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Fonction de reproduction et régulation de la qualité
chez la perche commune, Perca fluviatilis

Résumé : L’amélioration des performances de reproduction des poissons d’élevage nécessite de
déterminer les facteurs intrinséques et extrinseques influencant la qualité des gamétes d’une part, et de
définir des parametres fiables permettant de prédire les performances de reproduction d’autre part.
Notre objectif est donc de comprendre le déterminisme multifactoriel de la reproduction chez la perche
commune, Perca fluviatilis. Quatre facteurs nutritionnels (type d’aliment et taux de rationnement
distribués lors des phases d’induction et de vernalisation) et 3 facteurs populationnels (poids initial,
origine géographique, niveau de domestication) ont été testés. Une différence de réponse entre les
sexes a été observée. Le type d’aliment distribué en vernalisation et le poids initial ont modifié 1’état
général des femelles. Les males ont plutdt été sensibles aux taux de rationnement et a 1’origine
géographique. L’étude des performances de reproduction a montré que le taux de ponte était sous
I’influence de I’interaction entre le type d’aliment distribué en induction et en vernalisation, tandis que
I’origine géographique a modulé la date de ponte. La régulation des performances de reproduction est
donc un mécanisme complexe sous I’influence simultanée de plusieurs facteurs. La seconde partie de
ce travail concerne la recherche de marqueurs prédictifs de la qualité des ovules. Nous avons d’abord
montré que peu de parametres morpho-anatomiques des pontes ou ovules sont des prédicateurs fiables.
Cependant, ’analyse protéomique a permis de mettre en évidence plusieurs protéines exprimées
différemment selon la qualité des pontes, pouvant jouer le role de biomarqueurs de qualité des ovules.

Mots clés : Perca fluviatilis, facteurs populationnels, facteurs nutritionnels, analyse multifactorielle,
qualité des ovocytes, analyse protéomique.

Reproductive function and control of the quality
of Eurasian perch, Perca fluviatilis

Abstract: Improving fish reproduction in breeding conditions implies to understand intrinsic and
extrinsic factors influencing gametes quality on the one hand and to define relevant parameters
allowing the prediction of fish reproductive performance on the other hand. Our goal was thus to
understand the multifactorial determinism of the common perch (Perca fluviatilis) reproduction. Four
nutritional factors (type of food and rate of rationing used either during the induction or vernalization
phases) and 3 populational factors (initial weight, geographic origin and domestication level of
breeders) have been tested. Data show different responses between females and males. type of food
during wintering phase and initial broodstock weigh modified female condition. Males have been
sensitive to rationing during wintering phase as well as geographical origin. Data show also that
spawning rate was under the influence of interaction between kind of food during wintering phase and
induction whereas geographical origin modulated the spawning date. The regulation of the
performance reproduction is also a complex mechanism influenced by several factors. The second part
of this work consisted on the research of parameters potentially predictive of ova quality. Firstly, our
work shows that morphometric parameters measured before the fertilization are poorly relevant to
predict reproductive performance. However, the proteomic analysis of several spawn allowed us to
highlight proteins differently expressed according to the spawn quality, such proteins could be ova
quality biomarkers.

Keywords: Perca fluviatilis, populational factors, nutritional factors, multiparameter study, oocytes
quality, proteomic analysis.
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INTRODUCTION GENERALE

Suite a I’effondrement des stocks marins de poissons, I’aquaculture s’est récemment
fortement développée. En effet, de par 'augmentation de la population mondiale et de la
consommation accrue en produits aquatiques, ce secteur présente le plus fort taux de
croissance des secteurs agro-alimentaires depuis les années 70 (FAO, 2007). Soutenue par la
recherche, la filiere piscicole francaise tente de « développer une aquaculture durable,
intégrée dans son environnement, capable de produire en qualité et quantité avec un impact
minimal et des méthodes respectueuses du bien-étre des poissons et socialement acceptable »
(Chatain et Vandepute, 2009). C’est dans ce cadre que la domestication et la production de
nouvelles especes se développent progressivement afin de promouvoir la production

d’espéces autochtones et de répondre a la demande des marchés locaux.

Parmi les candidats a la domestication figure la perche commune Perca fluviatilis L.
1758, qui est un poisson carnivore noble dont la chair fine est recherchée en Europe, et plus
particulierement en Europe du nord et dans les pays du pourtour alpin (France, Suisse, Italie).
Elle est également consommée dans le Nord-Est de la France, sa consommation en Suisse
atteint 4000 t de filet par an (Fontaine, 2004a). Son comportement grégaire et son acceptation
d’aliments formulés la prédisposent a un élevage en monoculture intensif (Fontaine, 2004b).
C’est ainsi que plusieurs sociétés en Europe se sont lancées dans la production de cette espece
en circuit fermé (SARL Lucas Perches, SARL Asialor...). Cependant, certains points de
blocage persistent, et limitent le développement de la perciculture en Europe. Il s’agit

notamment de la maitrise du cycle de reproduction et de la production de larves de qualité.

Depuis une vingtaine d’années environ, I’équipe DAC (Domestication en Aquaculture
Continentale) vise a domestiquer la perche commune. Dans ce cadre, deux fonctions ont été
principalement étudiées : la reproduction et la croissance. L’étude de la reproduction, qui nous
intéresse plus particulicrement, a consisté en I’analyse des facteurs environnementaux qui
pilotent le cycle. 11 a été montré que le cycle de reproduction était principalement induit par
une diminution de la photopériode (Abdulfatah, 2010). La cinétique de la baisse de
température et le moment d’application de la baisse photopériodique sont des facteurs
modulateurs de ’entrée en gonadogenese des géniteurs (Wang et al., 2006). Apres une phase
de vernalisation obligatoire, les pontes sont induites par une augmentation finale de

photopériode et de température. L’équipe est ainsi parvenue a comprendre le déterminisme
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environnemental du cycle de reproduction de la perche et a développer un programme photo-
thermique fiable permettant d’obtenir des pontes hors saisons, avec des taux de ponte
avoisinant 100%. Cependant, les pontes obtenues présentaient une qualité tres variable et

souvent médiocre (faibles taux de fécondation et d’éclosion).

Ainsi, I’objectif de ce travail concerne I’étude de la régulation de la qualité de la

reproduction chez la perche commune.

La variation des performances de reproduction est un phénomene courant en
aquaculture, mais également dans le milieu naturel. Ces variations de qualité sont initialement
induites par un ensemble de facteurs qui agissent principalement sur les géniteurs, lors de la
gamétogenese. Ceux-ci sont classés en trois grands groupes: les facteurs
environnementaux, les facteurs nutritionnels et les facteurs populationnels (Wang, 2006).
Bien que diverses études sur de nombreux facteurs aient été menées au sein de chaque grand
groupe, la régulation multifactorielle qui en résulte est assez peu connue pour le moment. La
majorité des études concerne en effet un unique facteur, étudié séparément. Il en résulte que
les interactions potentielles entre les différents facteurs connus sont généralement ignorées.
Pourtant, 1’étude de Wang (2006) sur I’ensemble du cycle de reproduction de la perche a mis
en valeur ’effet de plusieurs interactions (amplitude de la baisse de température * timing de
décroissance de la photopériode; amplitude de la baisse de température * manipulation des
poissons...) sur la qualité du sperme des géniteurs males. Les interactions ne doivent donc pas
étre ignorées.

L’impact des facteurs modulateurs sur la reproduction reste ainsi mal connu, et ce
travail propose de comprendre le déterminisme multifactoriel et de quantifier les effets de

facteurs potentiellement influents sur les performances de reproduction.

Bien que les performances de reproduction doivent étre appréhendées dans leur
globalité (investissement des géniteurs, aptitude a produire beaucoup de gametes et a survivre
; capacité des spermatozoides a féconder les ovocytes ; capacité des ceufs fécondés a produire
des larves viables), la qualité de I’ovocyte est particuliérement incriminée, étant donné qu’il
est le gamete possédant la quasi-totalité du matériel indispensable pour produire un embryon
viable (ARNSs, protéines, réserves énergétiques...). La compréhension des mécanismes
moléculaires qui seraient a I’origine des différences de qualité observées peut aider a la

compréhension du déterminisme de la qualité des ovocytes.
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Ce manuscrit est composé de la fagon qui suit :

Une synthese bibliographique a permis de mettre en évidence les différents facteurs
qui vont induire et moduler la qualité de la reproduction chez les poissons. L’étude des
caractéristiques des gametes et des parametres de reproduction permet de comprendre
comment estimer les performances de reproduction des poissons.

Une partie expérimentale a ensuite consisté en la réalisation de trois expérimentations.
Deux premicres expériences s’intéressent a I’influence de facteurs nutritionnels et
populationnels sur les performances de reproduction de la perche commune ; une troisieme
¢tude concerne la qualité des pontes de perche et ’analyse du profil protéomique des ovocytes
correspondants.

Enfin, une discussion synthétise ’ensemble des résultats obtenus et les discute.
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PARTIE A : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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INTRODUCTION

Dans le milieu naturel, la reproduction des poissons est induite par un ou plusieurs
stimuli, correspondant a des variations de facteurs dits déterminants ou signaux. Ces stimuli
entrainent la synchronisation du cycle de reproduction des poissons, tout particulierement en
milieu tempéré ou la reproduction est annuelle. Ce synchronisme permet d’une part que les
géniteurs males et femelles soient préts simultanément pendant la période de reproduction, et
d’autre part que les larves soient produites lorsque les conditions environnementales sont les
plus favorables a leur survie et leur croissance (Sumpter, 1990 ; Teletchea et Fontaine, 2010 ;
Wang et al., 2010). Selon les especes, les facteurs signaux qui pilotent le cycle varient en
fonction de la stratégie de vie des poissons : la photopériode (durée du jour) et la température
pour les poissons de zones tempérées ; saison des pluies, disponibilité en nourriture,
changement des courants, salinité... pour les poissons de zones tropicales (Bromage et al.,
2001 5 Taranger et al., 2010 3 Wang et al., 2010).

Il existe également un certain nombre de facteurs qui font varier la réponse des
géniteurs lors du cycle ainsi que leurs performances de reproduction. Ce sont des facteurs dit
modulateurs. Ces facteurs, au-dela d’un seuil spécifique, peuvent inhiber la reproduction.
Pour cette raison, on parle également de facteurs permissifs.

Apres avoir décrit le cycle de reproduction des poissons et identifié les facteurs
déterminants de ce cycle, nous allons étudier les différentes méthodes d’évaluation des
performances de reproduction, en nous intéressant particuliecrement a la qualité des gametes ;
enfin, nous pourrons identifier les facteurs modulateurs susceptibles de modifier les
performances de reproduction. Nous nous intéressons plus particulierement aux femelles et

aux ovocytes.
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CHAPITRE 1. ROLE DES FACTEURS DETERMINANTS ET CONTROLE

ENVIRONNEMENTAL DU CYCLE DE REPRODUCTION

1.1. DESCRIPTION DU CYCLE DE REPRODUCTION DES POISSONS

Les gametes produits par les géniteurs femelles sont appelés ovocytes. Ces cellules
haploides de grande taille sont obtenues a 1’issue du processus d’ovogenese, qui peut durer
une année ou plus (Tyler et Sumpter, 1996). Au cours d’un cycle de reproduction,
I’ovogenese comprend 3 phases successives correspondant a des stades histologiques bien

distincts pour les gonades :

- Phase de croissance initiale :

Elle dure du début de la gamétogenese jusqu’a I’obtention d’ovocytes primaires dans
les follicules primaires. Cela correspond a la multiplication par mitose des ovogonies, cellules
souches présentes dans les follicules ovariens, qui se différencient ensuite en ovocytes
primaires par méiose. Wang et al. (2010) définissent 1’étape d’initiation comme étant la
transition entre le stade de développement précoce de 1’ovocyte (généralement 1’ovocyte
primaire) et le stade de croissance et développement ovocytaire (stade alvéole cortical),

associé a de forts changements physiologique des cellules.

- Vitellogenese :
S’ensuit alors une phase de vitellogénése au cours de laquelle s’accumule le vitellus, qui
correspond a I’ensemble des réserves de 1’ovocyte. Différentes molécules essentielles au
développement embryonnaire seront incorporées (Figure 1); les vitellogénines, des
lipoglycophosphoprotéines constituant majoritairement le vitellus, sont alors accumulées par
I’ovocyte. Ce processus se déroule en deux étapes. La premiere étape correspond a la phase de
vitellogenése endogene, les vitellogénines, d’origine endogéne (synthése ovariennes et
ovocytaires) s’accumulent sous forme de vésicules vitellines dans le cytoplasme de 1’ovocyte
(Rinchard et al., 1996). La seconde concerne la phase de vitellogenese exogene, au cours de
laquelle les vitellogénines produites dans les cellules hépatiques de la femelle s’accumulent

sous forme de globules vitellins.
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- Phase terminale :

La phase terminale de I’ovogenése correspond a la maturation des ovocytes qui est

suivie de l’ovulation, puis de l’oviposition. Lors de la maturation, le noyau (vésicule

germinative) migre du centre de I'ovocyte vers le pole animal, prés du micropyle, pour

permettre le processus de fécondation (Nagahama, 1983) (Figure 2) ; il y a alors rupture de la

vésicule germinative. L’ovulation peut alors avoir lieu et I’ovocyte, maintenant secondaire,

est expulsé dans la lumiere ovarienne ou dans la cavité abdominale chez les salmonidés, avant

la ponte. La fécondation par un spermatozoide conduit a I’expulsion du

la fin de la 2'°™ division cellulaire de la méiose.
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Figure 1 : Déroulement de I’ovogenese, de 1’ovogonie a la production d’un ovocyte viable. Schéma

adapté de Brooks et al., 1997.
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La majorité des études concernant les ovocytes de poissons utilise le terme « ceufs » pour
décrire différents stades. Dans ce travail, nous utiliserons les termes « ovocyte » lorsque nous

parlerons des gametes femelles avant fécondation (ovules) et « ceuf » pour les ovules fécondés

(zygote).

Cassure de la Expulsion du

L i es ési i remier globule
Entréeen Réplication Vitellogenese vésicule germinale P £

méiose  de’ADN A polaire gpg PA
0-0+0-0-)- ) - &P
P PV

+ Méiose
Mitose Gl | s G2 Pt Prophase 1 | Métaphase I [Ana/Télophase Il Métaphase 11
/ Phase M
Maturation ovocytaire

»

Figure 2 : Description schématique des étapes du développement ovocytaire et de la maturation finale
des ovocytes. Adaptation d’aprés Lubzens et al., 2010. vg : vésicule germinative ; PA pdle animal ;

PV : pdle végétatif ; gp : globule polaire.

I.2. FACTEURS DETERMINANTS DE LA REPRODUCTION CHEZ LES POISSONS

DES EAUX DOUCES TEMPEREES

A partir des données de la littérature, trois groupes de poissons des zones tempérées
ont été déterminés, en fonction de I’importance relative des variations de la durée du jour
(photophase) et de la température dans le contrdle environnemental de leur cycle de

reproduction (Wang et al., 2010) :

Groupe 1: Ce groupe comprend I’ensemble des salmonidés : truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss), saumon atlantique (Salmo salar), saumon royal (Oncorhynchus
tshawytscha)... Le cycle reproducteur est principalement piloté par les variations de
photopériode ; la température ne participe pas a la synchronisation du cycle de reproduction,
mais joue un role modulateur (Bromage et al., 2001). L’ovogenese est alors sous le contrdle
de la photopériode, jusqu’a la période de ponte, ou les poissons ovulent spontanément, sans

induction environnementale.
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Groupe 2: Ce groupe présente la plus grande diversité d’espéces, appartenant a
plusieurs familles comme les percidés, les moronidés et les gadidés. Les trois phases du cycle
sont pilotées par des stimuli photo-thermiques spécifiques. Cette fois, la température a un role

déterminant.

Groupe 3 : Ce groupe comprend principalement les cyprinidés comme le gougeon
(Gobio gobio), la tanche (Tinca tinca), le barbeau commun (Barbus barbus), la carpe
commune (Cyprinus carpio) ou le poisson rouge (Carassius auratus). Ces poissons
nécessitent une diminution de la température ou de la photophase pour induire le cycle de
reproduction, mais pas nécessairement une diminution simultanée de ces deux facteurs, tel
que dans le groupe 2. En effet, ces deux facteurs peuvent jouer le méme réle. Lors de la
vitellogenése, d’importantes variations de durée du jour et/ou température sont nécessaires.

L’ovulation est spontanée, sans besoin de facteur environnemental déclencheur.

La perche commune appartient au groupe 2, son cycle dépend donc des variations de
photopériode et de température. Nous allons donc nous intéresser plus particulierement aux

caractéristiques de ce groupe.

1.2.1. INDUCTION DU CYCLE CHEZ LES ESPECES DU GROUPE 2

L’induction du cycle de reproduction est déclenchée par une baisse de la photophase
et/ou de la température (Tableau 1). Pour la plupart des especes de ce groupe, une réduction
de la photophase ne suffit pas a I’initiation du cycle de reproduction (Wang et al., 2010). Chez
la perche, de premiers travaux ont montré I’importance d’une diminution concomitante de ces
deux facteurs, avec un décalage d’un mois pour la température par rapport a la photopériode
(Wang et al., 2006, Abdulfatah er al., 2007). Cependant, une étude plus récente montre
qu’une baisse seule de la photopériode suffit a déclencher le cycle, la température ayant alors
un réle modulateur. L’amplitude de diminution de la photophase est également importante
(Abdulfatah, 2010). Chez des femelles de perche ayant été élevées toute leur vie dans des
conditions constantes de photopériode (12L:120, soit 12 heures de lumiere et 12 heures
d’obscurité ; et 17L:70), 'ovogenese a été induite par une diminution de température, dans
un cas (12L:120) et non l'autre (17L:70). Ceci suggére que la sensibilité des géniteurs
femelles a la baisse de la durée du jour dépend des conditions photopériodiques initiales

(Migaud et al., 2002 ; Abdulfatah et al., 2007).
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Induction

Vitellogenese

Phase terminale

Décroissance de la
photopériode

Décroissance de la
température

Vernalisation

Augmentation de la
température

Augmentation de la
photopériode

Paralichthys lethostigma
Paralichthys dentatus
Gadus morhua
Melanogrammus aeglefinus
Perca flavescens

Perca fluvialilis

Sander vitreus

Sander lucioperca
Sparus aurata
Dicentrarchus labrax
Morone chrysops

Morone saxatilis

exigé (suggéré)
exigé (suggéré)

exigé (démontré)

exigé (fortement
suggéré)

exigé (démontré)
exigé (démontré)
exigé (suggéré)

exigé (démontré)

exigé (fortement
suggéré)

exigé (démontré)
exigé (suggéré)

exigé (démontré)

exigé (suggéré)

exigé (suggéré)

non nécessaire
(hypothese)

non nécessaire
(hypothese)

exigé (démontré)
exigé (démontré)
exigé (suggéré)

exigé (démontré)

non nécessaire
(fortement suggéré)

exigé (démontré)
exigé (hypothese)

exigé (démontré)

non étudié

non étudié

exigé (fortement
suggéré)

exigé (fortement
suggéré)

exigé (fortement
suggéré)

exigé (fortement
suggéré)

exigé (suggéré)
exigé (suggéré)

non nécessaire
(fortement suggéré)

exigé (démontré)
exigé (hypothese)

exigé (démontré)

non nécessaire
(suggéré)

non nécessaire
(suggéré)

non nécessaire
(suggéré)

non étudié
exigé (démontré)
exigé (démontré)
exigé (démontré)
exigé (démontré)

non nécessaire
(suggéré)
optionnel (fortement
suggéré)

exigé (hypothese)

exigé (suggéré)

non nécessaire
(suggéré)
non nécessaire
(suggéré)
probablement exigé
(suggéré)

non étudié

non étudié

probablement exigé
(suggéré)

non étudié
non étudié
non étudié
non étudié
non étudié

non étudié

Tableau 1 : Exigences photo-thermiques des poissons du groupe fonctionnel 2 lors du cycle de reproduction. Selon Wang et al., 2010 et Abdulfatah, 2010.
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Figure 3 : (A) Evolution de I'lGS moyen (% =+ erreur standard) en fonction des différentes modalités
thermo-photo périodiques appliquées lors de la phase de vernalisation a des géniteurs de perche
femelles. Les  différentes lettres indiquent les différences statistiques significatives. X_Y :
Température de vernalisation _ photophase de vernalisation (Abdulfatah, 2010). (B) Observation des
gonades de perche femelles en fin de phase de vernalisation, lors d’une température de vernalisation

de 6°C. (1) L'ovaire est normal et les ovocytes granuleux et 18°C ou (2) une atrésie est observée.

1.2.2. VITELLOGENESE CHEZ LES ESPECES DU GROUPE 2

Les poissons de ce groupe se caractérisent par le besoin d’une phase de vernalisation

(maintien a une température froide) de plusieurs mois afin de permettre le déroulement correct

20



de la vitellogenese. Au-dela d’une température donnée, une dégradation des follicules
ovariens est constatée, comme observé pour des températures de vernalisations de 14 et 18°C
chez la perche commune par Abdulfatah, 2010 (Figure 3). Le seuil pour la perche dans le lac
Léman a été observé a 10°C par Gillet et Dubois (2007). La durée de la photophase pendant
cette période ne semble pas jouer un rdle sur le déroulement de la vitellogenese. Seule

I’amplitude de diminution initiale importe

1.2.3. MATURATION OVOCYTAIRE ET PONTE CHEZ LES ESPECES DU

GROUPE 2

Dans ce groupe, deux sous-groupes peuvent étre distingués : celui des poissons
pouvant pondre spontanément pendant la phase de vernalisation (bar, daurade, morue...) et
celui des poissons qui ne peuvent pondre sans variation de température (percidés).
L’augmentation de la photopériode durant le dernier mois du cycle de reproduction chez la
perche influence la production de stéroides sexuels (Wang, 2006). La photopériode pourrait
ainsi jouer un rble dans les phases terminales de la gonadogenese. La température reste
cependant le facteur principal de synchronisation selon les expériences d’Abdulfatah (2010),
puisqu’une augmentation permet a elle seule de déclencher les pontes en conditions de

photophase constantes.

1.2.4. PROGRAMME PHOTO-THERMIQUE POUR L’OBTENTION DE PONTES

HORS-SAISON

Les différentes recherches (Migaud, 2002 ; Wang, 2006 ; Abdulfatah, 2010) menées
sur l'influence des variations de photopériode et température tout au long du cycle de
reproduction ont mené a la mise au point un programme photo-thermique. Celui-ci a permis le
déroulement de la gonadogenese et I’obtention de pontes de perches hors saison, avec des
taux de ponte de 100% (Abdulfatah, 2010) (Figure 4). Cependant, 54,55 % seulement des
pontes étaient fécondées, et le taux de fécondation était faible (73,3 % =+ 25 des pontes

fécondées).
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Figure 4 : Programme photo-thermique permettant 1’obtention de pontes hors saison. Selon les

travaux d’Abdulfatah, 2010.

I.2. CYCLE DE REPRODUCTION ET CONTROLE HORMONAL

Le cycle de reproduction est piloté par différents signaux, qui stimulent le systeéme
nerveux central. Dans le cas des poissons dont la reproduction est pilotée par les variations de
photopériode, les organes récepteurs a la lumiere (rétine et glande pinéale) permettent la
transmission de I’information a I’axe hypothalamus — hypophyse — gonades par la production
de mélatonine (Mayer et al., 1997 ; Migaud et al., 2010) (Figure 5). La mélatonine stimule la
production de neuro-hormones (GnRH: Gonadotropine Releasing Hormone) par
I’hypothalamus, qui, elles-mémes, vont permettent la production de gonadotropines
hypophysaires (GtH I et II). Alors que la GtH I (équivalent de la FSH, hormone folliculaire
stéroidienne, chez les tétrapodes) joue principalement un role lors des premieres étapes de
la gamétogenese des poissons et la vitellogenese, la GtH II (équivalent de la LH, hormone
lutéinisante chez les tétrapodes) stimule les étapes finales (Van der Kraak et Wade, 1994 ;

Jobling, 1995).
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Facteurs déterminants
(Lumiere / Photopériode)
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Figure 5 : Schéma récapitulatif des synthéses hormonales lors de I’ovogenése. Schéma modifié¢ de
Migaud, 2002. GnRH: Gonadotropine Releasing Hormone; GtH I et II: gonadotropines
hypophysaire; E2 : 17p-cestradiol ;

Chez les géniteurs femelles, la teneur plasmatique du sang en GtH I augmente lors du
déclenchement de la vitellogenese ; sa concentration reste élevée durant toute cette phase,
puis diminue avant la maturation finale de ’ovocyte (Figure 6) (Jobling, 1995). Elle stimule
la production de testostérone (T) par les cellules de la theque, au niveau des follicules
ovariens. Une enzyme spécifique des cellules de la granulosa, I’aromatase, transformera T en
17B-cestradiol (E2) (Kagawa et al., 1984). Ce stéroide sexuel stimule la production de
vitellogénine par les cellules hépatiques (Wallace et Salman, 1981). Ainsi, chez les femelles
non engagées dans un cycle de reproduction, les teneurs en stéroides sexuels sont quasiment
nulles dans le plasma sanguin (Figure 7) ; puis les concentrations plasmatiques en T et en E2

augmentent lors de la vitellogenese (Sulistyo et al., 1998) (Figure 7).
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Figure 6 : Evolution des gonadotropines hypophysaires (GtHI et GtHII) au cours du cycle de

reproduction chez les salmonidés. Selon Jobbling, 1995.
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P chez les femelles de perches au cours d’un cycle annuel de reproduction (avril 1995-avril 1996)

selon Sulistyo et al., 1998.
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En fin de la vitellogenese, la production de GtH II va rapidement augmenter pour
atteindre un pic, correspondant a la maturation et I’ovulation des ovocytes (Figure 6) (Jobling,
1995). La GtH II induit la production de progestagenes, hormones inductrices de la
maturation ovocytaires, par les cellules de la theque et de la granulosa. Le principal de ces
stéroides est la 17,20 B-dihydroxy-4-pregnen-3-one ou 17,20B-P ; elle stimule la reprise de la
méiose par les ovocytes (Figure 2). Ainsi, la 17,20B-P présente de faibles taux plasmatiques
durant les premieres phases du cycle de reproduction, puis les teneurs augmentent au moment

de la maturation, avant de diminuer a nouveau (Figure 7).

Ce chapitre nous a permis de mettre en évidence [’'importance de la photopériode et
de la température comme facteurs inducteurs du cycle de reproduction de la perche. Il est a
[’heure actuelle possible d’induire la reproduction en conditions artificielles et d’obtenir des
pontes ; ceci grdce a la mise au point d’un programme photo-thermique qui comprend deux
grandes phases : une phase d’induction qui permet [’entrée des géniteurs dans le cycle de
reproduction et une phase vernalisation pendant laquelle se déroule la vitellogenese. Le cycle
de reproduction peut étre suivi par l’observation des taux hormonaux plasmatiques ainsi que
de lindice gonado-somatique (IGS), qui reflete l'investissement des géniteurs dans la

reproduction.

CHAPITRE II. REGULATION DES PERFORMANCES DE

REPRODUCTION

I1.1. EVALUATION DES PERFORMANCES DE REPRODUCTION

Evaluer les performances de reproduction d’un lot de poissons consiste a estimer la
production de larves viables de qualité. Cette production est dépendante de la quantité de
gametes émis par les géniteurs ainsi que de leur succes de fécondation, puis de
développement embryonnaire et d’éclosion. Si la quantité d’ceufs pondus par femelle
(fécondité absolue) ou par unité de poids (fécondité relative) est importante pour estimer les
performances de reproduction, ce parametre reste largement insuffisant puisque qu’il ne

garanti pas le succes de fécondation et d’éclosion.
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C’est pour cela que la qualité des gametes, des ceufs et des larves a été largement
explorée dans la littérature scientifique. Les études portent plus particulierement sur 1’ceuf et
ses performances. L’ceuf se développera en un embryon grace 1’incorporation de molécules
dans I’ovocyte pendant la gonadogenese, mais également grace au matériel génétique apporté
par les deux gametes. Le rdle respectif des gametes dans la qualité de la larve reste
actuellement peu connu. Cependant, la connaissance approfondie de la composition des
gametes peut permettre de mieux comprendre ce qui expliquera leur qualité, mais aussi de
déterminer les parametres indicateurs de qualité les plus pertinents. Ainsi, cette partie explore
la composition de I’ovule et du spermatozoide de poisson, ainsi que I’ensemble des

indicateurs de qualité classiquement mesurés.

I1.1.1. QUALITE DES OVOCYTES

Durant I’ovogenese, différentes réserves sont accumulées dans 1’ovocyte afin d’assurer
le développement embryonnaire. Apres ovulation, les échanges avec le milieu extérieur sont
tres faibles et ne concernent que quelques ions seulement (Holliday et Pattie Jones, 1967).
Tous les autres composants, génétiques, nutritifs et constitutifs, qui participent au
fonctionnement cellulaire et donc a la qualité de 1’ovocyte, sont incorporés avant I’ovulation.
Le contenu des ovocytes au moment de la ponte détermine donc leur qualité (Kjorsvik et al.,
1990). C’est pour cela que I’incorporation, la synthése et les traitements que subissent les
composants de I’ovocyte durant I’ovogenese jouent un role clé dans I’assemblage correct d’un
ovocyte de qualité (Bobé et Labbé, 2010).

Nous allons donc dans un premier temps nous intéresser a la composition biochimique
d’un ovocyte. Nous explorerons ensuite les méthodes permettant d’estimer la qualité

ovocytaire.

I1.1.1.1. Composition biochimique d’un ovocyte
- Acides aminés libres
Pour de nombreuses especes de poissons, les acides aminés libres (AAL) sont la
principale source d’énergie pour le développement embryonnaire de ’ceuf. Les études ont
surtout porté sur les poissons marins, dont les ovocytes comportent une fraction plus forte
d’AAL que ceux des poissons d’eau douce (Dabrowski et al., 1985). Certains AAL seraient
utilisés non seulement pour la synthese protéique, mais aussi comme substrat pour le cycle de
Krebs, aprés désamination (Figure 8). Ainsi, 1’énergie dérivée des AAL représente de 60 a 90
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% des besoins énergétiques des embryons pour les especes suivantes : morue de 1’ Atlantique
(Gadus morhua) (Finn et al., 1995a), le flétan (Hippoglossus hippoglossus) (Finn et al.,
1995b), le bar (Dicentrarchus labrax)(Rgnnestad et al., 1998), et le turbot (Scophthalmus
maximus) (Finn et al., 1996). La deuxiéme source d’énergie provient des lipides, les taux
d’utilisation des lipides et AAL varient d’une espéce a 1’autre, avec une consommation plus
importante de lipides chez les especes ayant des globules lipidiques.

Si I’embryon utilise principalement les AAL comme source d’énergie, les acides gras
seront consommés majoritairement apres éclosion. Chez le flétan par exemple, les AAL sont
I’unique source d’énergie de ’embryon (Finn et al., 1991) puis de la larve pendant les deux
premieres semaines apres I’éclosion (Finn ef al., 1995b) ; ensuite, les peptides deviennent le
substrat préférentiel (44 %), avec les AAL (31 %) rejoint par les lipides polaires
(principalement la phosphatidylcholine) (21 %) et neutres (3 %) (Finn et al., 1995b). Chez le
bar, les AAL sont prioritairement utilisés des la fécondation, alors que les acides gras dérivés
du globule lipidique sont utilisés apres I’éclosion de la larve (Ronnestad et al., 1998). Chez le
turbot, apres 17-18h de dépendance au glycogeéne, I’embryon utilise les AAL (84%), ainsi que
la phosphatidylcholine (9 %) et des esters cireux (5 %) (Finn et al., 1996) ; cette tendance
s’inverse apres 1’éclosion, puisque les AAL ne représentent plus que 32 % de la source
d’énergie de la larve.

Les larves de perche ne catabolysent que tres peu les lipides, et on peut donc supposer
que comme les especes citées plus haut, elles tirent principalement leur énergie de la
dégradation des acides aminés, les larves utilisant plutot les lipides (Abi-Ayad, 1998).

Parmi les AAL qui composent les réserves des ovocytes, on retrouve majoritairement
les 9 acides aminés essentiels qu’un animal ne peut synthétiser (Phénylalanine, Méthionine,
Leucine, Isoleucine, Valine, Thréonine, Thryptophane, Histidine, Lysine) (Mellinger, 1995).
L’ensemble des AAL participe a la synthése de protéines nécessaires au développement de
I’embryon et de la larve. Chez les poissons marins, les acides aminés libres contribuent
également a la régulation osmotique : la diminution de leur concentration dans les ceufs
(morue) ou les larves (flétan et morue) permet de réduire la pression osmotique interne avant
méme |’apparition des organes responsables de 1’osmorégulation hyposmotique, typique des
Téléostéens marins (Thorsen et Fyhn, 1996). Ce phénomene reste négligeable chez les

Téléostéens d’eau douce (Gunaseraka et al., 1999).
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Figure 8 : Point d’entrée des AAL dans le cycle de Krebs, et point de sortie vers la néoglucogenese, la

cholestérogenese et la cétogenese. Schéma provenant de la revue de Finn et al., 2010.

- Lipides
Composition des réserves lipidiques

Des réserves lipidiques sont également présentes dans les ovocytes sous plusieurs

formes :

- complexe vitellogénique de phospholipides et de triacylglycérols comprenant également des

phosphoprotéines, qui correspondent a de larges inclusions dans 1’ovocyte,
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- gouttelettes lipidiques constituées principalement d’un ou plusieurs lipide(s) neutre(s)
(triglycérides, diglycérides, cholestérol et ses esters, cérides). Elles peuvent étre tres petites ou
tres grosses, uniques ou bien nombreuses. Chez les percidés, ces globules huileux sont

généralement présents sous la forme d’un globule lipidique (Figure 9).

Figure 9 : Globule lipidique (gl) d’un ceuf de perche (3 heures apres la fécondation).

Les différents lipides incorporés pendant la vitellogenese vont jouer plusieurs roles
importants lors du développement embryonnaire. Ils constituent 1’élément de base de la
construction des membranes lors des nombreuses divisions cellulaires ; les
phosphatidylcholines et phosphatidyléthanolamines (famille des glycérophospholipides, voir
Tableau 2) semblent particulierement importants puisque universellement prédominants dans
les ceufs de poissons (Hazel, 1989 ; Wiegand, 1996). Des lipides neutres, sources d’énergie
pour le métabolisme de I’embryon sont également présents (phospholipides, triacylglycérols)
(Verreth et al., 1994 ; Wiegand 1996 ) ; cependant, cette source d’énergie n’est que peu
utilisée lors du développement embryonnaire, alors qu’elle est majoritairement utilisée par la
larve lors des premiers stades. Sont présents également les acides gras (AG), saturés et
insaturés (Tableau 2), ayant de nombreux rdles structuraux et métaboliques.

Les lipides peuvent étre incorporés dans le vitellus directement a partir de la source
alimentaire ou des réserves de la femelle (Garrido et al., 2007). Ils peuvent cependant étre
modifiés dans le foie ou ’ovaire, et synthétisés de novo par la femelle (Wiegand, 1996). 1l est

observé de grandes variations des profils en lipides des ovocytes entre les différentes especes
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de poissons (Mellinger

1995 ; Wiegand,

1996). Chaque espece semble avoir des

caractéristiques propres quand a ses besoins, particuliecrement en acides gras. Ceci est dii a

I’adaptation de I’espeéce dans son milieu et permet une meilleure survie larvaire. Il est ainsi

observé que les espeéces marines ont une proportion d’acides gras insaturés de la série (n-6)

plus importante que les especes d’eau douce (Wiegand, 1996).

Constitution

Roles

Acides carboxyliques a chaine
aliphatique linéaire hydrophobe,
saturés ou insaturés (selon la

Saturés (n>2)

CH;-[CH,],..-COOH

Stockés sous forme de
triglycérides - source
d'énergie ; Roles

Acides Gras ) structural car précurseur

présence ou non de doubles , .
(AG) .. P d'autres lipides.

liaisons) Notés Cn:m (n = ) :

bre d b Cm = Précurseurs d'hormones
nombre de carbones et m= Insaturés (mono- ou poly- et de messagers
nombre de saturations) insaturés ; 1 a 6 doubles cellulaires
liaisons)
CH2-0-CO-R1
. Esters d’acides gras et de ‘ ‘2 .
Glycérides alycérol (1 2 3 AG) CH-O-CO-R, Réserve d'énergie
CH,-O-CO-R,
. . (0]

Dérivés de I’acide o g C R
Glycéro- phosphatidique (résultant de 0 > 77" Membranes
phospholipides  I'estérification du glycérol par2 R,-C-O-CH biologiques

AG et un acide phosphorique) CH,- S_P_0-X

o
Acide gras + alcool aminé OH
. .. (sphingosine) + substituant Membranes

Sphingolipides (phosphoryl-choline ou OHWW\ biologiques

groupement glucidique) NH

Précurseurs des

Terpénes Polymeres d'isopropene (CsHy), vitamines (A, E, K),

caroténoides et stérols

Stérides ou
Stéroides

Lipides dérivant du noyau
cyclopentanophénanthrénique

Précurseurs des acides
biliaires, hormones
stéroidiennes et
vitamine D ;
Constituants
importants des
membranes
plasmiques

Tableau 2 : Classification, structure et roles des différentes classes de lipides dans 1’organisme.
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Qualité des ovocytes et lipides

Les nombreuses études montrant le role essentiel des réserves lipidiques pour la survie
embryonnaire ont principalement étudié le role des AG. Chez le sandre (Sander lucioperca),
par exemple, un déficit en AG de la série (n-3) peut entrainer un arrét du développement
embryonnaire et une faible survie larvaire (Czesny et Dabrowsky, 1998). Chez la morue
(Gadus morhua), les ovocytes des poissons d’élevage présentent de faibles taux d’acide
arachidonique (ARA), et par conséquent un rapport EPA / ARA (EPA = acide
eicosapentaenoique) plus élevé que ceux observés dans les ovocytes de poissons sauvages, ce
qui serait li¢ a des taux de fécondation et d’éclosion plus faibles (Salze et al., 2005). Ce lien
entre le profil d’AG et la qualité des embryons/larves n’est pas forcément observé chez toutes
les especes, comme le démontrent les récents travaux sur la sole (Lund et al., 2008).

Les roles des AG sont variés, ce qui explique leur importance pour le développement
embryonnaire ; cela concerne notamment ’ARA (acide arachidonique, C20:4 (n-6)), '’EPA
(acide éicosapentaenoique, 20:5 (n-3)) et le DHA (acide docosahéxanoique, 22:6 (n-3)),
acides gras polyinsaturés (AGPI) particulierement étudiés en aquaculture. Les AG essentiels
peuvent €tre une source d’énergie, selon leur sensibilité a la B-oxydation (Tocher, 2010). Une
grande quantité de ces AG, tout particuliecrement les AGPI de la famille (n-3), est utilisée pour
la structure et le fonctionnement membranaire des cellules, puisqu’étant précurseurs des
phospholipides, constituants majoritaires des membranes (Sargent et al., 1995). Le DHA est
particulierement impliqué en tant qu’AG structural et fonctionnel car c’est un important
constituant de I’ensemble des membranes plasmiques (Feller, 2008). Ce rdle apparait donc
majeur lors du développement embryonnaire au cours duquel la surface membranaire
augmente tout au long des divisions cellulaires. Un autre rdle des AGPI concerne
I’osmorégulation (Léger et Frémont, 1981), particuliecrement importante lors du
développement embryonnaire, puisque le contenu de ’ceuf est séparé du milieu extérieur par
une simple membrane.

En plus de ces rdles dans le métabolisme et la structure des ovocytes et embryons, les
lipides apportent une caractéristique supplémentaire aux ovocytes de certains poissons
pélagiques : le pourvoir de flottaison, utilis€é comme indicateur de qualité des ovocytes chez
certaines especes. Ce paramétre correspond a une adaptation de I’espéce a I’environnement et
dépend de la nature de la gouttelette lipidique. Ainsi, les ovocytes benthiques sont composés
de 5 a 36% de lipides, tandis que les ovocytes pélagiques en contiennent de 13 a 20 %

(Heming et Buddington 1988).
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- Glycogéne

Bien que des réserves de glycogeénes soient présentes dans I’ovocyte, celles-ci ne
représentent qu’un faible pourcentage du vitellus. En effet, I’embryon 1’utilise uniquement
lors des premiers stades embryonnaires, quand il ne posseéde pas les enzymes nécessaires au
catabolisme lipidique et protéique. Ainsi, I’énergie procurée par le glycogene est peu utilisée

(Mellinger, 1995).

- Vitamines et pigments

Les vitamines sont des molécules essentielles pour I’organisme car toutes ne peuvent
étre pas synthétisées. Elles ont de nombreux roles, en particulier ceux de cofacteurs
enzymatiques et d’antioxydants. En effet, lors du fonctionnement de la cellule,
particuliecrement en aérobie (métabolisme utilisant I’oxygene), des espéces réactives de
I’oxygene (ROS ; radicaux libres) sont formées en petite quantité et peuvent réagir avec les
constituants de la cellule, perturbant ainsi son fonctionnement. Les cellules contiennent donc
des antioxydants enzymatiques (Catalase, Glutathion Péroxydase, Glutathion Réductase,
Pérodydases...), ainsi que des facteurs non enzymatiques, tels que les vitamines A, C, et E, le
glutathion, I'ubiquinone... molécules essentielles au bon fonctionnement de I’organisme.

Les vitamines sont présentes dans les ovocytes en quantité faible par comparaison aux
AAL et lipides. Elles sont cependant nécessaires au développement embryonnaire de part
leurs roles dans le métabolisme.

Une vitamine abondamment trouvée dans les gonades de poisson est 1’acide
ascorbique - vitamine C (Kjorsvik et al., 1990). Son rdle principal dans les ovocytes est d’étre
un antioxydant, protégeant les cellules des radicaux libres (Siman et Eriksson, 1997).
Molécule particuliérement importante lors de I’embryogénése, ses stocks décroissent durant le
développement embryonnaire et la nutrition endogene (Dabrowski et Ciereszko, 2001). De
nombreuses €études montrent une augmentation des performances de reproduction, et
particulierement de la survie embryonnaire. Ceci a été observé par exemple chez la truite arc-
en-ciel (Blom et Dabrowski, 1995), lors de ’augmentation de concentration de vitamine C
dans la ration alimentaire maternelle, qui avait entrainé une augmentation dans les gonades.
Cependant, ceci n’est pas observé chez toutes les especes, telles que la morue (Mangor-Jensen
et al., 2007).

Une autre vitamine importante est 1’a-tocopherol — vitamine E, qui a également un

role antioxydant. Tant qu’elle n’est pas capable de se nourrir, la larve de flétan présente des
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taux de vitamine C et E stables. Ainsi, de 1’éclosion a la premicre nutrition, les vitamines
migrent sans altération du sac vitellin aux tissus larvaires (Ronnestad et al., 1999).

Les caroténoides tels que 1’astaxanthine et la canthaxanthine semblent avoir aussi un role
de protection contre les radicaux libres. Une augmentation de la teneur en astaxanthine dans
I’alimentation des géniteurs de morue entrainant une augmentation de la teneur dans les
ovocytes (Grung et al., 1993), est li€ a une augmentation du taux de fécondation
(Sawanboonchun et al., 2008).

La vitamine A en exces dans I’alimentation n’affecte pas la qualité des ovocytes chez
le cardeau hirame (Furuita et al., 2001) : bien que la teneur des ovocytes ait augmenté, 1’exces
de vitamine est stocké dans le foie des génitrices. Cependant, ce phénomene de régulation
n’est pas observé chez la truite arc-en-ciel: si une teneur alimentaire minimale (60-200 UI. g'l)
est essentielle pour maintenir la qualité des ovocytes (fécondation et croissance lors des

premiers stades larvaires), un excédent alimentaire (> 700 UI.g'l) entraine une baisse de la

qualité de la reproduction (mortalité embryonnaire) (Fontagné-Dicharry et al., 2010)

- Hormones

Un certain nombre d’hormones sont présentes dans les ovocytes ; elles jouent un rdle
important dans le développement larvaire. Ainsi, leur composition peut affecter la qualité
ovocytaire. Elles sont soit incorporées dans I’ovocyte via la circulation sanguine, telles que
les hormones thyroidiennes (triidothyronine T3 et thyroxine T4) présentes en quantités
mesurables chez toutes les especes de poissons étudiées (Greenblatt et al., 1989). Il est
possible également qu’elles soient synthétisée apres la fécondation (Brooks et al., 1997).
Cependant, les études montrent que les embryons puis les larves sont physiologiquement
immatures, et qu’elles ont une faible capacité a produire des hormones, des facteurs de
croissance ou méme certaines protéines, ceci jusqu’a la fin de la résorption du sac vitellin.
Ainsi, la concentration hormonale dépendra principalement des apports maternels accumulés
dans ’ovocyte, en attendant que la production endogene se mette en place (Lam, 1994).

Des variations sont observées selon les especes de poissons. La T4 est ainsi plus
abondante que la T3 dans les ceufs de poissons d’eau douce, alors que le contraire est observé
chez les poissons marins, diadromes et euryhalins (Tagawa et al., 1990).

Le cortisol, d’origine maternelle, est aussi présent dans les ovocytes en fin d’ovogénéese

(De Jesus et Hirano, 1992); son role sera discuté en 11.2.1.2.
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- ARNs

Les ARNm seraient principalement synthétisés in situ pendant la phase primaire de la
croissance ovocytaire (Wallace et Selman, 1990). Il est aussi observé que certains transcrits
passent de la circulation maternelle vers I’ovocyte en développement et donc influencent la
croissance et le développement de I’ovocyte, et par la suite le développement de I’embryon
(Amani et al, 1994 ; Hales et al, 1994). En effet, il semblerait que I’embryon commence a
transcrire son propre ADN a partir du stade mid-blastula, comme observé chez le xénope
(Tata, 1986 ; Brooks et al., 1997). Les ARNm sont ainsi accumulés en méme temps que les
protéines pendant toute I’ovogenese (Tata, 1986 ; Pelegri, 2003).

Quelques études récentes permettent une meilleure connaissance du transcriptome des
ovocytes de poissons (Bonnet, 2006, Aegerter et al., 2005). Knoll-Gellida et al. (2006) ont
déterminé I’ensemble du transcriptome du poisson zebre (Danio rerio). Cela a permis la
quantification des ARNms et I’identification des plus abondants tels que les transcrits de
protéines ribosomales, d’actines et de tubulines. Ce type de catalogue peut servir de base pour
de futures études comparatives inter- et intra-especes, qui s’intéresseraient a la compréhension

des fonctions cellulaires impliqués dans la modulation de la qualité des ovocytes.

- Protéines

Le protéome ovocytaire commence a étre exploré chez différentes especes afin de
créer comme pour le transcriptome, des catalogues de protéines ovocytaires. C’est ainsi que
les protéomes du poissons zebre (Danio rerio) (Knoll-Gellida et al., 2006 ; Ziv et al., 2008),
de la daurade royale (Sparus aurata) (Ziv et al., 2008) et de I’esturgeon perse (Acipenser
persicus) (Keyvanshokooh et Vaziri, 2008) ont été analysés.

Parmi les protéines ovocytaires, la vitellogénine est retrouvée majoritairement (Ziv et al.,
2008). Cette lipo-glyco-phosphoprotéine est synthétisée par le foie puis incorporée dans les
ovocytes pendant la phase de vitellogenese. La, elle subit différents clivages enzymatiques
pour donner trois dérivés protéiques, qui seront utilisés comme source d’énergie par
I’embryon. Trois génes principaux codent la vitellogénine, et I’expression de ces 3 genes sera
variable selon les especes de poissons (Finn et Fyhn, 2010).

L’ovocyte contient également de nombreuses enzymes impliquées dans le
métabolisme, la synthese protéique, ou la protection cellulaire (pyruvate kinase, énolase I,
protéines ribosomiales, heat shock protéines), incorporées dans I’ovocyte lors de la
gamétogénese ou bien synthétisées in situ (Knoll-Gellida et al. 2006). Des protéines de

structure (B-actine, tubuline...), des récepteurs membranaires, des transporteurs... ont aussi
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¢té identifiées dans le protéome. Ainsi, au moment de I’ovulation, le protéome ovocytaire
n’est pas forcément le reflet du transcriptome.
Ces différentes enzymes n’ont été que peu €tudiées dans les ovocytes de poisson, mais il

est probable que leur abondance dans I’ovocyte va contribuer a en déterminer la qualité.

I1.1.1.2. Phénomene de surmaturation

Ce phénomene est assez fréquent chez les poissons d’élevage. Il consiste en une
diminution progressive de la qualit¢ des ovocytes jusqu’a leur mortalité, suite a un
phénomene de rétention dans 1’ovaire ou le fluide ovarien de la femelle lors de 1’ovulation.
Cette rétention, qui existe également dans le milieu naturel, est généralement due en
aquaculture a I’absence du signal déclencheur de la ponte (Kjorsvik et al., 1990). Les
ovocytes dégénerent ainsi, d’abord par manque d’oxygene, puis se dégradent au fur et a
mesure du temps. Ce phénomene a particulierement été €tudié chez les salmonidés. Chez la
truite arc-en-ciel, le liquide ccelomique présente au cours de la surmaturation une
augmentation de Dlactivité de I’Aspartate Aminotransférase (indicateur de I’intégrité des
membranes plasmiques) et de 1’Acide Phosphatase, ainsi qu’une diminution du pH et une
augmentation des teneurs en acides gras estérifiés et non estérifiés et du contenu protéique du
fluide ovarien (Lahnsteiner, 2000). Ces molécules sont relarguées par les ovocytes en
dégénérescence et pourraient servir comme indicateur de la qualité des ovocytes. Chez la
truite brune de mer (Salmo trutta caspius), Bahrekazemi et al. (2009) ont également mis en
évidence une augmentation des taux de glucose, calcium, fer, et du cholestérol dans le fluide

ovarien.

I1.1.1.3. Estimation de la qualité des ovocytes

- Parametres morphométriques classiques

Taille des ovocytes

En aquaculture, il est historiquement percu qu’un ovocyte plus gros est de meilleure
qualité. La réalité est bien plus complexe. La taille de ’ovocyte peut €tre exprimé en tant que
diametre ovocytaire, volume ovocytaire, poids sec, poids humide, énergie contenue par
ovocyte ou toute substance clé contenue dans 1’ovocyte (carbone, azote, proteine...)
(Kamler, 2005). Cependant, la plupart des données concernent le diametre ovocytaire, qui est
dépendant de la taille du vitellus d’un part, mais peut également varier en fonction de 1’espace

périvitellin (Balon, 1986).
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Généralement, les ovocytes de plus grande taille ont tendance a avoir une valeur
énergétique plus importante, mais cette corrélation n’est pas systématique (Kamler, 2005).
Ceci limite ainsi la pertinence de 1’étude du diamétre ovocytaire. Les larves provenant
d’ovocytes plus gros montrent généralement de meilleures performances : elles sont plus
grandes a I’éclosion et ont un meilleur taux de croissance (Moodie et al., 1989 ; Huss et al.,
2007 5 Teletchea et al., 2010) ; cette différence de performances peut persister jusqu’a 107
jours apres 1’éclosion chez les saumon Salmo salar (Einum et Flemming, 2000).

De grandes différences de taille des ovocytes sont observées entre différentes
populations d’'une méme espéce, a age et poids comparables, qui peuvent aller jusqu’a 70%
chez le saumon coho (Oncorhynchus kisutch) (Brooks, et al., 1997). Ceci n’est pas
systématiquement lié a des différences de qualité, et la taille des ovocytes pourrait traduire
une adaptation stratégique des géniteurs. Par exemple, les populations fluviales de
Rhinogobius sp produisent des ovocytes plus larges ayant plus de réserves vitellines que les
populations lacustres, car les larves des populations fluviales sont plus exposées au risque de
jetine a I’issue de la résorption du sac vitellin (Maruyama et al., 2003). La température peut
étalement expliquer les différences de taille. Les gros ovocytes semblent étre favorisés dans
les eaux froides, car leur développement embryonnaire est plus long. Ceci n’est pourtant pas
systématiquement confirmé (Kamler, 1992 ; Teletchea et al., 2009a, Teletchea et Fontaine,
2010 ). Inversement, un ovocyte plus gros a un rapport surface sur volume plus faible, ce qui
est défavorable pour une bonne oxygénation de I’embryon dans un eau plus chaude (Marsh,
1984).

Ainsi, la taille des ovocytes est un parametre complexe, qui, bien que régulierement utilisé

en pisciculture, ne donne qu’une indication partielle de la qualité de la ponte.

Autres indicateurs

Chez certaines especes, la présence de gouttelettes lipidiques peut €tre utilisée pour
estimer la qualité des ovocytes. Chez la truite fario (Salmo truta fario), la distribution des
gouttelettes a été étudiée par Mansour et al. (2007). Lorsque les gouttelettes étaient
distribuées partout dans I’ovocyte (Figure 10), la qualité des ovocytes était haute (pourcentage
d’embryons au stage ceillé de 96,2 + 5.2 %). Une légere agrégation des gouttelettes sur un
pdle diminuait la qualité de 50 % (40,6 + 15.2). Si ’agrégation était plus importante, sur un
ou 2 poles, la qualité diminuait encore (3,3 + 2.9 % et zéro). Chez la perche, le phénomene de
fragmentation de la gouttelette lipidique est au contraire accompagné d’une diminution de la

qualité des ovocytes (Zarski et al., 2011). Quatre catégories de gouttelettes ont ét€ observées
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(Figure 11), de la gouttelette entiere (Stade I) (pourcentage d’embryons au stage ceillé de
92.80%) a des gouttelettes tres fragmentées (Stade IV) (mortalité embryonnaire de plus de
90%). Ainsi, si I’étude des inclusions lipidiques doit étre réalisée pour les ovocytes de chaque

espece de poisson, ce parametre peut Etre un indicateur de qualité intéressant.

Figure 10 : Différentes formes de gouttelettes lipidiques dans les ovocytes de truite fario (Salmo truta
fario) (G x 15). Quatre catégories ont été déterminées en fonction de la forme des gouttelettes. (A)
Catégorie I: les gouttelettes sont distribuées sur I’ensemble de 1’ovocyte. (B) Catégorie II : Quelques
lipides s’agrégent sur un pole ovocytaire (C) Catégorie III : La plupart des lipides sont agrégés sur un
des deux poles de I’ovocyte (D) Catégorie IV : L’ensemble des lipides se sont agrégés en une grosse et

unique gouttelette en un pole de I’ovocyte. D’apres Mansour et al. (2007).
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Figure 11: Différentes catégories de ruban de perche apres ovulation, en fonction du dégrée croissant
de fragmentation de la gouttelette lipidique. (A) : Catégorie 1. (B) : catégorie 2 ; (C) : catégorie 3, (D) :

Catégorie 4. La barre représente 1 mm. Selon Zarski et al. (2011).

- Outils moléculaires
Actuellement, de plus en plus d’étu