du tissu. Ce qui fournit donc une explication supplémentaire aux
spécificités de chaque tissu, car les tissus riches en lipides sont généralement principalement
composés de lipides neutres tandis que les tissus pauvres en lipides sont composés de lipides
polaires essentiellement (Henderson et Tocher, 1987).

Nos résultats montrent des teneurs en AGS équivalentes dans les deux types de lipides,
des teneurs en AGMI supérieures dans les lipides neutres et des teneurs en AGPI supérieures
dans les lipides polaires. Ces différences ne sont pas observées dans le tissu adipeux. Si ’on
prend les données de la premiere étude, les AGPI représentent environ 55% des AG totaux dans les
lipides polaires et 40% dans les lipides neutres. Dans le foie ils représentent environ 50% des AG
totaux dans les lipides polaires et 35% dans les lipides neutres. Et dans le tissu adipeux il n’y a pas

de différence significative (environ 35% dans les deux types de lipides).
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D’une manicre générale, chez les poissons d’eau douce, les AGMI constituent la majeure
partie des acides gras des lipides neutres, alors que les lipides polaires contiennent de plus grandes
quantités d’AGPI (Henderson et Tocher, 1987). Dans le filet de tanche, les lipides polaires sont
caractérisés par un taux élevé d’AGPI, particulierement de DHA et les lipides neutres refletent la
composition en AG des lipides totaux (Turchini et al., 2007). Dans le filet de truite, les AGPI
représentent 50% des AG dans les lipides polaires et 30% dans les lipides neutres (Rinchard et al.,
2007). Comme chez la perche, les AGS sont présents a des taux similaires dans les deux types de
lipides (Kiessling et al., 2001; Weber et al., 2003). Cette tendance a été observée également chez

les poissons marins comme chez la daurade (Kalogeropoulos et al., 1993).

Les différences de composition en AG observées entre lipides neutres et lipides polaires

s’expliquent par la spécificit€é de 1’oxydation des AG chez le poisson. Les lipides neutres,
principaux constituants des tissus de réserve énergétiques, sont riches en AGMI car ce type d’AG
est préférentiellement catabolisé a des fins énergétiques (Bell er al., 1998). Ils pourront ainsi
fournir le carburant nécessaire a la reproduction et a la croissance. Les lipides polaires, riches en

AGPI représentent le dépot nécessaire au métabolisme des eicosanoides.

1.3.3 Effet du tissu et/ou du type de lipides sur la composition en AG

Nous avons testé I’effet du tissu et du type de lipides sur la composition en AG des lipides
afin de valider les spécificités observées dans les deux paragraphes précédents. L’analyse
statistique a été faite dans 1’expérience 1, et, malgré le faible nombre de poissons testés, nos
résultats montrent qu’il existe pour la plupart des AG, excepté 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6, EPA et
AGM]I, un effet de I’interaction du tissu et du type de lipides.

Concernant le DHA, les teneurs sont significativement supérieures dans les lipides polaires du filet
et inférieures dans les lipides neutres du foie et dans les deux types de lipides du tissu adipeux. Les
taux élevés de DHA au niveau des lipides polaires pourraient s’expliquer par le role important que
joue le DHA au niveau de la membrane cellulaire. Sa structure favorise les changements de
conformation de la membrane, importants dans les procédés visuels et neuromusculaires par
exemple, et elle participe a la résistance de la membrane vis a vis des variations de température et
de pression, ces parametres jouant un role important en environnement aquatique.

De plus, les teneurs €élevées au niveau du filet peuvent s’expliquer par le role du DHA au niveau du
métabolisme du muscle. En effet, le réticulum sarcoplasmique du muscle est particulierement riche
en DHA afin de faciliter la libération du Ca2+ nécessaire au mouvement (Ushio ef al., 1997). La

perche étant un carnassier ses muscles sont souvent sollicités pour attraper ses proies.
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1.3.4 Conclusion
La perche est un poisson maigre qui stocke ses lipides a des fins énergétiques dans un tissu

adipeux périviscéral. Son profil en AG est similaire a celui des autres poissons maigres, comme les
especes marines, avec une teneur élevée en AGPI et une teneur faible en 18:3n-3. Ce poisson
constitue donc un bon modele d’étude du métabolisme des AGPI chez une espece maigre.

Mis a part les conditions expérimentales, le profil en AG du poisson est différent a la fois en
fonction du tissu et du type de lipide observé. Comme dans la littérature, un taux élevé de DHA (20
a 40%) a été retrouvé chez la perche, dans les trois tissus examinés (filet, foie et tissu adipeux) et
dans les deux types de lipides (neutres et polaires), avec un maximum pour les lipides polaires du
filet confirmant ainsi sa qualité nutritionnelle. En effet, si I’on regarde les résultats de I’étude 3,
une perche de taille commerciale d’environ 130g contient 60g de filet (2 x 30g), 1,5g de foie et
4,5¢ de masse graisseuse (tissu adipeux périviscéral). En terme de quantité, ses trois tissus
pourraient contenir jusqu’a 240mg, 30mg et 800mg de DHA chacun. Les apports nutritionnels
conseillés (ANC) en AGPIn-3 sont chez I’homme de 2000mg d’acide alpha linolénique et 120mg

de DHA/jour. La consommation d’un filet de perche couvre donc les ANC en DHA.

2 PRODUCTION DE DHA CHEZ LA PERCHE

INTRODUCTION

Les résultats sur la composition en AG des tissus de la perche présentés ici, ainsi que ceux
de la littérature montrent un taux élevé de DHA dans les tissus, parallelement a un faible taux de
18:3n-3. De plus, la teneur en DHA des tissus est supérieure a celle des aliments, comme 1’ont
également montré Kestemont et al. (2001) et Xu et al. (2002). Ces auteurs font I’hypotheése d’une
bioconversion de DHA in situ a partir des AGPI a 18 carbones précurseurs présents dans 1’aliment.
Un des objectifs de cette these était de vérifier cette hypothese de production de DHA a partir de
18:3n-3 et d’étudier les parametres de cette bioconversion.

Cette voie de bioconversion des AGPIn-3 a été décrite dans la partie bibliographique: les
poissons d’eau douce sont capables de transformer le 18:3n-3 présent dans I’alimentation en AGPI
a 20 et 22 carbones (EPA, DHA) par une série de réactions de désaturations et d’élongations

catalysées respectivement par des désaturases (delta 5 et delta 6) et des élongases.

C’est pour mieux comprendre d’ou viennent les fortes teneurs en DHA dans les tissus de la
perche et pour vérifier I’hypothése de bioconversion, que nous avons déterminé 1’expression
génique des delta 5 et delta 6 désaturases dans différents tissus afin de voir les lieux de production

de DHA.
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2.1 Distribution tissulaire des désaturases chez la perche
Le génome de la perche n’étant pas séquencé en entier, les sondes utilisées pour

I’hybridation ont été choisies par approximation.

Pour la delta 5 désaturase une séquence consensus entre I’homme, le rat et le saumon a été

trouvée et la séquence chez la perche a ainsi pu étre prédite. Nous n’avons pu obtenir de résultats
concernant I’expression génique de la delta 5 désaturase chez la perche. Cependant, ce résultat ne
suggere pas pour autant 1’absence d’expression de delta 5 désaturase chez la perche. En effet,
I’absence d’hybridation entre les geénes de la perche et les sondes élaborées pour la delta 5
désaturase signifie que la séquence choisie pour la delta 5 est certainement trop éloignée de la
réalité. Ceci ne perturbe pas notre étude, car I’étape limitante de la voie de bioconversion des
AGPIn-3 est la transformation de 18:3n-3 en 18:4n-3 catalysée par la delta 6 désaturase. Ainsi, les
résultats obtenus avec la delta 6 désaturase suffisent a discuter des lieux de bioconversion de DHA
chez la perche.

Pour la delta 6 désaturase, la séquence chez la perche a été prédite a partir d’une séquence

consensus entre la truite, ’homme, la souris, le rat et la carpe. Aux conditions expérimentales

testées, la delta 6 désaturase a été détectée avec certitude dans le foie. Il semblerait qu’elle soit
aussi présente dans le cerveau et dans ’intestin. Cependant la présence d’un produit de PCR de
taille plus élevée que le produit attendu pour la delta 6 désaturase dans les échantillons de cerveau
et d’intestin testés diminue le signal correspondant a la delta 6 désaturase et ne nous permet pas de
conclure avec certitude a la présence de ’enzyme dans ces deux tissus. L’enzyme n’a jamais été
détectée dans le filet, ni dans les gonades. La quantité de matériel obtenu lors de I’extraction de
I’ ARN du tissu adipeux ne nous a pas permis de mettre en évidence la présence ou 1’absence de

delta 6 désaturase dans ce tissu.

Il y a peu de résultats disponibles dans la littérature sur 1’expression des génes codant pour
les désaturases chez le poisson. L’expression génique de la delta 5 et delta 6 désaturase a été dosée
chez le saumon d’atlantique par une PCR quantitative en temps réel (Zheng et al., 2005a). Les
deux enzymes sont fortement exprimées dans I’intestin, le foie et le cerveau. L’expression des
genes codant pour la delta 6 désaturase a également été dosée chez la truite arc en ciel, par RT-
PCR (Seiliez et al., 2001). Comme chez le saumon, I’ARNm codant pour la delta 6 désaturase a été
détecté dans plusieurs tissus incluant le foie, I’intestin, le rein, le cceur et le muscle blanc. L’étude
de Ling et al., (2006b) a également révélé la présence de la delta 5 et delta 6 désaturase dans le

filet, le foie et les ovaires du poisson porte épée.
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La différence avec notre étude réside dans la spécificité de la sonde. En effet, pour le saumon
et la truite, les génes codant pour les désaturases ont été clonés et séquencés. Les auteurs ont donc

pu mettre au point des sondes spécifiques a chacune de ces especes.

La perche est a I'inverse du saumon et de la truite une espece maigre. On peut alors penser
que la distribution tissulaire des enzymes peut étre différente en fonction de la catégorie lipidique
du poisson. L’étude de Seiliez et al. (2003), menée sur le turbot contrecarre cette hypothese car la
présence d’ARNm codant pour la delta 6 désaturase a été détectée dans les deux tissus testés qui
sont les visceres et le filet. Donc il semblerait que la distribution tissulaire des enzymes impliquées
dans la bioconversion des AG soit la méme chez les especes maigres et grasses et que 1I’absence
d’ARNm codant pour la delta 6 désaturase dans le filet, les gonades et le tissu adipeux soit da a
notre méthode d’analyse. Cependant ceci reste a confirmer car nos résultats sont les seuls

concernant une espece maigre d’eau douce.

L’absence d’ARNm codant pour la delta 6 dans un tissu ne signifie pas forcément que
I’enzyme n’est pas présente dans le tissu. En effet, une quantité infinitésimale (non détectée pas
notre méthode d’analyse) d’ARNm suffit pour la traduction en protéine. Donc il est probable que le
gene codant pour 1I’enzyme soit exprimé dans tous les tissus chez la perche mais que notre méthode

ne soit pas suffisamment sensible pour les détecter.

Autre hypothese, la protéine pourrait €tre traduite dans le foie et ensuite exportée par la voie
sanguine vers les autres tissus. Mais pour cela il faudrait que ce soit une protéine circulante. Or
ceci ne semble pas étre le cas chez les autres especes (protéine transmembranaire, avec absence de
peptide N terminal qui permettrait de conduire la protéine a la membrane et serait clivé au moment

de la libération dans le sang).

L hybridation observée dans le cerveau et I'intestin est également observée dans le filet et
les gonades mais pas dans le foie. Ceci évoque un phénomeéne d’épissage alternatif tissu
spécifique qui pourrait donner naissance a une forme différente de delta 6 désaturase, un variant de
plus grande taille par inclusion d’un exon additionnel par exemple. Si I’on observe la littérature a
ce sujet, on trouve chez la truite arc en ciel (dans le foie) (Seiliez et al., 2001) et chez la daurade
(dans les visceres) (Seiliez et al., 2003) la présence de deux transcrits correspondant a la delta 6
désaturase (obtenus par Northern Blot). Les auteurs ne fournissent pas d’explications a ces deux
transcrits, qui ont également été observés de la méme maniere pour la delta 6 désaturase chez le rat

et la souris (Cho et al., 1999a; Cho et al., 1999b). Cho et al. (1999a) supposent cependant qu’il y a
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deux isoformes de 1’enzyme, 1’une catalysant la désaturation du 18:3n-3 en 18:4n-3 et I'autre la
désaturation du 24:5n-3 en 24:6n-3.

Chez le poisson, un phénomene d’épissage alternatif tissu spécifique a été décrit pour le gene
codant pour une enzyme de croissance (Krueckl et Sherwood, 2001). La preuve ultime pour
connaitre la nature de la bande observée dans notre étude serait son séquencage et la comparaison

avec d’autres delta 6 désaturases.

Afin de confirmer les résultats obtenus, les perspectives de travail sont premierement de
refaire le test sur un nombre plus important d’échantillons, en vérifiant au préalable 1’absence
d’ADN génomique potentiellement polluant, et deuxiemement de séquencer le géne chez la perche

afin de pouvoir mettre au point des sondes qui lui sont spécifiques.

En conclusion, on peut dire que I’hypotheése de bioconversion de DHA a partir de
18:3n-3 chez la perche a été vérifiée par la présence du gene codant pour la delta 6
désaturase dans certains tissus. Au vu des résultats on peut penser que le géne est beaucoup
exprimé dans le foie et dans une moindre mesure dans les autres tissus, sauf le tissu adipeux ou
I’expression n’a pas pu étre dosée. Ces résultats ne sont pas en accord avec les taux de DHA
observés dans les tissus puisque c’est le filet le plus riche en DHA, suivi par le foie et le tissu
adipeux. A partir de cette observation plusieurs hypotheses sont possibles :

- D’expression du gene n’est pas corrélée avec le taux de DHA, le gene peut étre exprimé

mais I’enzyme n’est pas active

- le geéne codant pour la delta 6 désaturase est exprimé dans ces trois tissus mais notre

méthode d’analyse ne nous a pas permis de le détecter

- le DHA est produit dans le foie uniquement et est ensuite distribué aux différents tissus

2.2 Activité enzymatique
Afin de vérifier I’hypothese de bioconversion de DHA dans les tissus de la perche nous

avons dosé l'activit¢ de la voie biosynthétique désaturation/élongation dans le foie par

incorporation de 18:3n-3 marqué au carbone 14 et dosage du taux de DHA radioactif formé.

Malgré une faible quantité de radioactivité injectée dans les hépatocytes, de la
radioactivité a été détectée au niveau du DHA démontrant ainsi la production de DHA.
Afin de vérifier I’hypothese de bioconversion de DHA de chaque tissu, il aurait fallu également
isoler des cellules musculaires et des adipocytes. Cependant, le protocole n’a pu étre mis au point

pour I'instant que sur les hépatocytes.
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L’incorporation d’AG marqué est une méthode qui a été utilisée chez différentes especes

pour vérifier les hypotheses de bioconversion des AGPI. Comme dans notre étude, la
bioconversion de 18:3n-3 en DHA a été mesurée dans le foie (hépatocytes et microsomes) chez les
salmonidés (Buzzi et al., 1996; Tocher et al., 2001; Tocher et al.,, 2003) et chez le turbot
(Rodriguez et al., 2002). Elle a également été mesurée dans les entérocytes chez la truite arc en ciel
(Tocher et al., 2004) et dans une lignée cellulaire chez la carpe (Tocher et Dick, 2001). L’étude de
Ghioni et al. (1999) a utilisé des AG marqués incorporés a des lignées cellulaires de saumon et de
turbot et a démontré que la faible capacité des poissons marins a bio synthétiser les AGPI était due
a une faible activité des élongases.
Ce méme type d’étude peut permettre d’étudier les flux d’AG en mesurant les AG radioactifs dans
les tissus et le sang, comme cela a été fait dans I’étude de Stubhaug et al. (2005). Cependant, ce
type de dosage utilisant I’'incorporation d’AG marqué dans une cellule ne permet pas d’avoir une
vision globale de tout ce qui se passe dans I’animal. De plus, comme cela a été le cas dans notre
étude, I'utilisation de cellules isolées conduit a la formation d’une grande quantité de produits
intermédiaires et peu de DHA final ce qui rend difficile la mesure de la radioactivité retrouvée.
C’est pourquoi certains auteurs ont mis en place des expérimentations in vivo qui permettent de
doser le taux de formation de DHA dans les différents tissus en utilisant un marquage au deutérium
(isotope naturel de I’hydrogene) sur 5 hydrogenes du 18:3n-3 (D5 (17, 17, 18, 18, 18) 18:3n-3).
L’ AG est incorporé a I’aliment plutdt qu’injecté a 1’animal pour éviter le stress. Bell et al., (2001b)
ont étudié ainsi la synthese et la distribution de DHA a différents temps. La plus grande
concentration de DHA a été retrouvée dans le foie au bout de 7 jours, démontrant le role
biosynthétique de cet organe. Les concentrations de DHA sont 3 fois supérieures dans les yeux,
montrant une incorporation préférentielle dans ce tissu.

Il pourrait étre intéressant de faire ce type d’expérience chez la perche afin de voir dans
quels tissus le DHA est produit et en quelles quantités.

Parmi les tissus impliqués dans la formation du DHA chez la truite arc en ciel, le foie et
I’intestin (au niveau du caecum pylorique) sont les tissus les plus actifs dans la bioconversion du
DHA, le cerveau et les yeux, riches en DHA, semblent étre un peu moins impliqués tandis que le
tissu adipeux est inactif (Bell et al., 2003b).

En ce qui concerne la perche, notre expérience a permis de montrer que le foie est actif et les

autres tissus n’ont pas été testés.
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3 EFFET DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX ET
NUTRITIONNELS SUR LA COMPOSITION EN AGPIn-3

INTRODUCTION

- Dans le premier chapitre nous avons mis en évidence la qualité nutritionnelle de la perche par sa
richesse en AGPIn-3 et plus particuliecrement en DHA. Les teneurs en AGPIn-3 variant en fonction
du tissu et du type de lipides.

- Dans le deuxieme chapitre nous avons démontré 1I’existence de la voie de bioconversion de DHA
a partir de 18:3n-3 qui explique en partie les fortes teneurs en DHA observées dans les tissus.

- Dans la partie bibliographie nous avons vu que la composition en lipides des tissus est soumise a

I’effet de différents facteurs environnementaux.

® Le but de ce dernier chapitre est de voir dans un premier temps quels sont les facteurs
ayant un effet important sur la teneur en AGPIn-3. Puis dans un deuxieme temps de voir plus
précisément comment ces facteurs peuvent faire varier la composition en AG des tissus et donc la
qualité nutritionnelle du poisson. Pour cela les résultats de 1’étude 2 (Détermination et
hiérarchisation de facteurs ayant un effet sur la teneur en lipides et la composition en acides gras
des tissus) et de I’étude 3 (Effet du traitement alimentaire sur la composition en AGPIn-3 des tissus

chez la perche) sont discutés ici.

3.1 Effet des facteurs environnementaux sur la croissance, la teneur

en lipides et la composition en AG des tissus de perche
L’effet des facteurs environnementaux sur la teneur en lipides et la composition en acides

gras a été déterminé lors de 1’étude 2. Pour cela, deux expériences ont été mises en place au
laboratoire dans le cadre d’un projet Aliment Qualité Sécurité (AQS) : Systeme de production et
qualité technologique et nutritionnelle de la Perche (Ministere de la recherche). L’objectif essentiel
était de comprendre et d’optimiser le déterminisme de la construction de la qualité chez la Perche.

- la premiere expérience a permis de hiérarchiser I’effet des facteurs et de leurs
interactions et de trouver des combinaisons de facteurs optimales a la croissance et a la
qualité de la perche.

- la deuxieme expérience dont le but était de valider les quatre combinaisons optimales

trouvées lors de la premiere expérience a permis de confirmer les effets observés sur le
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filet dans la premiere expérience et de regarder si ces effets sont les mémes pour le foie
et le tissu adipeux
La nature des lipides, connue pour étre un facteur important ayant un effet sur les

caractéristiques lipidiques des tissus du poisson, a ensuite été détaillée dans 1’étude 3. Le but de
cette étude était de comprendre comment I’alimentation peut agir pour augmenter la teneur en
AGPIn-3 et plus particulierement en DHA afin d’optimiser la qualité nutritionnelle de la chair de
perche. Nous avons pour cela élevé des poissons en utilisant trois sources lipidiques, de
composition en acides gras différentes. Puis nous avons regardé I’effet de ces aliments sur
- la composition en AG des lipides totaux, neutres et polaires du filet, du foie et du tissu adipeux
périviscéral
- ’expression génique de la delta 6 désaturase dans le foie

- ’activité de la voie de bioconversion des AGPIn-3 dans les hépatocytes

3.1.1 Facteurs ayant un effet sur la croissance des poissons
La croissance des poissons est faible dans les deux études et le taux de croissance

spécifique ne dépasse pas 1%.

Pour I’étude 2, les taux de croissance spécifiques sont compris entre 0,4% et 0,6%
(maximum pour la modalité Signal/Bruit de 1’expérience 2), avec des valeurs proches de celles
trouvées par Xu et al., (2002) chez des juvéniles avec un poids initial similaire a celui de notre
étude. L’expérience de Kestemont et al. (2001) a testé I’'impact de I'utilisation d’un antioxydant
dans I’aliment sur la croissance et la qualité des animaux élevés (poids initial inférieur a celui de
notre étude). Les taux de croissance spécifiques observés dans notre étude se rapprochent de ceux
de cette étude pour les aliments sans antioxydant et sont 3 fois plus faibles que ceux observés chez
les poissons nourris avec 1’aliment complété par 1’antioxydant.

Pour I’étude 3, les taux de croissance spécifiques sont tres inférieurs a ceux observés dans
la littérature. Les IHS et IVS sont deux fois plus faibles que ceux observés chez la perche nourrie
avec un aliment a 15% et 19% de lipides (Xu et al., 2002). Xu et Kestemont (2002) ont testé
comme nous l’effet de I’huile d’olive, de I'huile de lin et de I’huile de poisson. Les auteurs
trouvent un taux de croissance spécifique similaire au notre pour I’huile d’olive, 3,5 fois supérieur
au no6tre pour 1’huile de lin et 4 fois supérieur au notre pour I’huile de poisson.

Les différences de croissance observées avec nos résultats s’expliquent tout d’abord par le

poids initial des poissons qui est plus élevé dans nos expériences. Il va jusqu’a étre quatre fois
plus grand dans I’étude 3 par rapport a celle de Xu et Kestemont (2002). Nous avons utilisé cette

taille car elle correspond a la taille commerciale, mais pour des expériences visant a étudier le

157



3% PARTIE : DISCUSSION

métabolisme de I’animal il vaudrait mieux utiliser des juvéniles afin d’étre dans de meilleures
conditions de croissance.

La faible croissance des animaux peut é&galement s’expliquer par des conditions
environnementales stressantes comme la densité d’élevage et la petite taille des bassins utilisés.
Plus particulierement en ce qui concerne 1’étude 2, la faible croissance peut aussi s’expliquer par le
stress supplémentaire provoqué par la panne des sur-presseurs. La perche est particulierement
sensible aux perturbations extérieures et est stressée par des manipulations classiques utilisées en
aquaculture (Jentoft et al., 2005), par le nettoyage des bacs ou tout simplement par I’ombre des
personnes se situant aux alentours des bacs (Kestemont ef al., 2001). Ce stress provoque une
diminution de la prise alimentaire, une augmentation des dépenses énergétiques et conduit a
diminuer le taux de croissance (Wendelaar-Bonga, 1997) (Strand et al., 2007). L’étude de Strand et
al. (2007) met en évidence des taux de croissance spécifique faibles, proches de nos résultats, pour
des juvéniles soumis a un stress (entre 0.3 et 0.7% en fonction de I’intensité du stress appliqué:
ombres, mouvements, nettoyage des bacs). L’utilisation de cages de couverture des bacs aurait pu

éventuellement permettre de diminuer le stress lors du nourrissage des poissons.

Xu et Kestemont (2002) ont mis en évidence un effet de 1’aliment sur I’efficacité alimentaire (effet
significativement inférieur avec 1’huile d’olive). Cet effet vraisemblablement lié¢ a une différence
d’appétence est certainement également présent dans nos deux études. L’efficacité alimentaire dans
I’étude 2 est fonction de la température et de la photopériode mais la nature des lipides n’a pas
d’effet. Pour I’étude 3, I’efficacité alimentaire n’a pas été quantifiée (poids des morts non mesuré),
par contre, les valeurs du taux de rationnement réel montrent que les animaux ont moins
consommé les aliments par rapport aux objectifs fixés. Mais il n’y a pas de différence de
consommation en fonction de la source lipidique, I’appétence des aliments semble €tre la méme.
L’idéal aurait ét€ de garder un lot t€émoin nourri avec I’aliment classiquement utilisé que 1’on sait
étre bien apprécié des poissons pour vérifier si la diminution de la prise alimentaire est due a un

probléme d’appétence ou a autre chose.

La faible croissance peut donc s’expliquer par une sous alimentation des poissons (stress,
probleme d’appétence) mais elle peut aussi €tre due a une faible valorisation de I’aliment. En effet,
I’augmentation des réserves (tissu adipeux périvsicéral) tout au long de I’expérimentation traduit
nécessairement un ingéré et montre ainsi que la faible croissance est plutot liée a la qualité des
aliments ingérés (mauvaise assimilation de ces lipides, déséquilibre des apports en acides gras par

rapport aux besoins) plutot qu’a la quantité.
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Dans 1’étude 2, les principaux facteurs ayant un effet sur la croissance du poisson sont
la température, la photopériode et la nature des lipides. Le poids final le plus élevé est obtenu
avec une photopériode longue et une température haute. La croissance des poissons est plus faible
lorsqu’on remplace 1’huile de poisson par de I’huile de colza. Dans le cadre de cette expérience et
avec les modalités retenues, les meilleurs résultats de croissance sont obtenus lorsqu’une
photopériode longue est associée a une température d’élevage haute et lorsqu’on n’ajoute pas
de lipides d’origine végétale dans les aliments

Cependant, 'effet de la nature des lipides alimentaires sur la croissance n’a pas €été

confirmé dans 1’étude 3 : la croissance des poissons est tres faible, quel que soit le traitement

alimentaire.

Elle ne semble pas étre influencée par la nature des lipides, cependant la puissance du test
statistique est trop faible pour pouvoir conclure et il est possible que la croissance soit plus faible
avec I’huile de lin. Les résultats de Xu et Kestemont (2002) montrent un effet de la nature des
lipides sur la croissance avec des taux supérieurs pour I’huile de poisson et inférieurs pour 1’huile
d’olive. De plus les huiles végétales utilisées different dans 1'étude 3 par rapport aux 2 précédentes

et peut biaiser la comparaison.

Différentes études menées sur les poissons d’eau douce ont montré que le remplacement de
I’huile de poisson par de I’huile végétale n’a pas d’effet négatif important sur la croissance et sur la

survie des poissons (Wonacott et al., 2004; Subhadra et al., 2006; Torstensen et al., 2006).

3.1.2 Facteurs ayant un effet sur la teneur en lipides des tissus
Malgré la faible croissance des animaux, la teneur en lipides des poissons augmente

tout au long de I’expérimentation.

Dans 1I’étude 2, parmi les douze facteurs testés dans I’expérience 1, la température de
I’eau et la nature des lipides alimentaires sont les deux seuls facteurs ayant un effet direct et en
interaction sur la teneur en lipides totaux du filet. La teneur en lipides du filet diminue
significativement quand la température de 1’eau est plus élevée et ce d’autant plus que des huiles

végétales sont incorporées dans 1’aliment.
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3.1.2.1 Effet de la température sur la teneur en lipides du filet
Dans I’expérience 1, la teneur en lipides du filet est supérieure pour la modalité température

basse, c'est-a-dire 16°C versus 23°C.

Des résultats similaires aux notres ont été observés chez la perche. Mairesse et al. (2006) mettent
en évidence des différences dans la teneur en lipides du filet chez deux populations de poissons
péchées dans des environnements géographiquement différents. Les auteurs soulignent les
différences d’alimentation et de température des deux milieux et montrent des teneurs en lipides
totaux du filet plus élevées lorsque la température est basse.

Différents auteurs ont démontré ’effet de la température sur la teneur en lipides du filet
(Fauconneau et al., 1995; Fauconneau et Laroche, 1996; Van Ham et al., 2003). Van Ham et al.
(2003) ont observé comme nous des teneurs en lipides plus faibles pour des températures plus
élevées. Ingemanson et al. (1993), ont montré que la teneur en lipides du muscle rouge de la truite
augmente quand la température baisse. Selon eux, les températures élevées conduisent a une
augmentation de la croissance ce qui implique une augmentation du métabolisme avec 1’utilisation
des réserves lipidiques comme carburant aboutissant a une diminution de la teneur en lipides du
filet. D’autre auteurs ont observé a I’inverse une augmentation de la teneur en lipides qu’ils
expliquent par une augmentation de la prise alimentaire stimulée par les températures €levées

(Fauconneau et al., 1995).

L’effet de la température n’a pas été testé sur la teneur en lipides des sites de stockage de
I’énergie chez la perche, i.e le tissu adipeux périviscéral et le foie. Cependant, si I’on prend en
compte I’hypothese de 1’utilisation des réserves énergétiques a haute température on peut penser
que la teneur en lipides de ces tissus augmente a basse température. Cependant, on note que la
température a un effet sur I’'indice de gras qui diminue lorsque la température diminue ce qui est
contradictoire avec 1’hypothese émise. Ceci est a mettre en parallele avec la maturation sexuelle
qui se produit a basse température associée a une photopériode courte. Chez la plupart des especes,
la maturation sexuelle et la formation des gonades se traduisent par un épuisement des réserves
corporelles et une baisse de la teneur en lipides du filet. Le profil en acides gras du filet peut aussi
étre modifié. Chez la perche en milieu naturel, aucune variation de la teneur en lipides musculaires
n’est observée (Sulistyo et al., 1998). Au contraire, la mise en circulation des réserves énergétiques

periviscérales semble permettre une 1égere augmentation de cette teneur.

L'interaction température/nature des lipides a un effet sur la teneur en lipides du filet.
Cet effet se retrouve sur le taux de croissance relatif: une température basse associée a un aliment

contenant uniquement de I’huile de poisson augmente le taux de croissance relatif et la teneur en
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lipides du filet. Cette interaction a déja ét€ observée chez la truite d’élevage ou les teneurs en
lipides corporels sont plus élevées a basse température, associée a une faible activité de la

synthétase des acides gras régulée par la composition de I’aliment (Corraze et al., 1999).

La deuxieme expérience menée sur la validation des combinaisons optimales ne nous a pas
permis de confirmer I’effet de la température observé dans 1’expérience 1 puisqu’une seule
température (23°C) a été utilisée. En effet, le couple température haute (23°C) et photopériode
longue (16/8) a été utilisé car cette combinaison permet d’obtenir les meilleures performances de
croissance et ne provoque pas I’entrée des réserves énergétiques dans le processus de maturation

sexuelle, qui est bloqué.

3.1.2.2 Effet de la nature des lipides sur la teneur en lipides des
tissus

=>Teneur en lipides du filet

Excepté pour les résultats de I’expérience multifactorielle (étude 2, expérience 1), la teneur en
lipides du filet ne semble pas étre soumise a I’effet de la nature des lipides alimentaires, et ceci
malgré la faible puissance du test statistique observé dans 1’étude 3 (5%, due aux tres faibles
écarts). Ce résultat est en accord avec la littérature: la teneur en lipides du filet est faible et stable
tout au long de I’expérimentation, quel que soit le traitement alimentaire (Xu et al., 2002; Xu et
Kestemont, 2002; Mairesse et al., 2006). Cependant, Kestemont et al., (2001) ont montré que la
présence d’un antioxydant dans 1’aliment pouvait avoir un effet sur la teneur en lipides du filet, ce
qui implique que la nature des acides gras peut agir a un certain niveau. Peut étre qu’un probleme
d’oxydation des AG de I’aliment utilisé dans I’expérience 1 de I’étude 2 pourrait expliquer I’effet
observé.

La nature des lipides alimentaires a par contre un effet sur la part des lipides neutres qui est
significativement supérieure avec I’huile de poisson. Ces résultats apportent un
renseignement nouveau par rapport a ceux rapportés jusqu’a présent pour la perche, mais
ont déja été observés chez d’autres especes: Torstensen et al., (2004b) ont également observé des
teneurs en lipides neutres plus faibles chez le saumon d’atlantique nourri avec de I’huile végétale
(100% huile de colza et mélange 50/50 colza/poisson). Cependant, chez cette espece les lipides
sont stockés dans le filet alors que chez la perche les lipides sont stockés dans le tissu adipeux
périviscéral et le foie. Menoyo et al. (2007) n’ont quant a eux pas trouvé d’effet de I’aliment (huile
de poisson vs huile de lin) sur la répartition lipides neutres et polaires du filet chez le saumon

d’atlantique. Ces différences sont liées a la teneur en lipides neutres de chaque huile.
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=>Teneur en lipides du foie

A la différence du filet, la teneur en lipides du foie augmente avec le temps et est significativement
inférieure pour les poissons nourris avec 1’huile de poisson. Cette différence peut s’expliquer par
une incorporation préférentielle de 18:1n-9 pour les animaux nourris avec de I’huile d’olive (étude
3) et de 18:2n-6 pour ceux nourris avec de 1’huile de lin (étude 3) et de ’huile de colza (étude 2)
comme cela a été observé chez le saumon d’atlantique (Ruyter et al., 2006; Menoyo et al., 2007).
Xu et Kestemont (2002) ont également observé ce phénomene d’incorporation préférentielle qui
conduit a une augmentation de leur teneur en lipide: Celle du foie est maximale chez les animaux

nourris avec de 1’huile de lin.

=>»Teneur en lipides du tissu adipeux périviscéral

La nature des lipides alimentaires a un effet sur la teneur en lipides du tissu adipeux périsvicéral
dans I’étude 2 qui ne se retrouve pas dans 1’étude 3. Dans le premier cas, c’est plus la teneur en
lipides de I’aliment qui a un effet, avec une teneur maximale pour les aliments contenant 21% de
lipides quelle que soit leur nature.

Les résultats de Xu et Kestemont, 2002, montrent un effet de la nature des lipides sur la teneur en
lipides des visceres, avec une teneur maximale pour les poissons nourris avec 1’huile de poisson et
I’huile de lin. Les différences avec nos résultats sont dues a la faible croissance des poissons et a
leur poids initial. De plus, dans notre étude nous avons disséqué le gras qui entoure les visceres

tandis que Xu et Kestemont (2002) ont travaillé sur les visceéres entieres.

=>Teneur en lipides du poisson entier

La teneur en lipides des poissons entiers a été observée dans I’étude 3. Elle ne semble pas étre
influencée par le traitement alimentaire. Cependant la puissance du test est faible et peut masquer
un effet traitement correspondant a une teneur inférieure obtenue avec 1’huile de lin (5,1%) contre

6,0% et 5,9% respectivement avec I’huile de poisson et I’huile d’olive.

3.1.3 Composition en AG des tissus
Dans 1’étude 2, la composition en AG du filet a été testée en fonction d’un certain nombre

de facteurs environnementaux. Les résultats ont permis de conclure que la composition en AG du
filet est soumise a 1’effet des facteurs environnementaux différemment en fonction du type d’AG,
certains AG ont un déterminisme simple avec seulement un ou deux facteurs ayant un effet,

d’autres un déterminisme plus complexe.
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Dans notre expérience, la teneur en 16:0 du filet n’est soumise a l’effet d’aucun facteur

environnemental parmi les 12 facteurs testés.

3.1.3.1 Deéterminisme de la composition en AG
Concernant la composition en AG du filet, parmi ceux testés, le 18:0, 18:1n-9, 18:2n-6,

20:1n-9 ont un déterminisme simple : ils sont soumis a un seul effet: la nature des lipides
alimentaires.

Le 16:1n-7 et le 18:4n-3 sont soumis a I’effet de deux facteurs : la nature des lipides alimentaires

et la température. Pour le 18:4n-3 la température a un effet seul, alors que pour le 16:1n-7 la
température interagit avec la nature des lipides. Ceci se retrouve aussi pour 'EPA et le DHA qui
sont soumis a 3 effets: la nature des lipides alimentaires, la température et I’interaction
température/nature des lipides pour I'EPA, la nature des lipides alimentaires, la densité finale et le
taux de rationnement pour le DHA.

Les acides gras 18:3n-3 et 20:4n-6 ont un déterminisme tres complexe car ils sont soumis

respectivement a 6 et 10 effets incluant 3 effets d'interaction.

Ces résultats permettent de mettre en évidence des différences entre les familles d’acides
gras: les n-9 semblent étre assez stables au contraire des n-6 et des n-3 qui sont apparemment
soumis a ’effet de plusieurs facteurs. Ceci peut s’expliquer par leurs rdles respectifs, les n-9
ayant surtout un réle important dans les réserves énergétiques tandis que les n-6 et les n-3
interviennent a plusieurs autres niveaux du métabolisme (croissance, reproduction...). De plus, on
peut noter que pour les n-6 la complexité du déterminisme augmente avec le degré d’insaturation.

La tendance semble étre inversée pour les n-3, sauf pour ’EPA et le DHA.

L’approche multifactorielle nous a permis de mettre en évidence des interactions de
facteurs ayant un effet sur la composition en AG. A notre connaissance il n’existe pas pour

I’instant d’autres études de ce type dans la littérature.

3.1.3.2 Effet de la température sur la composition en AG du filet.
Nos résultats confirment les données de la littérature, puisque 1’effet de la température sur

la composition en acides gras des tissus a ét€ démontré chez différentes autres especes, et
apportent des informations nouvelles en montrant que cet effet température est souvent
modifié par d'autres effets (interactions significatives).

L'effet température varie en fonction de I’espece, du type de tissu et de la nature des lipides. En

regle générale, a basse température la proportion d’AGS diminue alors que celle d’acides gras
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insaturés (mono et poly-insaturés) augmente (Hazel, 1979; Cossins et Lee, 1985), Iactivité des
enzymes impliquées dans la désaturation des AG étant plus élevée a basses températures
(Schuenke et Wodtke, 1983; Hagar et Hazel, 1985; Tocher et al., 2004).

Ce n’est pas le cas dans notre étude ou la température seule n’a pas d’effet sur la somme
des AGS, AGMI, AGPIL. La température a un effet sur les AGPI (somme des AGPIn-6, 20:4n-6 et
EPA) dont les teneurs augmentent lorsque la température est plus élevée. Ces différences sont peut
étre dues aux températures testées: 1’écart entre les deux températures est faible et notre modalité
basse (16°C) est plus élevée que les températures classiquement utilisées (10°C pour Hagar, Hazel,

1985, 5°C pour; Schuenke, Wodtke, 1983 ou 7°C pour Tocher, et al., 2004).

3.1.3.3 Effet de la nature des lipides alimentaires sur la composition
en AG des tissus
La nature des lipides alimentaires est le facteur le plus important qui intervient sur la

plupart des AG du filet. Dans nos deux études, malgré la faible croissance des animaux, le profil en
AG des poissons entiers et des tissus (filet, foie, tissu adipeux périviscéral) est différent en fonction

de I’aliment testé.

L’utilisation d’huile végétale contribue a diminuer les teneurs en AGPI n-3 (DHA,
EPA) et a augmenter les teneurs en 18:3n-3 (huile de lin, de colza), 18:1n-9 (huile d’olive) et
18:2n-6 (huile de lin, de colza). A I'inverse, les poissons nourris avec de 1’huile de poisson ont
des profils plus proches de celui des poissons initiaux et sont plus riches en AG a longue chaine
20:4n-6, EPA et DHA. L’utilisation de I’huile végétale peut donc affecter la qualité nutritionnelle
du poisson.

La composition en AG des tissus reflete habituellement celle de 1’aliment (Jobling, 2001).
Nos résultats confirment ceux de la bibliographie, le remplacement de I’huile de poisson par de
I’huile végétale se traduit sur la composition en acides gras des tissus chez toutes les especes par
une diminution de la teneur en EPA et en DHA et par une augmentation de la teneur en acides gras
a 18 carbones (Alexis, 1997; Bell et al., 2001a; Izquierdo et al., 2003; Regost et al., 2003;
Mairesse et al., 20006).
Cependant, nos résultats montrent des teneurs en AGPIn-3 tissulaires nettement supérieures a
celles de I’aliment. Ceci confirme les résultats de la littérature et est le signe de la présence d’une

bioconversion endogene (Xu et Kestemont, 2002)

Nos résultats montrent également que chaque tissu répond différemment a I’effet de

I’aliment et ceci est 1ié a la composition initiale des tissus en rapport avec la fonction qu’ils
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occupent (cf Chapitre 1). Dans I’étude 2, lorsque les poissons sont nourris avec un aliment a base
d’huile végétale, le profil en AG du tissu adipeux est représentatif de celui de 1’aliment. Au
contraire, quand les poissons sont nourris avec de I’huile de poisson uniquement, c’est le profil en
AG du filet et du foie qui ressemble a I’aliment. Ceci est 1ié aux principaux AG des tissus qui

refletent les principaux AG des aliments.

Dans I’étude 3, les huiles végétales contiennent des teneurs inférieures en EPA et DHA par
rapport a celles retrouvées dans 'huile de poisson. Ces différences se retrouvent dans les tissus
mais dans une moindre mesure soulignant ainsi I’importance de ces AG pour le poisson. L’huile de
lin et I’huile d’olive contiennent 5 fois moins de DHA que I’huile de poisson. Dans le foie, la
teneur en DHA des animaux nourris avec de 1’huile végétale est 1,8 fois plus faible que celle des
animaux nourris avec de 1’huile de poisson. Dans le tissu adipeux ce rapport passe a 1,5 et dans le
fileta 1,1.

Cette rétention préférentielle d’AGPIn-3 a été observée chez d’autres especes comme le
saumon atlantique (Bell et al., 2001a; Bell et al., 2002), la truite arc en ciel (Caballero et al., 2002),
le turbot (Regost et al., 2003), le bar (Mourente et al., 2005), la daurade (Izquierdo et al., 2005) et

plus récemment le sar a bec fin (Piedecausa et al., 2007).

Le filet semble retenir de facon plus importante le DHA que les autres tissus. Dans le
foie et dans le tissu adipeux, I'utilisation d’huile végétale (HL et HO) provoque une diminution
d’environ 50% de la teneur en DHA et en EPA par rapport au profil en AG initial. Dans le filet la
diminution est d’environ 30%. Et ceci est peut étre lié au role important du DHA dans le

métabolisme du filet du poisson.

Les résultats de I’étude 3 confirment ceux de 1’étude 2 mais ils nous apportent une

information supplémentaire concernant 1’effet de la nature des lipides alimentaires sur les lipides

neutres et polaires : les effets observés sur les lipides totaux se retrouvent dans les lipides

neutres et 1’aliment a peu d’effet sur les lipides polaires. Par exemple, dans le filet, 1’utilisation
d’huile d’olive augmente significativement la teneur en AGMI et diminue significativement la
teneur en AGPIn-3 dans les lipides neutres alors qu’elle n’a aucun effet sur ces AG dans les lipides
polaires. Par contre, la teneur en DHA des lipides polaires est supérieure chez les animaux nourris
avec de I’huile d’olive. Cette différence est significative dans le filet.

En regle générale, I'effet de 1’aliment est plus important sur la composition en acides gras des
lipides neutres que sur celle des lipides polaires. C’est le cas chez le saumon atlantique (Ruyter et

al., 2006) ou le profil en AG de I’aliment se reflete de maniere plus importante dans les lipides
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neutres. Chez les juvéniles de bar, la carence en AGPIn-3 dans I’aliment influence fortement la
composition en AG des lipides neutres et plus modérément celle des lipides polaires. Comme chez
la perche, chaque tissu testé (foie, filet, branchies, ceil, cerveau) possede des caractéristiques
lipidiques qui lui sont propres, ainsi que des caractéristiques qui lui sont propres en termes de
réponses aux carences alimentaires. Ainsi le tissu neural (cerveau et ceil) du bar a une forte capacité
a réguler le contenu en DHA de ses lipides polaires, préservant de cette maniere ses fonctionnalités
malgré les carences (Skalli et al., 2005). Comme pour notre expérience, le profil en AG du filet est

celui qui est le plus semblable au profil du poisson entier.

3.1.4 Conclusion
En conclusion on peut dire que parmi les douze facteurs testés, la nature des lipides

alimentaire est le facteur qui a ’effet le plus important sur la composition en AG des tissus.
Le profil en AG des tissus reflete celui de 1’alimentation, avec des différences en fonction du tissu.
Cependant, d’autres facteurs peuvent interagir avec la nature des lipides alimentaires, tels que la
température ou le taux de rationnement. Certains AG sont soumis a de nombreux effets (18:3n-3,
20:4n-6), d’autres comme le DHA ont un déterminisme relativement plus simple.

Afin de mieux comprendre 1’action de la température sur le métabolisme des lipides il faudrait

tester son effet sur les lipides neutres et polaires ainsi que sur les autres tissus (foie, tissu adipeux).

Le but de nos expériences, et plus précisément de I’étude 3, était de voir si la perche est
capable de biosynthétiser du DHA a partir de I’AG précurseur 18:3n-3. Si tel est le cas, une
alimentation a base d’huile de lin pourrait conduire a des teneurs en DHA proches de celles
obtenues avec de I’huile de poisson et ainsi permettre d'obtenir des poissons de qualité
nutritionnelle proche. Ceci n’a pas été démontré dans nos études et s’avere différent de ce qui a été
observé chez la perche par Xu et Kestemont (2002).

Nos résultats montrent une teneur en DHA significativement supérieure pour le foie et le tissu

adipeux des animaux nourris avec de ’huile de poisson.
Par contre, dans le filet il n’y a pas de différence significative entre HP et HO avec un écart absolu
de 2.2% entre ces 2 traitements, ce qui est relativement faible et permet de faire I'hypotheése que si

méme cet effet peut exister (puissance du test limite de 63%), il est tres faible.

Ces résultats corroborent en partie ceux de Xu et Kestemont (2002) puisque ces derniers ont mis en
évidence une teneur en DHA indépendante de 1’aliment pour le filet et variable pour les visceres et

le foie. Mais ils montrent que dans le foie, la teneur en DHA est identique pour les animaux nourris
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avec de I’huile de lin et de I’huile de poisson (18:3n-3 transformé en DHA dans I’huile de lin) et
inférieure pour ceux nourris avec I'huile d’olive alors que nos résultats montrent un écart important

entre teneurs en DHA avec un aliment a base d'huile de poisson et a base d'huile de lin.

Les différences avec nos résultats peuvent avoir plusieurs explications :

La premiere est la présence d’une activité biosynthétique faible dans notre étude due a la
faible croissance du poisson. On observe tout de méme, dans le foie uniquement, une augmentation
significative de la teneur en 18:4n-3 pour les poissons nourris avec I’huile de lin. Le 18:3n-3 ingéré
en grande quantité a été un peu transformé en 18:4n-3 mais cette bioconversion ne s’est pas
poursuivie jusqu’au DHA. Ceci est différent des résultats de Xu et Kestemont (2002) ou la teneur
en 18:3n-3 des tissus des poissons nourris avec de 1’huile de lin est nettement plus faible que la
teneur dans 1’aliment, montrant ainsi une forte bioconversion de DHA. Cette bioconversion semble
étre plus élevée dans le foie.

Des teneurs élevées en 18:4n-3 ont également été observées dans le foie de la morue de Murray
(Francis et al., 2006) et du poisson porte épée (Ling et al., 2006a) en réponse a une alimentation a
base d’huile de lin, signe que cette huile permet d’activer les voies de bioconversion des AGPIn-3.

La deuxieéme explication concerne la composition en AG des aliments. Dans 1’expérience

de Xu et Kestemont I’huile de lin et I’huile d’olive sont totalement dépourvues de DHA et d’EPA
ce qui n’est pas le cas dans nos études (HL: 2,5%DHA, 2,7%EPA ; HO: 3%DHA, 1.8%EPA). 1l
semblerait donc que les teneurs en DHA et en EPA de I’aliment dans notre étude aient été
suffisantes pour que les animaux aient moins besoin de bioconvertir les AG alimentaires. Ces
valeurs d’EPA et de DHA exercent un retrocontrole sur le métabolisme des AGPIn-3.

La durée de I’expérimentation (3 mois) peut également €tre un facteur explicatif. Xu et

Kestemont (2002) ont nourris leurs animaux durant 10 semaines ce qui est a peu pres équivalent a
notre expérimentation. Cependant ils ont utilisé des juvéniles avec un poids initial 5 fois plus bas
que celui des poissons utilisés dans notre expérience. Dans notre étude la durée de 1’expérience

aurait pu étre multipliée par deux pour pouvoir observer des changements dans le métabolisme.

3.2 Effet de la nature des lipides alimentaires sur le métabolisme
des AGPIn-3

La richesse en AGPIn-3 des tissus de la perche est un critere de qualité important. Dans
I’optique d’améliorer la qualité de la perche et afin de mieux comprendre les effets observés sur la

composition en AG des tissus, I'effet de la nature des lipides alimentaires (facteur le plus

167



3% PARTIE : DISCUSSION

important) a été testé sur le métabolisme des AGPIn-3 et donc sur I’expression et I’activité de la

delta 6 désaturase, enzyme limitante dans la bioconversion des AGPIn-3.

3.2.1 Effet de la nature des lipides alimentaires sur I'expression génique
de la delta 6 désaturase dans le foie
Il n’y a pas d’effet transcriptionnel visible de I’aliment sur I’expression génique de la delta

6 désaturase mesurée dans le foie apres 3 mois d’expérimentation. Les explications rejoignent

celles déja émises concernant la composition en AG :

La premiere explication est qu’il n’y a pas de régulation nutritionnelle ou que la faible

croissance des poissons ne permet pas de mettre en évidence un éventuel effet de 1’alimentation.
La quantité d’aliment ingéré est peut étre trop faible pour faire varier de maniere significative la
transcription des genes.

La deuxieéme explication concerne la durée de I’expérimentation. Peut étre y a-t-il eu un

changement visible aprés 1 mois par exemple et qu’ensuite ce taux se soit normalisé ou alors peut
étre que la durée d’expérimentation est trop faible pour provoquer un effet visible de 1’aliment sur
la transcription des genes. Dans la littérature la durée d’expérimentation est comprise entre 8
semaines et 2 ans.

La troisieme explication étant que, s’il y a eu régulation nutritionnelle mais qu’elle n’est

pas visible au niveau de la transcription de ’ARNm, elle peut alors avoir lieu au niveau de la
traduction de ’ARNm en protéine ou alors au niveau de I’activité de I’enzyme. La traduction de
I’ARN en protéine pourrait étre évaluée par Western Blot. Cette méthode de détection
immunologique de la protéine delta 6 désaturase nécessite cependant des anticorps spécifiques
dirigés contre cette enzyme. A notre connaissance ceci n’existe pas pour la perche. De plus, ce type
de manipulation pourrait effectivement nous donner une information sur I’effet de I’aliment sur la
quantité de protéine traduite, mais ne nous permettrait pas d’affirmer si cette protéine est
fonctionnelle. Pour cela, seule une expérience a base d’AG marqués pourrait nous donner cette
information. Ce type d’expérience nous fournirait une évaluation de 1’activité biosynthétique totale
de la cellule (delta 6 et delta 5 désaturation, élongation). Zheng et al., (2004b) ont montré chez le
saumon que 1’augmentation de 1’expression des enzymes est corrélée a une augmentation de leur

activité.
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3.2.2 Effet de la nature des lipides alimentaires sur l'activité de la voie
de bioconversion des AGPIn-3 dans les hépatocytes
Du DHA radioactif a été retrouvé dans les lipides des hépatocytes indépendamment du

traitement alimentaire utilisé. La faible quantité de radioactivité injectée dans les cellules ne nous a
pas permis d’obtenir des données statistiquement fiables et ne nous permet pas de conclure sur
I’effet de D’alimentation sur D’activit¢é de la voie de bioconversion des AGPIn-3 dans les
hépatocytes de la perche.

Ces résultats nous ont permis de voir que les enzymes impliquées dans la bioconversion
des AGPIn-3 sont actives quel que soit le traitement alimentaire. Mais nous n’avons pas pu

mesurer avec efficacité cette activité.

A notre connaissance, aucun auteur n’a pour I’instant publié de résultats sur 1’effet de la
nature des lipides sur I’activité et sur I’expression des enzymes impliquées dans la bioconversion
des AGPIn-3 chez la perche. Par contre il existe des études sur I’effet de 1’alimentation sur le
métabolisme lipidique menées chez des especes d’eau douce et des especes marines. Nos résultats
sont différents de ceux observés dans la littérature sur les poissons d’eau douce. En effet, il a été
démontré chez les salmonidés que I'utilisation d’huile végétale dans 1’aliment provoque une
augmentation de 1’activité de bioconversion des AGPI dans le foie (Bell ef al., 1997; Tocher et al.,

2001; Ruyter et al., 2003; Tocher et al., 2003; Zheng et al., 2005b) et dans I’intestin (culture

d’enterocytes) (Tocher et al., 2002) qui sont tous les deux des sites importants dans 1’activité
biosynthétique des AG. L’étude de Zheng et al. (2005b) a montré que 1’utilisation d’huile végétale
induit une augmentation de 1’expression de la delta 5 et de la delta 6 desaturase dans les intestins,
foie, muscle rouge et tissu adipeux. Ling et al. (2006b), ont également montré une augmentation de
I’expression de la delta 6 et de la delta 5 désaturase dans le foie, le filet et les ovaires du poisson

porte épée en réponse a une alimentation a base d’huile de lin.

Le mécanisme de 1’augmentation de I’activité de bioconversion des AGPIn-3 en réponse a
une alimentation riche en huile végétale n’a pas encore entierement été élucidé. Par contre 1’effet
inhibiteur des AGPI dans I’alimentation a été clairement démontré : la présence d’AGPI dans
I’aliment inhibe 1’activité biosynthétique (Brenner, 1981) en provoquant la suppression de
I’expression des geénes codant pour les enzymes impliquées dans la bioconversion des AGPI
(Tocher, 2003; Zheng et al., 2004b). De la méme facon, 1’absence d’AGPI dans I’alimentation
pourrait provoquer une augmentation de 1’activité biosynthétique, potentialisée par la présence

d’acide gras précurseurs dans les huiles végétales (18:3n-3 et 18:2n-6). Zheng, et al. (2004 b) ont
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montré que I’activité de la delta 5 desaturase et d’une élongase était corrélée de facon positive avec

la teneur en 18:3n-3 de I’aliment et de fagcon négative avec la teneur en AGPIn-3 supérieurs.

3.3 Conclusion
Le but de cette expérience était de voir comment la nature des lipides pouvait avoir une influence

sur le métabolisme et la composition en AG des tissus et donc sur la qualité nutritionnelle du
poisson.

Dans des conditions de faible croissance, I’aliment a peu d’effet sur le métabolisme des AGPIn-3.
Le seul effet visible est la baisse d’AGPIn-3 et la hausse des AG en 18 associée a 1’utilisation
d’huiles végétales.

La delta 6 désaturase est exprimée et active dans le foie, cependant nous n’avons pas pu mettre en
évidence d’effet de 1’alimentation. Chez les salmonidés et chez le poisson porte épée, il a été
démontré que I'utilisation d’huile végétale riche en 18:3n-3 augmente 1’activité biosynthétique
corrélée a une augmentation de 1’expression enzymatique. Cependant cette activité ne compense
pas forcément le manque de DHA et d’EPA de I’aliment et conduit tout de méme a diminuer la
qualité nutritionnelle des tissus (Tocher et al., 2001; Tocher et al., 2003; Zheng et al., 2005a; Ling
et al., 2006a).

A l'inverse, la perche semble étre capable d’utiliser quasiment enticrement le 18:3n-3 de 1’aliment
pour le transformer en DHA lorsque 1’aliment n’en contient pas (Xu et Kestemont, 2002), ce qui
n’était pas le cas dans notre étude. Il semblerait que les faibles quantités de DHA et d’EPA
présentes dans 1’alimentation soient suffisantes pour le métabolisme du poisson. Les teneurs en
DHA du filet sont élevées et similaires a celles de la littérature. On peut en conclure que dans des
conditions de faible croissance, sur des poissons de taille commerciale, une teneur de 3% de
DHA et de 2% d’EPA dans IP’alimentation est suffisante pour garantir la qualité
nutritionnelle du poisson.

Il faudrait refaire cette expérience avec les mémes conditions expérimentales mais dans des

conditions de croissance non limitées.
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CONCLUSION GENERALE

Dans une problématique de diversification de 1’aquaculture continentale, le but de ce travail
de these était de caractériser et de comprendre la qualité nutritionnelle de la chair de perche en
expliquant d’ou viennent les fortes teneurs en AGPIn-3 et plus particulierement en DHA dans
différents tissus. Comme dans la littérature, un taux élevé de DHA (20 a 40%) a été retrouvé dans
tous les tissus et dans les deux types de lipides. Cette composition, caractéristique d’un poisson

maigre, fait de la perche un bon modele pour contribuer a 1’étude du métabolisme des AGPIn-3.

Les hypotheses permettant d’expliquer les fortes teneurs en DHA sont une incorporation et
une rétention préférentielle de cet AG ainsi qu’une capacité, typique des poissons d’eau douce, a
bioconvertir le 18:3n-3 présent dans I’alimentation en AGPIn-3 supérieur, EPA et DHA.

Ces hypotheses ont été vérifi€es dans notre étude :

= Premi¢rement, la rétention préférentielle de DHA a été mesurée dans les trois tissus avec
une rétention plus importante dans le filet.
= Deuxi¢cmement, I’enzyme delta 6 désaturase impliquée dans la voie de bioconversion du

DHA a été retrouvée dans le foie et son activité a été démontrée.

Nous avons démontré que la nature des lipides alimentaires en effet direct ou en
interaction avec d’autres facteurs est le facteur le plus important ayant un effet sur la

composition en AGPIn-3 du poisson.

L’utilisation d’huiles végétales dans 1’alimentation du poisson est un challenge important
car elle permettrait d’économiser 1’huile de poisson de moins en moins disponible. Cependant elle
a un effet négatif sur la qualité nutritionnelle du poisson car elle contient peu ou pas d’EPA et de
DHA. Mais cet effet peut étre compensé grace aux teneurs €levées en AG précurseurs de DHA qui
pourraient entrainer une augmentation de 1’expression et de 1’activité des enzymes impliquées dans
la bioconversion des AGPIn-3. Cependant, chez les salmonidés, cette augmentation d’activité ne
compense pas forcément le manque de DHA et d’EPA de I’aliment. Chez la perche, une seule
étude était disponible a ce sujet et montrait qu’a I’inverse des salmonidés la perche serait capable
de compenser le manque de DHA et d’EPA. Nous avons démontré que dans des conditions de
croissance limitées, sur un poisson de taille commerciale, une teneur de 3% de DHA et de 2%
d’EPA dans P’aliment était suffisante pour obtenir une composition en AG de la chair de
bonne qualité pour le consommateur avec une bioconversion des AGPIn-3 limitée. Il faudrait

recommencer la méme expérimentation mais en utilisant des poissons de petite taille afin de
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travailler dans des conditions de croissance non limitées et de doser I’activité biosynthétique des
AGPIn-3 et de voir si dans de telles conditions le poisson est capable de compenser le manque de

DHA et d’EPA par bioconversion du 18:3n-3 présent dans I’alimentation.

PERSPECTIVES

Les résultats de ce travail completent les résultats des quelques publications disponibles sur
la perche. Ils constituent les premiers concernant le dosage de 1’expression et de 1’activité des
enzymes impliquées dans le métabolisme des AGPIn-3 chez cette espece.

De ce fait, plusieurs axes de travail peuvent étre abordés afin de compléter les résultats :

Tout d’abord en ce qui concerne 1’analyse du profil en AG des poissons, il faudrait
optimiser la technique de dosage dans les tissus afin de diminuer la variabilité attribuée a la
méthode. Pour mesurer de fagon plus précise 1’incorporation des AG il faudrait utiliser des AG
marqués dans la nourriture des animaux.

Ensuite, pour mieux définir le flux des AG, il faudrait déterminer la composition lipidique
du plasma et des lipoprotéines afin d’avoir une information supplémentaire sur les lipides
alimentaires absorbés, présents dans le sang sous forme d’acides gras. Il pourrait également étre
intéressant de doser I’activité de la lipoprotéine lipase qui joue un role important dans la captation

des lipides des tissus.

Afin de voir comment il peut étre possible d’optimiser la qualité nutritionnelle du poisson
par I’aliment, il faudrait tester une deuxieme fois I’effet des aliments de composition en AG
différente sur le métabolisme des AGPIn-3 en optimisant les techniques de dosage et en utilisant
des animaux de plus petite taille et dans de bonnes conditions de croissance.

Il faudrait pour cela séquencer les genes codant pour la delta 5 et la delta 6 desaturase pour doser
de fagon plus précise I’expression des enzymes dans le tissu. Il faudrait également quantifier I’effet
du traitement alimentaire sur I’activité du systeme desaturase/elongase dans les hépatocytes et
pourquoi pas également dans les adipocytes et les fibres musculaires afin de voir si ’activité est la

méme dans tous les tissus.
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RESUME

ANNEXES

Annexe 1: Séquences connues pour la delta 6 désaturase

>truite

AT GGEGEEEECCEAGGT CAACAGACGGAGT CAAGCGAGCCHEECCAAGEGT GACGEEEGT TGEECCCGAT
GGAGGGCGAGGTGGCAGT GCAGT CTACACCT GGGAAGAGGT CCAGAAGCACT GCCACAGAAGCEAC
AAGTGGTTGGT CATCGACAGGAAGGT CTATAATATTACCCAGT GGGECGAAGAGACACCCAGEEEEC
ATCAGGGTCATCAGT CACTTTGCTGGAGAAGATGCCACGGATGCATTTGI CGCATTCCATCCCGAT
CCTAATTTTGTCAGGAAGT TTCTGAAGCCGT TGCTGATTGGAGAGCTGGCAACGACAGAGCCCAGC
CAGGACCAT GGGAAAAACGCAGTACTGGTACAGGACT TCCAGECCCTGCGT GACCGT GTGRAGAGG
GAGGGTCTCCTCCGTGCCCECCCCCTGTI TCTTCAGCCTCTACCT GEGECCACATCCTGCTACTAGAG
GCCCTGECTTTGEECCTGCT CTGEGT CTGEEEGACCAGCTGGAGCCTCACACTGCTCTGTITCCCTC
ATGCTGGECCACATCTCAGT CCCAGECT GECTGECTGCAGCATGACTACGECCACCTGTCAGICTGC
AAGACATCCAGCTGGAATCACGTACTGCACAAGT TTGTCATTGGACACCTAAAGGGTGCCTCTECT
AACTGGTGGAACCATCGTCACTTCCAGCACCACGCTAAGCCCAACGTGITTAGTAAAGATCCTGAT
GTCAACTCACTGCATGICTTCGT CCTGGGAGACAAACAGCCTGTAGAGTATGGTATAAAGAAGTTG
AAGTACATGCCCTACCATCACCAACACCAGTACTTCTTCCTCATTGGACCTCCACTAGITATTCCA
GITGITTTTCACCATCCAGATATTCCAGACCATGI TTTCACAACGGAACTGEGTGGATCTGECGT GG
GCGATGACTTTCTACCTTCGITTCTTCTGCTGI TACTATCCCTTCTTTGGTTTCTTTGECTCCGTA
GCATTGATCAGCTTCGTCAGGT TTTTGGAAAGCCACTGGTTTGTATGGGTGACCCAGATGAATCAT
CTTCCTATGGAGATAGAT CACGAGAGACACCAGGACTGECTCACCATGCAGTI TGAGTI GCTACTTGC
AACATTGAACAGI CAACCTTCAACGACTGGTTCAGT GGACACCTCAACTTTCAGATTGAACACCAT
CTGITTCCTACCATGCCCCGICATAACTACCACCTAGTGECTCCTCTGGTCCGTGCTTTGTGTGAG
AAACATGGACT TCCCTACCAGGT CAAGACT TTGCAGAAAGCCATCATTGATGI TGTCGEGTCACTG
AAGAAGT CAGGGGATCTGTGGCTGGATGCGTATCTCCATAAATAA

>homme

AT GCEEGAAGGGAGEGAACCAGEECCAGEEEECCECCGAGCECGAGGT G CEGTIGCCCACCTTCAGC
TGGGAGGAGAT TCAGAAGCATAACCT GCGCACCGACAGGTGECTGGI CATTGACCGCAAGGT TTAC
AACATCACCAAAT GGT CCATCCAGCACCCGEEEEECCAGCGEEGTCATCGEECACTACGCTGGAGAA
GATGCAACGGATGCCT TCCGECAECCT TCCACCCTGACCTGGAATTCGT GEECAAGT TCTTGAAACCC
CTGCCTGATTGGTGAACT GGCCCCGLAGGAGCCCAGCCAGGACCACGECAAGAACTCAAAGATCACT
GAGGACT TCCGGEECCCTGAGGAAGACGECTGAGGACATGAACCTGT TCAAGACCAACCACGTGITC
TTCCTCCTCCTCCTGGECCCACATCATCGCCCTCGAGAGCATTCCATGGTTCACTGICTTTTACTTT
GGCAATGECTGGATTCCTACCCTCATCACGECCTTTGTCCTTGCTACCTCTCAGGCCCAAGCTGRA
TGECTGCCAACATGATTATGECCACCTGT CTGTCTACAGAAAACCCAAGTGGAACCACCTTGTICCAC
AAATTCGTCATTGECCACTTAAAGGGTGCCTCTGCCAACTGGTGGAATCATCGCCACTTCCAGCAC
CACGCCAAGCCTAACATCTTCCACAAGGATCCCGATGTGAACATCCTGCACGIGITTGITCTGEEC
GAAT GECAGCCCATCGAGTACGECAAGAAGAAGCTGAAATACCTGCCCTACAATCACCAGCACEAA
TACTTCTTCCTGAT TGGECCGCCACTGCTCATCCCCATGTATTTCCAGTACCAGATTATCATGACC
ATGATCGTCCATAAGAACT GEGTGGACCT GECCTGEECCGT CAGCTACTACATCCGGTTCTTCATC
ACCTACATCCCTTTCTACGGECATCCTGEGAGCCCTCCTTTTCCTCAACTTCATCAGGT TCCTGRAG
AGCCACTGGTTTGI GTGGGTCACACAGATGAATCACATCGTCATGGAGAT TGACCAGGAGECCTAC
CGTGACTGGT TCAGTAGCCAGCTGACAGCCACCTGCAACGTGAGCAGT CCTTCTTCAACGACT GG
TTCAGTGGACACCTTAACTTCCAGATTGAGCACCACCTCTTCCCCACCATGCCCCGEECACAACTTA
CACAAGAT CGCCCCGCTGGT GAAGT CTCTATGI GCCAAGCATGECATTGAATACCAGGAGAAGCCG
CTACT GAGGGECCCTGCTGGACATCATCAGGT CCCTGAAGAAGT CTGEEAAGCTGTGEECTGEGACECC
TACCTTCACAAATGA



ABSTRACT

>souris

AT GCGCGCGAAGGGAGGT AACCAGGGAGAGGGGAGCACCGAGCGCCAGGECTCCGATGCCCACCTTCCGT TGGG
AGGAGATTCAGAAGCACAACCT GCGCACCGACCGGT GGCTCGT CATCGACCGCAAGGTCTACAACGT TAC
CAAAT GGT CCCAGCGGECACCCGEEEEEECCACCGTGTCATCGGACACTATTCGGGAGAAGATGCTACGGAT
GCCTTCCGTGCCTTCCATCTGGACCTGGACTTCGT GGGCAAGT TCTTGAAGCCCCTGCTGATTGGTGAGC
TGGCCCCAGAGGAGCCCAGCCTGGACCGT GGCAAAAGCTCTCAGATCACCGAGGACTTCAGGECCCTGAA
GAAGACTGCTGAGGACATGAACCTCTTCAAAACCAACCACCTGTITCTTCTTTCTCCTCCTGICCCACATC
ATCGTCATGGAAAGCCTTGCCTGGT TCATCCTCTCGTACT TCGGCACTGGECTGGATTCCTACCCTCGTCA
CAGCCTTTGTCCTCGCTACCTCTCAGGCCCAAGCTGGATGGECTGCAACATGACTATGGECCACCTTTCTGT
CTATAAGAAATCCATATGGAACCACGT TGTCCACAAGT TTGTCATTGGCCACT TAAAGGGTGCCTCAGCC
AACT GGT GGAACCACCGACATTTCCAACACCATGCCAAGCCCAACATCTTCCACAAGGACCCGGACATAA
AGAGCCTGCATGIGI TTGT CCTTGGCGAGT GGCAGCCCCTTGAGT ATGGCAAGAAGAAGCTGAAATACCT
GCCCTACAACCACCAGCATGAATACTTCTTCCTGATCGGACCGCCGCTGCTCATCCCTATGTACTTCCAG
TACCAGATCATCATGACAATGATCAGCCGCAGGGACT GGGTGGACT TGECTTGEGECCATCAGCTACTATA
TGCGITTCTTCTACACCTACATCCCTTTCTACGGCATCTTGGGAGCCCTGGTITTTCCTCAACTTTATCAG
GITCCTGGAGAGCCACTGGT TTGT GT GGGT CACACAGATGAACCACCTTGTCATGGAGATTGATCTTGAT
CACTACCGGGACTGGT TCAGCAGCCAGCT GGCAGCCACCTGCAATGTGGAGCAGI CCTTCTTCAATGACT
GGTTCAGCGGGCACCTCAATTTCCAGATTGAGCACCACCTCTTCCCCACTATGCCACGT CACAACCTGCA
CAAGATTGCCCCACTGGTGAAGT CTCTCTGCGCCAAGCATGGCATTGAATACCAGGAGAAGCCGITEGCTG
AGGGCCCTGATCGACATTGTGAGT TCACT GAAGAAGT CTGGGGAGCTGTGGCTGGATGCTTACCTCCATA
AATGA

>rat

AT GCGCGCGAAGGGAGGT AACCAGGGAGAGGGGAGCACCGAGCTCCAGGCTCCGATGCCCACCTTCCGLCT GGG
AGGAGATTCAGAAGCACAACCTGCGCACCGACCGGETGECTCGT CATCGACCGCAAGGT CTACAACGTTAC
CAAAT GGT CCCAGCGGECACCCAGGEEEECACCGTGTCATCGGACACTATTCGGGAGAAGATGCTACGGAT
GCCTTCCGIGCCTTCCACCTGGACCTGGATTTCGT GGGCAAGT TCTTGAAGCCCCTGCTGATTGGTGAGC
TGGCCCCAGAGGAGCCCAGCCTGGACCGGGEGECAAAAGCTCTCAGATCACCGAGGACT TCAGGECCCTGAA
GAAGACTGCTGAGGACATGAACCTTTTCAAAACCAACCACCTGTITCTTCTTTCTCCTCCTGICCCACATC
ATCGI CATGGAAAGCATCGCCTGGT TCATCCTCTCGTACTTCGGCAATGGCTGGATTCCCACCGTCATCA
CGGCCTTTGTCCTTGCTACCTCCCAGGCCCAAGCTGGATGECTACAACATGATTATGGECCACCTTTCTGT
CTATAAGAAATCCATATGGAACCACATTGTCCACAAGT TTGTCATTGGCCACT TAAAGGGTGCCTCCGCC
AACTGGT GGAACCATCGACATTTCCAGCACCATGCGAAGCCCAACATCTTCCACAAGGACCCCGACATAA
AGAGCCTGCACGTGI TTGT CCTTGGAGAGT GGCAGCCCCTCGAGTATGGCAAGAAGAAGCTGAAATATCT
GCCCTACAACCACCAGCATGAATACTTCTTCCTGATCGGACCACCGCTGCTCATCCCTATGTACTTCCAG
TACCAGATCATCATGACCATGATCAGACGCAGAGACT GGGTGGACT TGGECCTGGEGECCATCAGCTACTATG
CACGITTCTTCTACACCTATATCCCTTTCTATGGCATCTTGGGAGCCCTGGTTTTCCTCAACTTTATCAG
GITCCTGGAGAGCCACTGGT TTGT GT GGGT CACACAGATGAACCACATTGTCATGGAGATTGATCTTGAT
CACTACCGGGACTGGT TCAGCAGCCAGCT GGCAGCCACCTGCAATGTGGAGCAGI CCTTCTTCAATGACT
GGTTCAGCGGGCACCTCAATTTCCAGATTGAGCACCACCTCTTCCCCACTATGCCAAGACACAACTTGCA
CAAGATTGCCCCACTGGTGAAGT CTCTCT GCGCCAAGCATGGCATTGAATACCAAGAGAAGCCGECTCECTG
AGGGCCCTGCTCGACATTGTGAGT TCACT GAAGAAGT CTGGGGAGCTGTGGCTGGATGCCTACCTCCACA
AATGA

>carpe

ATGGGT GGCGGAGGACAGCAGACGGACCGGAT CACT GGGACCAACGGGAGGT TCGGCACT TACACCT GGG
AGGAGGT GCAGAAACACACCAAGT TTGGAGATCAGT GGATCGAGGT TGAAAGGAAGGT TTATAATGTGAG
CCAGT GGGTGAAGAGACACCCCGGAGGAGT GAGGATCCTCGGACACTATGCTGGAGAAGATGCCACGGAG
GCGTTTACTGCATTTCATCCAGACCT TCCGCTGGT GAGAAAATACATGAAGCCGCTGTTAATCGGGGAGC
TTGAGGCGT CTGAACCCAGT CAAGACCGGCAGAAAAATGCCTGCTCTTGT GGAGGACT TCCGAGCCCTTCG
TGAGCGT CTGGAGGCT GAGGGGTGT TTCAAAACCCAGCCCCTGITTCTCATCTTACATCTGAGTCACATC
CTGCTCCTGGAGGCCATCCCTCTGATGATGGT GT GGTACCT GGGAACCGECTGGATCAACACGGECCATCG
TCGCTGITTTACTGGCCACTGCACAGT CACAGGCTGAATGGT TGCAGCACGACTTCGGTCATCTGTCCGT
GITTTAAAACCT CTCGATGGAATCACCTGGTGCACAAATTTGT CGT CGGACACATTAAGGGAGCGT CTGCG
GGTCGGTGGAACCATCGCCACTTCCAGCATCACGCTAAACCGAACGTGTTCAAAAAGGACCCGEACGT CA
ACATGCTCAATGCGT TTGT GGCTGGAAAAGT GCAGCCTGT GGAGTACGGCGT TAAGAAGATCAAGCATTT
GCCTTACAACCATCAGCACAAGTACTTCTTCTTCATTGGACCTCCTCTGCTCATCCCAGIGTATTTCCAG
TTCCAGATCTTCCACAATATGATCGCGCATGGCCTTTGGGTGGACCTTGCGT GGTGTATAAGT TACTACG
TTCGATACTTCCTGTGI TACACGCAGTACTACGGTGIGTTTTGGGCGGTGATTCTGTTTAATTTCGTGAG
GITCCTGAAGAGTCACTGGT TTGT GT GGGT GACCCAGATGAGCCACATCCCCATGCAGATCGACTATGAG
AAGCACCAGGACCGGCT CAGCATGCAGCTGGTCGCGACCTGCAACATCGAGCAGT CCTCCTTCAACGACT
GGTTCAGCGGACACCTCAACTTCCAGATCGAGCACCACCTCTTCCCCACAATGCCTCGGCACAACTACTG
GCGCGCCGCCCCTCACGT TCGAGAGT TATGTGCCAAATACGGAATCAAGTACCAAGAGAAGACCTTGCAG
GGGGECCTTTGCGGACGT CGT CAGGTCTTTGGAGAAAT CCCGAGAAAT CTGGCTGGATGCGTACCTCAACG
AATAA
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ABSTRACT

Annexe 2: Séquences connues pour la delta 5 désaturase

>homme

ATGGCCCCCGACCCGT TGECCECCGAGACCECEECTCAGGGACT TACCCCAECGCTACTTCACCT GG
GACGAGGT GECCCAGCGCT CAGEGT GCCGAGGAGCGGTGECTAGI GATCGACCGTAAGGTGTACAAC
ATCAGCGAGT TCACCCGCCGECAT CCAGGEEEECTCCCEEGT CATCAGCCACTACGCCEEECAGGAT
GCCACGGATCCCTTTGI GECCT TCCACATCAACAAGGECCTTGT GAAGAAGTATATGAACTCTCTC
CTGATTGRAGAACT GT CTCCAGAGCAGCCCAGCT TTGAGCCCACCAAGAATAAAGAGCTGACAGAT
GAGT TCCGEGAGCT GCGEECCACAGT GGAGCGEGATGEEECTCATGAAGECCAACCATGICTTCTTC
CTGCTGTACCTGCTGCACATCTTACTGCTGRATGGTGCAGCCTGECTCACCCTTTAEEGTCTTTGEG
ACGTCCTTTTTGCCCTTCCTCCTCTGTGCGGTACT GCTCAGT GCAGT TCAGGECCCAGECTGECT GG
CTGCAGCATGACTTTGGACACCTGTCGGTCTTCAGCACCTCAAAGT GGAACCATCTGCTACACCAT
TTTGIGATTGGECCACCT GAAGGGEGEECCCCCECCAGT TAGT GGAACCACATGCACTTCCAGCACCAT
GCCAAGCCCAACTGCTTCCGCAAAGACCCAGACATCAACATGCCATCCCTTCTTCTTTACCTTGEEG
AAGATCCTCTCTGI GGAGCT TGGGAAACAGAAGAAAAATTATATGCCGTACAACCACCAGCACAAA
TACTTCTTCCTAAT TGEECCCCCGECCTTECTAECCTCTCTACTTCCAGTGGTATATTTTCTATTTT

GITATCCAGCGAAAGAAGT GEGTGGACT TGECCTGGATGATTACCTTCTACGTCCGCTTCTTCCTC
ACTTATGTGCCACTAT TGGEGEECTGAAAGCCTTCCTGEECCTTTTCTTCATAGI CAGGT TCCTGGAA
AGCAACTGGTTTGT GT GGGT GACACAGATGAACCATATTCCCATGCACATTGATCATGACCGGAAC
ATGGACTGGEGT TTCCACCCAGCT CCAGGCCACATGCAATGTCCACAAGI CTGCCTTCAATGACT GG
TTCAGTGGACACCTCAACTTCCAGATTGAGCACCATCTTTTTCCCACGATGCCTCGACACAATTAC
CACAAAGT GECTCCCCTGGTGECAGI CCTTGT GTGCCAAGCATGECATAGAGT ACCAGT CCAAGCCC
CTGCTGICAGCCTTCGCCGACATCATCCACTCACTAAAGGAGTI CAGGGCAGCTCTGECTAGATECC
TATCTTCACCAATAA

>rat

ATGGECTCCCGACCCGEET GCAGACCCCTGACCCGEECCT CCECCCAGCTCCECCAAATGCECTACTTT
ACT TGGGAGGAGGT GGCGCAGCGCT CCGELAGGGAGAAGGAGCGATGECTCGTGATCGACCGEGAAG
GTGTACAACATCAGCGACT TCAGT CGCCGCCACCCGEEGAGECTCCCEEGTCATCAGCCACTACECT
GGTCAGGATGCCACGGATCGTTTTGI GGCATTCCACATTAACAAGGECCTTGTAGAAAAGTATATG
AACTCTCTTCTGATTGGAGAGCTAGCT CCGGAGCAGI CCAGCTTTGAACCCACCAAGAATAAGECG
CTCACTGATGAAT TCCGEGAGCT GCGEECCACAGT GGAGCGAAT GEECCTCATGAAAGCCAACCAT
CTCTTCTTCCTGITCTATCTGCTGCACATCCTGCTGCTAEGACGT GECCECCTGEECTCACTCTTTGG
ATCTTTGGAACTTCCTTGGTGCCCTTCACCCTCTGI GCAGTGCTGCTCAGTACAGT TCAGGECCCAG
GCAGGT TGECTACAGCATGACTTTGGGECACCTGTCCGTCTTCAGCACCTCAACATGGAATCACCTG
GTACATCATTTTGTCATTGGECCACCT GAAGGEEECCCCAGCCAGCTGGTGGAACCACATGCATTTC
CAGCACCACGCCAAGCCCAACTGCTTCCGCAAAGACCCCGATATCAACATGCATCCCCTCTTCTTC
GCCCTGEEEAAGGTCCTTTCTGT GGAGCT TGGGAAAGAAAAGAAGAAGCACATGCCATACAACCAT
CAGCACAAGTACTTCTTCCTGATTGGACCCCCAGCCTTGCTGCCTCTCTACTTCCAGI GGTACATT
TTCTATTTTGITGT TCAGCGGAAGAAAT GEGTCGRACT TGECCTCATGCTCAGCTTCTATGI TCGT
GICTTCTTCACTTACATGCCAECT GCTGEEECTGAAAGECCTCCTATGICTTTTCTTCATTGI CAGG
TTCCTGCGAGAGCAACTGGT TTGT GTGGGTGACGCAGATGAACCATATCCCCATGCACATTGATCAT
GACCGGAATGT GGACT GGEGTCTCCACCCAGCTACAGGCAACCTGCAACGI TCACCAGTCACCTTC
AACAACTGGTTCAGT GGCCACCTCAATTTCCAGATTGAACACCATCTCTTGCCCACGATGCCACGA
CACAACTACCACAAGGTGECACCCCTGGTACAATCTCTGTGCGCCAAGTACGECATCAAGTATGAG
TCCAAGCCCCTGCTCACGECCTTCGCGGACATTGT TTACTCCCTGAAGGAGT CAGGACAGCTCT GG
CTGGATGCTTACCTTCACCAATAG
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ABSTRACT

>saumon

AT CEGEEEECEEAGECCAGCAGACGGAGT CAAGCGAGCCGGECCAAGEGT GACGEECT TGAGCCCGAT
GGAGGGECAAGGT GGCAGT GCAGT CTACACCT GGGAAGAGGT CCAGAGGCACT CCCACAGAAGCGAC
CAGT GGI TGGTCATCGACAGGAAGGT CTATAATAT TACCCAGT GGGCAAAGAGACACCCGEEGTGEC
ATCAGGGTCATCAGT CACTTTGCTGGAGAAGAT GCCACGGAAGCATTTTCCGCATTCCATCTTGAT
GCTAATTTTGICAGGAAGT TTCTGAAGCCGT TCCTGAT TGGAGAGCT GGCACCGACAGAGCCCAGC
CAGGACCATGGGAAAAAT GCAGCT CTGGT GCAGGACT TCCAGECCT TGCGT GACCAT GT GGAGAGG
GAGGGTCTCCTCCGT GCCCECCTCCTGI TCTTCAGCCTCTACCT GGGCCACATCCTGCTACTAGAG
GCCCTAECT TTGEECCT GCTCTGEET CTGEEEEGACCAGCTGGAGCCTCACACTGCTCTGI TCCCTC
ATGCTGECCACGT CTCAGGECCCAGECT GECTGECTGCAGCATGACTACGGCCACCTGICAGTCTGC
AAGAAAT CCAGCT GGAACCACAAACT GCACAAGT TTGTCATTGGACACCTAAAGEGT GCCTCTCGCT
AACT GGT GGAACCAT CGT CACT TCCAGCACCACGCTAAGCCCAACGT GT TTCGTAAAGATCCTGAT
ATCAACTCACTGCCTGTCTTCGT CCTGEGAGACACACAGCCTGTAGAGTATGGTATAAAGAAGT TG
AAGTACATGCCCTACCATCACCAACACCAGTACTTCTTCCTCATTGGACCTCCACTAATCGI TCCA
GIGITTTTCAACATCCAGATATTCCGGACCATGI TTTCACAACGGGACT GGGT GGATCTGECGT GG
TCRATGAGITTCTACCTTCGCTTCTTCTGCTGT TACTATCCCTTCTTTGGI TTCTTTGECTCAGTA
GCATTGATCAGCT TCGT CAGGT TTTTGGAAAGCCACTGGT TTGTATGEGT GACCCAGATGAATCAC
CTTCCTATGGAGAT GGATCAT GAGAGACACCAGGACT GGCTCACCATGCAGTI TGAGCGCTACTTGC
AACATTGAACAGT CAACCT TCAACGACT GGT TCAGT GGACACCT CAACT TTCAGATTGAACACCAT
CTGITTCCTACCATGCCCCGT CATAACTACCACCTGGTGECTCCTCTGGTGCGTACTTTGTGTGAG
AAACATGGAGI TCCCTATCAGGT CAAGACT TTGCAGAAAGCCATGACTGATGI TGTCAGGTCACTG
AAGAAGT CAGEGCGATCTGTGECTGGATGCATATCTCCATAAATGA
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ABSTRACT

Perca fluviatilis L. (Eurasian perch) is characterized by a low intramuscular amount of lipids
(<2%) and a high poly-unsatured fatty acid (PUFA) content. Docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-
3) is present in a high proportion (40% of total fatty acid).

The aims of this work are twofold: first to analyse the factors that could influence the lipid
metabolism of Perca fluviatilis L. and second to identify factors that could explain the elevated
contents of DHA in this fish.

Assumptions, which have been tested to explain the high concentration of DHA, are a selective
incorporation of this fatty acid and the ability of this fish to transform 18:3n-3 present in the diet
into higher PUFA n-3, EPA and DHA; typical capacity of freshwater fish (bioconversion
assumption).

Three experiments have been conducted to test these assumptions. First, we described lipid
composition of the different tissues, which play a role in lipid metabolism, by distinguishing total,
neutral and polar lipids. Second, we identified and classified the factors influencing the lipid
content and fatty acid composition by using a multifactorial approach. Third, we analysed the
effect of diet fatty acid composition on PUFA n-3 tissues composition, enzymatic activity and
genes expression, which code for enzymes implicated in fatty acid bioconversion. As Perca
Sfluviatilis L. genome is not sequenced for the moment, the first work was to construct experiments
for dosing enzymatic activity and gene expression in this species.

Concentration of DHA was elevated in all the tissues we analysed, showing the good nutritional
quality of Perca fluviatilis L. In the fillet, lipid content was stable. PUFA content was high (40-
60% of total fatty acid), with elevated contents in DHA (35-45% of total fatty acid), which was the
main fatty acid of this tissue. Lipid content in the liver and the fat tissue was variable according to
the type of food. Adipose tissue, that is the lipid storage tissue in this species, was composed of 85-
90% of lipid, of which 30-50% are mono-unsatured fatty acids (MUFA), mainly 18:1n-9. Liver
fatty acid composition presented characteristics in an intermediate position between fatty acid
composition of the fillet and the adipose tissue, but DHA was still the most abundant fatty acid.
Our results were in accordance with literature. They added informations on the distribution and the
concentration in neutral and polar lipids (NL and PL) of the tissues we studied (fillet
NL/PL=50/50; Liver: NL/PL=60/40; adipose tissue: NL/PL.=90/10), and on their composition in
fatty acid (polar lipids are mainly composed of PUFA whereas neutral lipids are richer in saturated
fat acids). Our results showed that the profile in fat acid depended on the tissue and the type of
lipids.

Our assumption of the ability of Perca fluviatilis L. to transform PUFA was verified because we
were able to detect delta 6 desaturase in the liver, intestine, and brain. Moreover, the activity of this
enzyme was put in evidence in the liver. Our assumption of selective incorporation of some fatty
acids was also verified, MUFA being preferentially absorbed in the adipose tissue and PUFA in the
fillet and the liver.

Regarding the effect of factors we studied, our results showed that a differential determinism
existed according to the type of fatty acid. The nature of lipids contained in the diet was the most
important factor. This factor could influence the profile of fatty acid in the tissues through a direct
effect or in interaction with other factors. Although the diet is the main factor of variation, our
results showed that under condition of limited growth and for a fish with a commercial size, a
content of 3% of DHA and 2% of EPA in the diet was sufficient to obtain, in the fillet, a
composition in fatty acids of good quality for consumers with a limited bioconversion of PUFA.
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RESUME

La perche commune, Perca fluviatilis L. est un poisson maigre (moins de 2% de lipides
dans le filet) mais dont les teneurs en acides gras polyinsaturés de la famille n-3 (AGPIn-3) et
principalement en acide docosahexa¢noque (DHA) sont tres élevées (40% des AG totaux).

L’objectif de ce travail est d’étudier les facteurs qui influent sur le métabolisme lipidique

chez la perche et qui assurent ces taux élevés de DHA. Les hypotheses testées qui permettraient
d’expliquer les fortes teneurs en DHA sont une incorporation préférentielle de cet AG ainsi qu’une
capacité, typique des poissons d’eau douce, a bioconvertir le 18:3n-3 présent dans 1’alimentation en
AGPI n-3 supérieur, EPA et DHA.
Pour tester ces hypotheses nous avons mis en place trois expérimentations. Dans un premier temps,
nous avons caractérisé les lipides des différents tissus impliqués dans le métabolisme lipidique en
observant leurs teneurs en lipides totaux, neutres et polaires et leur composition en acides gras.
Dans un deuxieme temps nous avons déterminé et hiérarchisé les facteurs ayant un effet sur la
teneur en lipides et la composition en AG en utilisant un plan d’expérience multifactorielle. Enfin,
nous avons étudié plus particulierement I’effet de la composition en acides gras de la source
alimentaire sur la composition en AGPI n-3 des tissus, ’activité enzymatique et 1’expression des
genes codant pour les enzymes impliquées dans la bioconversion des AG. Le génome de la perche
n’étant pas séquencé pour I’instant, le premier travail a été de mettre au point les protocoles de
dosage d’activité enzymatique et d’expression génique chez cette espece.

La qualité nutritionnelle de la perche a été vérifiée, avec la mise en évidence de taux élevés
de DHA dans tous les tissus. Dans le muscle la teneur en lipides est stable. La teneur en AGPI est
élevée (40-60% des AG totaux), avec des teneurs élevées en DHA (35-45% des AG totaux) qui est
I’AG majoritaire dans ce tissu. La teneur en lipides du foie et du tissu adipeux est variable en
fonction de I’aliment. Le tissu adipeux est le lieu de stockage de 1’énergie, il contient entre 85-90%
de lipides dont 30-50% sont sous forme mono-insaturée, principalement représentés par le 18:1n-9.
Le foie a une composition en AG intermédiaire entre celle du muscle et celle du tissu adipeux, le
DHA étant 1a aussi I’AG majoritaire. Nos résultats ont complété ceux de la littérature en donnant
des informations sur la répartition et la teneur en lipides neutres et polaires des tissus (Muscle
LN/LP= 50/50 ; Foie LN/LP= 60/40 ; Tissu adipeux : LN/LP= 90/10), ainsi que sur leur profil en
acides gras (les lipides polaires sont composés majoritairement d’AGPI alors que les lipides
neutres sont plus riches en acides gras saturés). Ils ont permis de mettre en évidence une spécificité
du profil en acides gras en fonction du tissu ou du type de lipides.

L’hypothese de bioconversion des AGPI a été vérifiée puisque la delta 6 désaturase a été détectée
dans le foie, I’intestin, le cerveau. De plus, son activité a ét€ mise en évidence dans le foie.
L’hypothese d’incorporation préférentielle de certains acides gras a également été vérifiée, avec
une incorporation préférentielle d”’AGMI dans le tissu adipeux et d’AGPI dans le filet et le foie.
Concernant I’effet des facteurs étudi€s, nos résultats ont montré qu’il existe un déterminisme
différent en fonction de I’acide gras..

La nature des lipides alimentaires est le facteur le plus important, il a un effet direct ou en
interaction avec d’autres facteurs sur le profil en AG des tissus. Nos résultats ont montré que si
I’alimentation est le facteur principal de variation, dans des conditions de croissance limitée, sur un
poisson de taille commerciale, une teneur de 3% de DHA et de 2% d’EPA dans 1’aliment est
suffisante chez la perche pour obtenir une composition en acides gras du filet de bonne qualité pour
le consommateur avec une bioconversion des AGPI n-3 limitée.

MOTS-CLES: Lipides, Acides gras, Métabolisme, Perca fluviatilis.
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