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Liste des figures

Figure II.1. Distribution globale des zones a faible teneur en oxygéne (< 2ml O, 1) dans les

zones cotieres (d'apres Diaz et al. 2010).

Figure I1.2. Structure chimique générale des PCB.

Figure I1.3. Structure chimique des congénéres de PCB employés dans les études présentées

aux Chapitres III, IV et VI.

Figure I1.4. Représentation schématique de la voie du métabolisme aérobie et anaérobie pour

la production d’ATP (source: http:/jeanzin.fr/ecorevo/sciences/mitochon.htm).

Figure I1.5. Individu considéré comme un « systéme ouvert » : la mati¢re brute ingérée (e.g.

Figure IL6.

Figure IL.7.

nourriture/ matiere organique) est transformée a travers les processus
métaboliques en énergie chimique nécessaire pour accomplir les différentes «

activités ».

Représentation schématique des effets des facteurs environnementaux sur la

capacité¢ métabolique adrobie d’un poisson. (A) Facteurs de contrdle (e.g.
température) ; ils agissent sur la cinétique des réactions biochimiques impliquées
dans le métabolisme et induisent I’augmentation du métabolisme actif (AMR) et

de maintenance (SMR). (B) Facteurs limitants (e.g. oxygene); 1’hypoxie

provoque une diminution du AMR et par conséquence de la capacité
métabolique aérobie qui s’amplifie lorsque la raréfaction en oxygene s’aggrave ;
(C) Facteurs masquants (e.g. salinité, polluants) ; ils induisent I’augmentation du

SMR.

Représentation schématique de la variation du taux métabolique maximal en
fonction de la concentration d’oxygene dans I’eau (). A chaque taux
métabolique de routine (RMR) correspond une concentration en oxygene
limitante (LOC) en deca de laquelle il ne peut étre maintenu. L’animal bascule
alors d’un état oxy-régulateur a un état oxy-conformeur. La LOC augmente avec
le RMR; lorsque RMR, m >RMR; o, alors LOC,>LOC;. Au niveau
métabolique de maintenance, la LOC correspond a la teneur en oxygene critique

(CritOy; d'apres Neill et al. 1999, modifié par Claireaux et Lagardére 1999). Les
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«facteurs masquants» vont induire [’augmentation du métabolisme de
maintenance (MM?*), en induisant une augmentation de la concentration critique

en oxygene (CritO,*)

Figure 11.8. Représentation du cceur d'un poisson. Les fleches bleues vont indiquer le sens de

circulation du sang. Le sinus veineux regoit le sang appauvri en O, provenant de
la circulation systémique. Le sang passe successivement dans 1’atrium puis dans
le ventricule et est ensuite éjecté par I’aorte ventrale, en passant par le bulbe

artériel, vers les branchies pour étre oxygéné (Satchell 1991).

Figure I1.9. Représentation schématique d'un cardiomyocyte ; RS : réticulum sarcoplasmique,

Figure I1.10.

ICa : canal calcique de type L (low) voltage-dépendant, NCX : échangeur Na/Ca
(en mode inverse ou réverse) ; RyR : canal calcique ligand dépendant, sensible a
la ryanodine; ATP: pompes calciques chargées d’expulser le calcium a
I’extérieur ou de repomper le calcium dans le RS (SERCA au niveau du RS et

PCMA au niveau du sarcolemme).

Représentation schématique de la modulation de la fréquence et de la force de
contraction cardiaque chez un téléostéen. Les cellules pacemaker imposent le
rythme cardiaque (voie intrinseque), modulé par le tonus accélérateur
adrénergique (voie nerveuse et humorale) ou inhibiteur cholinergique (voie

nerveuse).

Figure IIL1.Correlation between the concentrations of CB 153 (ng g’ dw) and standard

Figure IIL.2.

metabolic rate (SMR) in the high PCB-contaminated group during 60 days
(PCBpigh-s0: SMR= 18.83+0.022 [CB153], R>= 0.77; Pearson correlation:

rpEARSON= 0.85, Ppearson<0.001).

Figure II.2. Average maximum metabolic rate (MOjmax) measured in tested
groups after 30 (Control, n= 8; Solvent, n=8; PCB,,,, n=7; PCB,g,, n=8) and 60
days of contamination (Control, n= 6; Solvent, n=13; PCBy,,, n=14; PCByig,
n=11). For a given level of O, saturation and a given period of contamination, *
indicates a significant difference with the control group (Panova<0.05); for a

given level of O2 saturation and a given treatment, “ indicates a significant
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Figure IV.1.

Figure IV.2.

difference between 30 and 60 days of contamination (PpanneD

comparIison<0.05). All the values are means & S.D.

PCB-contamination effect evaluated at each pacing frequency (Hz) tested. *
indicates a significant effect of the AD (p<0.05); “ represents a significant

difference from the CTRL group (p<0.05).

Force-frequency response obtained under different treatments, as showed in the
legend. * indicates a significant effect of the RYA on the ventricle pretreated
with different concentrations of AD (10nmol™ and 10pmol™) compared to the

ventricle without RYA.

Figure V.1. Average ventilation frequency (Fv) vs time in freezing S. solea in normoxia TN,

Figure VI.1.

A and hypoxia: TH, WM. Relative experimental time is indicated as t contol, the
time period used for calculating F'V ¢onyol (i.e. Fy during the 5 min prior to
stimulation); t s, the time period used for calculating Fy ¢, (i.e. Fyy during the 15
s that followed stimulation); t 305, t 60s, ----» t 300s, the time periods during which
the post-stimulus Fy measurements were taken. For each level of oxygen tested,
values with different superscripts are significantly different from their Fv control
(P <0.05). For each time period, an asterisk (*) indicates a significant difference

between TN and TH (P < 0.05). All values are means + S.E.

Temperature and oxygen-related variations in aerobic metabolic scope (AMS).
A- AMS is maximal at a species-specific thermal optimum (T - - -) below and
above which it decreases to become almost nil at a low and high critical
temperature (Terit-min/max----). Limiting environmental conditions such as hypoxia
reduce (=) the active metabolic rate and a decreased AMS (m m m) is observed.
As a consequence the low and the high critical temperatures are increased and
reduced respectively (Terit-min/max - - - -), Which reduces the range of temperature
the fish can tolerate. B- At a fixed temperature the maximal aerobic metabolic
rate (MO3 max
metabolic rate (SMR

) decreases with the oxygen level until it reaches the standard

). The particular oxygen level at which MO; . =
SMR is the critical oxygen level (Oyuit, Fry, 1948; Steffensen et al. 1994; van
den Thillart et al. 1994; Schurmann and Steffensen 1997; Iversen et al. 2010).
Exposition to pollutants may induce both a reduction in (MO; 1,x m m m) and an

increase in (SMR m m m). As a consequence, the fish critical oxygen level is

15



increased (Oyeit), the AMS is reduced (€mmm=>») and the fish tolerance to

hypoxia is decreased.

Figure VI1.2. Hypoxia tolerance. Minimum level of oxygen (Os.min) at which sole lost
equilibrium. Four treatments were tested: uncontaminated control sole (C) and
individuals fed with pellets containing solvent (S), polychlorinated biphenyl
(PCB) or polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH).

Figure VI.3. Thermal tolerance. Critical thermal maxima (CTp,y) in control sole (C) and in
individuals fed with pellets treated with solvent (S), polychlorinatedbiphenyl
(PCB) or polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH). Sole were exposed to a
thermal challenge in normoxia (n) or in hypoxia (h). For a given treatment,
] indicates significant difference between CTaxs0 assessed in normoxic and

hypoxic conditions.
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Liste des tableaux

Table II1.1. Concentration (ng g) of the four PCB congeners used for the contamination of
commercial pellets. PCBy,,, and PCBy,,, correspond to a total concentration of

670 and 2239 ng PCB g™ of food respectively.

Table II1.2. Concentration (Mean + SD, ng g dw) of the congener CB153 in the liver of
PCB-contaminated soles after 30 and 60 days of contamination. Soles from the
group PCBy,,, and PCB,,;,, were exposed to a total of PCB concentration of 670
and 2239 ng PCB g of food, respectively. Values not sharing a common

superscript were significantly different (Panova<0.05).

Table II1.3. Average (= SD) of the Active Metabolic Rate (AMR), Standard Metabolic Rate
(SMR), Aerobic Metabolic Scope (AMS) and critical oxygen saturation (Oxci)
in the four experimental groups of sole: the PCB-exposed individuals (PCB,,,
and PCBy,;g) and the uncontaminated individuals (Control and Solvent). For each

treatment, * indicates values that are significantly different between 60 and 30

days (PpLanNED comparison <0.05).

Tableau IV.1 Peak tension (mN mm-2) value in the four tested groups added with the tonic
and maximal concentrations of adrenaline (10 nmol-1 and 10 pmol-1

respectively)
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Abréviations

a.s.: saturation en air, air saturation

ADP: adénosine diphosphate

AMP: adénosine monophosphate

AMR: taux métabolique actif, active metabolic rate

AMS: capacité métabolique aérobie, aerobic metabolic scope

ATP: adénosine triphosphate

CEC: couplage excitation contraction, excitation-contraction coupling
CIRC: Ca’*- Induce- Ca’" release

CTpmax: température critique maximale, critical thermal maxima

CThax-so:température a laquelle 50% des individus testés perdent 1’équilibre,
temperature at which 50% of the tested individuals lost equilibrium

HAP: hydrocarbures aromatiques polycycliques
LOC: concentration en oxygene limitante, /imiting oxygen concentration
MO,: consommation d’oxygene, oxygen consumption

MO; max: consommation d’oxygene maximale, maximal oxygen consumption

O, «iit: concentration critique en oxygene, critical oxygen concentration

Oomin: niveau d’oxygene auquel un poisson perd I’équilibre, level of oxygen at which

a fish lost equilibrium
O2min-s0: niveau d’oxygene auquel 50% des individus testés perdent 1’équilibre,
level of oxygen at which 50% of the tested individuals lost equilibrium

PAH: polycyclic aromatic hydrocarbons

PBDE: polybromodiphényléthers

PCB: polychlorobiphényles, polychlorinated biphenyls

POP: polluants organiques persistent, persistent organic pollutants
RMR: taux métabolique de routine, routine metabolic rate

RS: reticulum sarcoplasmique, sarcoplasmic reticulum

SMR: taux métabolique de maintenance, standard metabolic rate
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La zone cotiere est située a I’interface de deux grands biomes du globe : ’océan et le
continent. Cette situation géographique particuliére confere aux habitats cotiers des propriétés
qui dépendent des interactions a 1’échelle locale entre les écosystémes aquatiques et terrestres.
Les habitats cdtiers sont ainsi généralement caractérisés par une forte biodiversité associée a
une productivité élevée (Costanza 1997). Ces particularités font que, pour la plupart des
téléostéens, ces zones représentent des nourriceries, définies comme des zones géographiques
limitées ou les juvéniles se concentrent pour s'y nourrir et se développer pendant leurs
premicres années d'existence (Beck et al. 2001). Cependant, les milieux cotiers sont
également caractérisés par une forte variabilité physico-chimique (Diaz et Rosenberg 1995).
IIs sont ainsi sources de compromis pour les organismes s’y développant entre, d’une part, les
avantages qu’ils fournissent, c'est-a-dire une source d'aliments importante et diversifice,
assurée par une forte production primaire et secondaire (Nixon 1995 ; Loneragan et Bunn
1999) et d'autre part, les pressions environnementales comme les variations de la
température, de la concentration d’oxygeéne dans I’eau, du pH, de la salinité, ... Bien que
d’origine naturelle, cette variabilit¢ environnementale est également sous influence
anthropogénique, et certains parametres se retrouvent amplifiés du fait du changement
climatique (Diaz et Rosenberg 1995, 2008). Par exemple, une augmentation de la température
de 0.26°C par décennies a été enregistrée entre 1977 et 2007 dans le Golfe de Gascogne
(Goikoetxea et al. 2009) qui constitue 1’'une des nourriceries les plus productives de
I’ Atlantique Nord Est (Le Pape et al. 2003). Si la température est au coeur de la problématique
du changement climatique, d’autres facteurs environnementaux font aussi partie du débat
comme le pH ou la teneur en oxygene dissous. L hypoxie, ou diminution de la concentration
en oxygene dissous dans 1’eau, est également un phénomene d’origine naturelle qui se vérifie
lorsque les taux de respiration des organismes excedent la production d’oxygene issue des
organismes autotrophes et de la diffusion de 1’oxygeéne atmosphérique. En raison d’une
accentuation des phénomenes d’eutrophisation d’origine anthropogénique, la fréquence et
I’amplitude de ces événements hypoxiques s’intensifient dans les habitats aquatiques du
monde entier (Diaz 2001; Wu 2002; Diaz et al. 2004). Par exemple, sur les cotes de 1'Oregon
aux Etats-Unis, des conditions d’hypoxie précédemment non signalées ont été observées
depuis le début des années 2000, avec des niveaux atteints particulierement séveres en 2006
(10% de saturation en air).

Au-dela de I’amplification de la variabilité environnementale d’origine naturelle, les

activités anthropiques causent également I’introduction dans le milieu marin de substances
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xénobiotiques, comme les métaux lourds ou les polluants organiques persistants (POPs)
(Lipiatou et al. 2007 ; Fernandes et al. 1997 ; Van Dolah et al. 2008 ; Moon et al. 2009). Par
exemple, dans la Baie de la Seine, une des zones les plus contaminées en France, la
concentration de Polychlorobiphényles (PCB) augmente de 2 ng 17" en mer ouverte a 250 ng
17" dans la zone estuarienne pour arriver a des concentrations de 1,3ug 17! dans les zones
ayant une turbidité élevée (Abarnou et Simon 1986 ; Marchand 1989).

Ainsi, les organismes marins coOtiers sont exposés a un ensemble de facteurs
environnementaux qui ont été définis par différents auteurs comme une matrice présentant des
variations spatiales mais aussi temporelles (e.g. Kerr 1990, Claireaux et Lefrangois 2007). Au
sein de cette matrice, les facteurs interagissent entre eux de manicre synergique, antagoniste
ou additive. Par exemple, la température peut modifier la biogéochimie d'un certain nombre
de polluants chimiques aboutissant a un changement significatif de leur toxicité (Schiedek et
al. 2007). II est aussi généralement admis qu'une augmentation de température peut induire
une ¢€lévation du taux d'assimilation de polluants via des changements thermo-dépendants du
métabolisme et du taux de ventilation, qui, en s’accélérant, favorise les échanges entre le sang
et le milieu environnant de I’animal (Kennedy et Walsh 1997; Schiedek et al. 2007).

Face a ces contraintes environnementales, les poissons cotiers doivent faire preuve
d’une forte capacité d’adaptation pour survivre. Ce succes adaptatif est particulicrement
déterminant chez les juvéniles, dont la survie influence le niveau de recrutement et participe
au maintien de la population. Les organismes exposés a la variation des facteurs
environnementaux sont considérés comme étant dans un état de stress, défini comme un ‘état
d’altération’ qui augmente la demande énergétique des individus (Martinez-Porchas et al.
2009). En 1929, Cannon définit le terme d’homéostasie comme 1’aptitude d'un organisme a
rétablir son équilibre intérieur suite a des perturbations provoquées par des facteurs extérieurs
en mettant en ceuvre toute une série de mécanismes physiologiques (e.g. nerveux,
hormonaux). D’une fagon générale, c’est en s'éloignant de cet équilibre qu’un organisme peut
étre considéré en situation de stress. D’apres Selye (1985), le stress peut étre divisé en deux
catégories : « eustress » ou stress positif et « distress » ou stress négatif. Pour mieux le définir,
on peut dire que I’ « eustress » correspond au cas d’un organisme expos¢ a des contraintes
environnementales provoquant des changements physiologiques aboutissant au rétablissement

de ’homéostasie, et ainsi a I’optimisation de ses performances biologiques.
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Au contraire, les organismes se trouvent dans une situation de «distress» lorsque les
changements physiologiques sont tels que 1’organisme n’est plus capable de rétablir 1’état
d’homéostasie, et donc de maintenir son intégrité fonctionnelle. Tous les facteurs
environnementaux qui tendent a perturber 1’équilibre homéostatique sont appelés stresseurs ;
dans cette dénomination sont inclus les facteurs environnementaux abiotiques (e.g.
température, taux d’oxygene dessous dans 1’eau, pH, salinité), biotiques (e.g. compétition
pour la nourriture, pression de prédation) ou d’origine anthropique (e.g. substances
xénobiotiques).

De fagon générale, la réponse au stress chez les téléostéens est caractérisée par la
stimulation de I’hypothalamus, qui va a son tour stimuler le systéme neuroendocrinien
provoquant la libération dans le sang d’hormones dites ‘de stress’ (i.e. les catécholamines et
corticostéroides). L’émission de corticostéroides dans le sang et dans les tissus provoque la
mobilisation de substrats énergétiques comme le glucose, qui constituera alors la source
d’énergie requise pour assurer les ajustements physiologiques nécessaires au rétablissement
de I’homéostasie de 1’animal dans son nouvel environnement (Wedemeyer et al. 1990 ;
Wendelaar Bonga 1997 ; Barton 2002 ; Lowe et Davison 2005). Dans ce contexte, il est
nécessaire de définir la notion de coiit de tolérance. La tolérance peut étre définie comme la
capacité des organismes a faire face aux stress auxquels ils sont exposés dans leur
environnement (Wedemeyer et al. 1984). Le concept de cotit de tolérance se base sur le fait
que cette capacité représente une dépense énergétique supplémentaire pour 1’organisme,
impliquant une diminution de I’énergie disponible pour ses autres activités (Holloway et al
1990), comme la locomotion, la digestion, la croissance ou la reproduction. Ainsi, méme
lorsque les contraintes environnementales n’induisent pas la mort des organismes a court
terme, il est raisonnable de penser qu’a plus ou moins long terme les activités et les fonctions
physiologiques de I’animal peuvent étre compromises. Petersen et Pihl (1995) ont par
exemple observé que durant des épisodes hypoxiques dans le détroit de Kattegat, situé entre le
Danemark et la Suéde, la limande Limanda limanda et la plie Pleuronectes platessa étaient
régulierement exposées a une oxygénation inférieure a 40% de saturation en air. Au travers
d’une étude expérimentale menée en parallele, ces mémes auteurs ont démontré que
I’exposition pendant 4 & 8 semaines 4 une concentration en oxygéne < 3 mg I (~ 40%
saturation en air) induisait unediminution de croissance chez ces poissons. Dans cette étude, la
réponse sub-létale aux facteurs environnementaux a été estimée a travers la croissance, une

des fonctions clés pour la population. D’une maniere plus générale, ces effets peuvent aussi

23



Introduction générale

étre évalués a partir de réponses comportementales (e.g. nage, recherche de nourriture....) ou
physiologiques (e.g. capacité métabolique, performances cardiaques, ...) qui participent toutes
a la fitness des organismes et sont donc susceptibles d’influencer la population a plus ou
moins long terme (e.g. Fry 1971 ; Priede 1985 ; Miller et al. 1991 ; Cooke et al. 2004 ;
Claireaux et Lefrancois 2007).

Dans ce travail de thése, j’ai ainsi évalué les effets sub-létaux de certains facteurs
environnementaux, comme I’hypoxie et les polluants organiques persistants sur les
performances physiologiques et comportementales de la sole commune, Solea solea

(Linneaus, 1758).

L’intérét d’étudier les réponses physiologiques et comportementales de la sole
commune est 1ié a son style de vie, aussi bien qu’a son importance économique. La sole est un
poisson benthique qui passe la plupart de sa vie sur les fonds meubles de sable fin, de sable
vaseux ou de vase (Le Pape 2003). Principalement nocturne, la sole s'alimente surtout
d’organismes benthiques comme de petits crustacés ou bivalves, de vers et, selon la taille, de
petits poissons. Les adultes pondent leurs ceufs au large. Les ceufs et les larves dérivent avec
le courant jusqu’aux cotes, ou ils vont se développer et passer les deux premieres années de
leur vie dans des zones de nourricerie. Au sein des nourriceries, la survie des juvéniles de sole
dépend de facteurs biotiques comme la présence de proies et de prédateurs (Amara et al.
1994), tout autant que de leur capacité a s’adapter aux variations des facteurs
environnementaux abiotiques, tels que la température, I’oxygénation de I’eau, la salinité ou le
pH. A cause de son style de vie benthique et de sa capacité de nage réduite, la sole est
soumise aux propriétés du sédiment, liées a sa composition, et est ainsi fortement exposée aux
phénomeénes hypoxiques. Bouchet et al. (2007) ont par exemple montré dans les Pertuis
Charentais que la concentration en oxygene a proximité du substrat peut descendre a 20% de
saturation en air au cours des mois de mai et juin. Par ailleurs, les sédiments constituent un
compartiment ou les POPs ont tendance a s’accumuler (Jeremiason et al. 1999, Jonsson et
Carman 2000). Les juvéniles de soles s’y développant sont ainsi susceptibles d’étre plus
fortement exposés par sédiment-contact a certains polluants en comparaison des especes
vivant dans la colonne d’eau. Par ailleurs, le fait de se nourrir d’organismes benthiques
soumet les soles a la contamination par voie trophique.
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Mon travail de theése s’inscrit dans le cadre du projet ANR SoleBemol (Sole
Bioaccumulation Ecotoxicologie MOdéLisation), qui vise a étudier le ‘Devenir et les effets
des contaminants dans les soles’ et les ‘Réponses biologiques a I’échelle de I’individu et de la
population’. Pour mieux évaluer les conséquences lies a la survie dans un milieu coétier
fortement anthropisé, j’ai étudié expérimentalement les effets de I’hypoxie et des PCB-
Polychlorobiphényles sur les performances physiologiques et comportementales des juvéniles
de sole commune. Pour cela, j’ai réalisé mon étude a deux échelles d’organisation

biologique, I’organe et I’individu, afin de répondre aux objectifs suivants :

1/ examiner les effets d’une exposition chronique a des concentrations sub-létales

de PCB sur le métabolisme aérobie et la tolérance a ’hypoxie ;

2/ évaluer I’altération des performances cardiaques suite a un stress induit par

une contamination chronique aux PCB ;

3/ étudier la réponse anti-prédateur de la sole en conditions d'hypoxie sub-létale.

Ce manuscrit de thése sera divisé en 6 parties. Dans la premicre et dans la deuxiéme
partie (« 1 Introduction » et « Il. Etat de [’art ») sont présentés les effets dérivés par
I’anthropisation en zone cotiere et leurs influences sur la variabilité des facteurs
environnementaux. Deux facteurs environnementaux seront abordés plus particulierement :
les PCB et I’hypoxie. Par la suite je présenterai 1’état des connaissances concernant la
bioénergétique, le systeme cardiovasculaire et le comportement anti-prédateur chez les

téléostéens, qui seront au centre des études présentées ensuite dans les chapitres /77 a V1.

Dans la troisieme partie (Chapitre I1I) je me suis intéressée aux effets de ’hypoxie et
/ou de la pollution organique (i.e. exposition chronique aux PCB) sur le métabolisme
énergétique et la tolérance a 1’hypoxie des juvéniles des soles en utilisant des approches de
respirométrie. Les résultats obtenus ont fait 1’objet d’une publication accepté dans la revue

Aquatic Toxicology.

Dans la quatrieme partie (Chapitre 1V), a travers une ¢tude effectuée en laboratoire sur
le coeur in vitro, j’ai voulu évaluer si les PCB en contamination chronique, en tant que

« stresseurs potentiels » pouvaient affecter les performances cardiaques.
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Dans la cinquiéme partie (Chapitre V), je me suis intéressée au comportement anti-
prédateur chez la sole commune en condition d’hypoxie. En particulier, j’ai focalisé mon
¢tude sur la réponse physiologique a travers 1’étude de la fréquence de ventilation. Les
résultats obtenus ont fait I’objet d’une publication acceptée dans la revue Journal of Fish

Biology.

Dans la sixiéme partie (Chapitre VI), j’ai étudié la tolérance a 1’hypoxie et a la
température au travers de challenges chez les soles ayant été soumises a des périodes de
contamination sur du long terme (e.g. 24 mois) et a de deux types de contaminants, les PCB et

HAP (i.e. Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques).

26



Etat de Lart

II. Etat de [art
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II.1. Hypoxie

11.1.1. Définition

La solubilité de I’oxygene dans I’eau, tout en restant toujours plus faible par rapport
a d’autres gaz comme le dioxyde de carbone, dépend de la température et de la salinité; a
15°C par exemple la solubilité de I’oxygéne dans 1’eau de mer est de 5,7 ml - 1" alors qu’elle
atteint 1019 ml-1"" pour le dioxyde de carbone. La concentration d’oxygéne est ainsi 20 a 40
fois plus faible dans 1’eau que dans I’air, ce qui rend cet élément particulicrement limitant au
sein des écosystemes aquatiques. Ces dernieres décennies, les activités anthropogéniques ont
entrainé une augmentation des incidents hypoxiques, voire anoxiques, dans le monde entier
(Fig. 1I.1). Les apports excessifs de nutriments en sont la principale cause. En stimulant le
développement d’especes algales, ils provoquent des phénomenes d’eutrophisation au cours
desquels la dégradation de la matiére organique consomme de 1’oxygeéne, conduisant a une

baisse générale de la concentration de cet élément dans le milieu.
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Figure II.1. Distribution globale des zones & faible teneur en oxygéne (< 2ml O, I"") dans les zones cotiéres

(d'apres Diaz et al. 2010)

29



Etat de Lart

Un habitat marin est considéré hypoxique lorsque la concentration en oxygene est
au-dessous de 20% (Diaz 2001). Ce seuil est souvent considéré dans la littérature pour
caractériser 1’état chimique d’un habitat. Toutefois 1’hypoxie peut étre définie par rapport a
ses effets sur les organismes. L’espece, les niveaux d’organisation biologique, ainsi que le
type d’exposition (chronique ou aigue) sont alors a prendre en considération (Vaquer-Sunyer
et Duarte 2008 ; Richards 2011). Par exemple, Petersen et Pihl (1995) ont observé chez la
plie Pleuronectes platessa et la limande commune Limanda limanda une diminution de la
croissance (25-30%) deés 40% de saturation en air. Pour des especes tres actives comme le
thon listao Katsuwonus pelamis, une teneur en O, en dessous de 60% est 1étale (Gooding et
al. 1981). Au contraire, parmi les poissons d’eau douce, le carassin commun Carassius
carassius et le poisson rouge Carassius auratus sont parmi les especes les plus tolérantes a
I’hypoxie (Vornanen et al. 2009). Ces cyprinidés sont capables de résister a l'absence
complete d'oxygene jusqu’a plusieurs mois dépendamment de la température a laquelle ils
sont exposés (Vornanen et al. 2009). Dans ce manuscrit, on considérera donc une
définition plus générale pour I’hypoxie ; a savoir que I’hypoxie est vérifiée lorsque
I’oxygéne dans I’eau atteint des concentrations auxquelles les fonctions physiologiques

des organismes qui y sont exposées sont compromises (Farrell et Richards 2009).

1I.1.2. Conséquences générales sur les organismes

L’hypoxie environnementale provoque chez les organismes qui y sont expos€s une
hypoxie dite systémique, caractérisée par une diminution de la teneur en oxygene dans le
sang (e.g. Farrell et Richards 2009). La demande en oxygene des tissus excede alors 1’apport
d'oxygene circulatoire, comme il peut étre observé au cours d’une activité physique intense,

d’une variation de la température corporelle ou du pH (Portner et Lannig 2009).

Les poissons qui se trouvent dans un environnement hypoxique présentent des
adaptations physiologiques, anatomiques et comportementales qui limitent 1’hypoxie
systémique, en augmentant 1’apport en oxygene et/ou en diminuant les besoins en oxygene
(Hughes 1973). Ces adaptations varient selon 1’espece, le stade de développement (Diaz et
Rosenberg 1995 ; Andersen et al. 2005 ; Ishibashi et al. 2007), et aussi selon que I’hypoxie

soit chronique ou aigue.
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A la perception des conditions hypoxiques, une des premieres réponses
compensatoires est une réponse comportementale d’évitement vers des habitats présentant
une meilleure oxygénation. Généralement, cette réponse est observée chez les espéces
pélagiques (Domenici et al. 2000 ; Herbert et Steffensen 2005, 2006) et peut parfois étre
présente chez des espéces benthiques si la zone hypoxique est restreinte. L’absence de
vésicule natatoire chez la plupart des poissons benthiques engendre en effet une élévation de
la dépense énergétique lide aux déplacements dans la colonne d'eau, limitant 1’activité
natatoire prolongée (Duthie 1982 ; Dalla Via et al. 1994). La réaction d’évitement peut étre
aussi liée a la recherche de zones ou la température est plus basse et présentant, de ce fait,
une concentration en oxygene plus importante (Crawshaw et O’Connor 1997). D un point de
vue physiologique, la diminution de température participe également a une diminution du
métabolisme aérobie réduisant ainsi les besoins en oxygene (e.g. Schurmann et Steffensen

1992).

En complément des réponses comportementales, les ajustements physiologiques
permettent aux poissons de faire face a la diminution en oxygeéne a plus ou moins long

terme.

A court terme, I’augmentation de la fréquence et /ou de 1’amplitude des mouvements
ventilatoires permet, en augmentant le débit d'eau ventilé, d'optimiser le gradient d'oxygene
eau/sang et de maintenir une diffusion importante a travers 1'épithélium respiratoire (Randall
1982 ; Graham 1997 ; Maxime et al. 2000 ; Lefevre et al. 2011). La diffusion est également
améliorée par (i) ’augmentation de la perfusion des branchies (Smith et al. 2001 ; Russel et
al. 2008) et (ii) le recrutement de lamelles branchiales non perfusées en conditions
normoxiques (Randall 1982 ; Vornanen et al. 2009). Une diminution de la fréquence
cardiaque (bradycardie) est également une réponse souvent observée chez les téléostéens
soumis a des conditions hypoxiques (Farrell 2007). Cependant, le niveau d'oxygénation
auquel la bradycardie est déclenchée est tres variable (Randall 1982 ; Fritsche et Nilsson
1989 ; Claireaux et al. 1995). Cette variation peut étre attribuée a la diversité des conditions
expérimentales testées, ainsi qu'au caractere espece-spécifique des mécanismes de régulation
du rythme cardiaque. La capacité de transport de I’oxygeéne dans le sang peut aussi étre
améliorée a travers I’augmentation de I’hématocrite, correspondant au pourcentage relatif du

volume occupé par les hématies par rapport au volume sanguin (Wu 2002).
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Lorsque les stratégies pour améliorer 1’apport en oxygene ne sont plus suffisantes, les
poissons entrent dans un état de dépression métabolique appelé aussi état hypo-
métabolique. Cet état se traduit par un ralentissement du métabolisme aérobie et, donc, par
une réduction de la demande en oxygene ; il s’accompagne également d’une sollicitation
majeure du métabolisme anaérobie (Richards 2009). Cette réduction du métabolisme aérobie
aboutit a des modifications du comportement des poissons comme une diminution de
l'activité de nage, de la recherche de nourriture ou de la prise alimentaire (Schurmann et
Steffensen 1994 ; Chabot et al. 2001 ; Herbert et Steffensen 2005). Par exemple, Dalla Via
et al. (1998) ont montré comment, chez la sole commune Solea solea, I’hypoxie induisait
des variations de 1’activité natatoire. La diminution d’oxygene entre 80 et 20% de saturation
en air est accompagnée par un ralentissement de 1’activité natatoire. En dessous de ce seuil,
la sole s’immobilise sur le substrat. Entre 20 et 6% de saturation en air, elle commence a
utiliser deux stratégies métaboliques différentes ; elle ‘active’ son métabolisme anaérobie,
alors que le métabolisme est ralenti jusqu’a un taux inférieur au métabolisme de base. A 5%
de saturation en air, la sole nage vers la surface par mouvements saccadés, perd 1’équilibre
pour finalement rester paralysée sur le substrat. L’effet spécifique de I’hypoxie sur le

métabolisme aérobie sera développé dans le paragraphe 111.3.4.1.

A plus long terme, les especes de téléostéens exposées chroniquement a I’hypoxie
ont développé des adaptations améliorant I’assimilation de 1’oxygene. Certaines de ces
adaptations sont d’ordre anatomique et vont d’une forte vascularisation de la cavité buccale,
d’une augmentation de la surface branchiale (Sollid et al. 2005, 2006) jusqu’au
développement d’organes pour la respiration aérienne permettent 1'utilisation de I'oxygeéne
atmosphérique (Brauner et al. 1995 ; Randall et al. 2004 ; Soares et al. 2006 ; McKenzie et
al. 2007a).

I1.2. Les Polychlorobiphényles (PCB)

11.2.1. Définitions

Parmi les POPs présents dans les zones cotieres, les PCB sont parmi les plus toxiques

et largement distribués dans I’environnement (Barron et al. 2004).
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Les PCB ont été synthétisés pour la premicre fois en 1881 et La Monsanto Industrial
Chemical Company (St. Louis, Missouri, Etats Unis) a débuté leur production industrielle en
1929. Les PCB ont été largement utilisés dans les produits de I’industrie électrique comme
les agents isolants présents dans les transformateurs et condensateurs (Eisler 1996). Bien que
la production de PCB ait été interdite aux Etats Unis depuis 1977, en Europe depuis 1985
(85/467/EEC, 6™ amendement to Directive 76/769/EEC) et en France depuis 1987, les PCB

sont a ce jour toujours présents dans les écosystémes marins et terrestres du monde entier.

La contamination par les PCB a été mise en évidence en Suede, il y a environ 30 ans,
dans la chair du brochet Esox lucius (Jensen 1966). A la suite de cette découverte, de
nombreuses études se sont intéressées aux PCB et la présence de ces éléments dans de
nombreux habitats naturels a été avérée (e.g. Edwards 1971 ; Kalmaz et Kalmaz 1979 ;
Waid 1986). Aujourd’hui, les PCB sont considérés comme un probléme environnemental au
niveau mondial (Breivik et al. 2002) principalement a cause de leur capacité a s'accumuler

tout au long de la chaine trophique.

11.2.2. Propriétés chimiques

Le terme de PCB désigne une famille de composés organochlorés de synthése de haut poids
moléculaire, de formule chimique C;,H;oxCly (Fig. I1.2) obtenus par chloration du

biphényle.
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Figure II. 2. Structure chimique générale des PCB

Les PCB sont constitués de 209 congéneres variant selon le nombre et la position des
atomes de chlore. Le classement en groupes homologues se base sur le nombre d’atomes de

chlore présents sur le noyau du biphényle que contient chaque composé, qui vont des
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monochlorobiphényles aux décachlorobiphényles, contenant respectivement un et dix
atomes de chlore. Les propriétés physico-chimiques de chaque congénere de PCB
(solubilité, pression de vapeur, coefficient de partage octanol-eau), ainsi que leur toxicité,
sont déterminées par leurs caractéristiques structurales. A cause de leur stabilité chimique,
leur caractéristique hydrophobe et leur persistance, les PCB ont été signalés dans tous les
compartiments de I'environnement. Leurs concentrations peuvent aller de la dizaine de pg I
dans les eaux océaniques, pour atteindre quelques mg kg'1 dans les tissus adipeux des
mammifeéres marins (Abarnou et Loizeau 1994). Dans les zones cotieres, ce sont les
estuaires qui sont les plus exposés a ces contaminants (Long 2000). C'est le cas de la baie de
Seine en France ou les niveaux de présence de ces composés atteignent 1,3 pg 17'
(Marchand 1989). La zone cotiere est décrite comme un réservoir de POPs. Les PCB ont une
trés faible solubilité dans I’eau illustrée par un Koy, ' compris entre 4,6 et 9,7. Leur propriété
lipophile favorise ainsi leur adsorption a la mati¢re organique présente. En plus, ce caracteére
lipophile participe a leur accumulation dans les tissus adipeux des organismes ou ils sont
piégés (e.g. Anguilla anguilla, Mariottini et al. 2006). En effet, la majorité des congéneres
sont trés peu bio-transformables par les organismes et sont peu éliminés, entrainant une
augmentation de leur concentration dans les organismes au cours de leur vie (Loizeau et al.
2001). Leur transfert s’effectue alors par voie alimentaire dans les réseaux trophiques, ou ils
sont susceptibles d’étre bio-amplifiés a chaque niveau du réseau trophique (Borgé et al.
2001 ; Hoekstra et al. 2003 ; Burreau et al. 2004 ; Nfon et al. 2008). Par conséquent, les
prédateurs qui se trouvent aux plus hauts niveaux de la chaine trophique, comme les
mammifeéres marins ou I’homme, sont particulierement expose€s, et peuvent présenter des
concentrations en PCB trés élevées, pouvant avoir des effets sur leurs fonctions
physiologiques (Ahlborg et al. 1994 ; Loonen et al. 1996).

Les PCB employés pour la contamination dans mon étude sont quatre congéneres
choisis a cause de leur présence importante dans I'environnement : CB105, CB118, CB149

et CB153 (Fig. I1.3).

' Ko (coefficient de partage octanol-eau)
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CB 153 CB 149

CB 118 CB 105

Figure II. 3. Structure chimique des congénéres de PCB employés dans les études présentées aux Chapitres I1I,

IV et VI

Le CB 153 (2,2°,4,4°, 5,5 — Hexachlorobiphényle), un composé di-ortho-substitué
(i.e. avec deux atomes de chlore substitué en position ortho), est le congéneére le plus présent
dans la matrice organique. Bien que le CB 153 présente une faible cytotoxicité, il est
considéré comme le congénére le plus récalcitrant en ce qui concerne la biotransformation et
donc, le plus persistant dans la chaine alimentaire (Kannan et al. 1995). Le CB 149 (2, 2', 3,
4',5',6-Hexachlorobiphényle), également un composé di-ortho-substitué, est identifi¢ comme
un composé qui peut étre partiellement métabolisé (Andersson et Forlin 1992). Le CB 105
(2,3, 3, 4, 4-Pentachlorobiphényle) et le CB 118 (2, 3°,4 ,4°, 5-Pentachlorobiphényle) sont
eux des composés mono-ortho-substitués, ce qui les rend plus toxiques. Les congéneres
CB118 et CB 153 sont considérés par le Conseil International pour I’Exploration de la Mer
comme congéneres ‘indicateurs’, c’est a dire comme représentatifs de la contamination en

PCB du milieu aquatique (MacGregor et al. 2010).
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11.2.3. Toxicité

Tous ces composés engendrent un large spectre de réponses toxicologiques, incluant
une immunotoxicité, des déficits de reproduction, des effets tératogenes, des perturbations
endocriniennes, le développement de tumeurs et carcinomes (Ahlborg et al. 1994 ; Hontela
et al. 1995). Chez les vertébrés, les effets toxiques des PCB ont été mis en relation avec leur
capacité a induire ’activation du cytochrome P450 (Cyt P450). La transformation des PCB
en métabolites hydroxilés s’opere dans le foie via le systeme Cyt P450, qui constitue la voie
majeure pour leur métabolisation (Sipes et Schelmann 1987). Cependant, la
biotransformation des PCB par le Cyt P450 n’est pas toujours bénéfique pour I’organisme.
Les dérivés produits peuvent parfois étre plus toxiques et métaboliquement plus actifs que le
compos¢ de départ, et ainsi provoquer des dysfonctionnements cellulaires en se liant a des
molécules biologiques fondamentales telles que les protéines, les ARN ou I'ADN (Parkinson
et Safe 1987).

La toxicité induite par les PCB est espece-spécifique et dépend principalement des
capacités a les métaboliser, ainsi que de l'dge, de la biomasse et du contenu en lipides des
individus (Abarnou et al. 2001). Par exemple, les stades embryonnaires et larvaires sont
généralement reconnus comme étant beaucoup plus sensibles aux polluants que les stades
adultes, a cause de défenses immunitaires réduites et d’une petite taille qui leur confére
proportionnellement une plus grande surface d’échange. Outre la dose, la durée d'exposition,
la voie d'administration et les congénéres impliqués, il est également nécessaire de prendre
en considération d’éventuelles interactions entre les différents congénéres, avec d’autres

composés organochlorés ou encore avec les métaux lourds (Eisler et Belisle 1996).

I1.3. Bioénergétique

Tous les organismes ont besoin d’énergie pour pouvoir survivre, ainsi la plupart des
biologistes la considérent comme une « devise » commune a toute forme vivante. Cette
énergie ¢tant limitante, elle est au centre de problématiques visant a mieux comprendre son
allocation vers les multiples, et complexes, processus régulant la survie d’un organisme dans

son environnement. Dans la majorité des cas, cette énergie est obtenue a partir de substrats
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énergétiques ingérés sous forme d’aliments, qui sont ensuite dégradés en nutriments et

utilisées a travers des processus d’oxydation.

L’étude de la bioénergétique nous aide a comprendre les interactions entre les
organismes et leur habitat, en évaluant comment I’énergie est repartie au sein de 'organisme
en fonction de ses besoins et des contraintes environnementales auxquelles il est soumis
(e.g. Fry 1971 ; Yamashita et al. 2001 ; Portner et Farrel 2008 ; Guderley et Portner 2010 ;
Portner 2010).

Le terme de métabolisme refléte 1’ensemble des réactions biochimiques qui se
produisent dans un organisme lui permettant de se reproduire, de se développer, de
maintenir sa structure et de répondre aux changements environnementaux. Il est composé de
deux types de voies: I’anabolisme et le catabolisme. L'anabolisme regroupe 1’ensemble des
réactions de synthése permettant la transformation de molécules simples en molécules
complexes, comme les protéines; il est donc indispensable pour la réparation, la
régénération des tissus et la croissance. Le catabolisme, au contraire, correspond aux
réactions de dégradation moléculaire de I'organisme considéré. Les réactions de catabolisme
font référence a des processus de dégradation de molécules complexes en molécule plus
simples. Dans de nombreux cas, elles correspondent a des réactions d’oxydation qui utilisent
I’oxygeéne comme accepteur final d’électrons dans la chaine respiratoire. Ces réactions sont
thermodynamiquement favorables, c'est-a-dire qu'elles sont exo- énergétiques et produisent
donc de I'énergie et libérent de la chaleur. Ces processus cataboliques générent 1’adénosine
triphoshate (ATP). Il est important de remarquer que la production d’ATP peut se dérouler
en présence d’oxygene, on parle alors de métabolisme aérobie, ainsi qu’en absence
d’oxygene, le métabolisme étant dans ce cas anaérobie. Une des différences entre ces deux

voies de production réside en la différence du nombre de molécules d’ATP produites.

11.3.1. Production d’ATP

L’ATP est un nucléotide constitu¢ d’une liaison a haute valeur énergétique entre une
adénosine (base azotée + adénine + s-D-ribofurannose) et 3 groupements phosphates.
L’hydrolyse de ’ATP en ADP et en phosphate inorganique (Pi) est une réaction qui libére
environ 30 kJ mol™. La réaction d’hydrolyse de ’ATP en AMP est d’avantage exergonique
et libére 42 kJ mol”'. L’ATP est produite a partir de glucides, de protéines ou de lipides, au
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cours d'un processus dont la phase finale, la phosphorylation oxydative, requiert la présence

d'oxygene en tant qu'accepteur d'électrons.

GLUCOSE ACIDES GRAS
Glycolyse Janaérohie
Acide CYTOPLASME
Lactique‘
b
ACYL CoA
Oxidation

I I
Acétyl CoA| ¢desagies Gras

MITOCHONDRIE

v
H20 + CO2

Figure II. 4. Représentation schématique de la voie du métabolisme aérobie et anaérobie pour la production

d’ATP (source : http://jeanzin.fr/ecorevo/sciences/mitochon.htm)

Etant donné que les réserves en ATP sont faibles dans 1’organisme, la production
d’ATP a partir des substrats énergétiques est continue. Par contre, ceci nécessite de mettre
en réserve les précurseurs de ces substrats énergétiques lorsque le milieu intérieur s’enrichit

(i.e. apres un repas) ; ils seront ensuite hydrolysés en cas de besoin. C’est par exemple le cas
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du glucose qui est stocké sous forme de glycogene, principalement dans le foie. La premiere
étape de production d’ATP par voie métabolique aérobie est la glycolyse (Figure 11.4). La
glycolyse est une suite de réactions d’oxydo-réduction dont le produit final est le pyruvate
qui en se décarboxylant forme de ’acétylcoenzyme A. Cette molécule alimente le cycle de
Krebs (ou cycle de 1’acide citrique) qui se déroule dans la matrice mitochondriale. Au cours
des réactions de la glycolyse et du cycle de Krebs, des coenzymes sont réduits au niveau de
la membrane interne de la mitochondrie chez les eucaryotes. Ces réactions s’opérent au
travers de la chaine respiratoire qui nécessite de 1’oxygene. Au cours des réactions
successives de la chaine respiratoire, I’ADP est phosphaté en ATP. Au final, 38 moles
d’ATP sont produites par mole de glucose grace au métabolisme adrobie. L’oxygene est
donc indispensable a cette voie métabolique afin de fournir en quantité suffisante 1’énergie
nécessaire au fonctionnement de 1’organisme. Toutefois, lorsque la quantité¢ d’oxygene
disponible est limitée ou inexistante, la production d’ATP est alors assurée par la voie
métabolique anaérobie, la fermentation lactique, qui ne nécessite pas d’oxygene. Cependant,
la voie de production d’énergie anaérobie est 19 fois moins efficace que la voie aérobie
(bien que plus rapide). Ainsi, seulement 2 moles d’ATP sont produites par mole de glucose.
Par conséquent, lorsque 1’oxygénation du milieu n’est pas adéquate pour approvisionner le
métabolisme aérobie, la marge de manceuvre ¢énergétique des organismes diminue
rapidement. Ils ne sont plus alors capables d’assurer leurs fonctions physiologiques de
maniere aussi efficace qu’en présence d’oxygene, limitant ainsi leur survie a plus ou moins

long terme.

11.3.2. Métabolisme énergétique et concept de Fry (1947, 1971)

En 1971, Fry développe un concept basé sur la bioénergétique et ses régulations
enviro-dépendantes; concept qui sera revisité ensuite par plusieurs auteurs (e.g. Priede 1977,
1985 ; Evans 1990 ; Claireaux et Lefrangois 2007). Dans ce concept, le poisson est assimilé
a un systéme ouvert au travers duquel I'énergie circule. Les processus métaboliques qui
transforment 1'énergie brute (nourriture/matieére organique) en énergie chimique (I’ATP) sont
considérés comme le « moteur physiologique » produisant 1'énergie nécessaire a I'ensemble

des activités de 1'animal.
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Figure IL.5. Individu considéré comme un « systéme ouvert » : la matiére brute ingérée (e.g. nourriture/ matiére
organique) est transformée a travers les processus métaboliques en énergie chimique nécessaire pour accomplir
les différentes « activités ».

I est a noter que le terme « activité » est employé au sens large et comprend (i) le
travail de biosynthése, comme la croissance ou le renouvellement cellulaire, (ii) le travail de
transport, comme les échanges d'ions, et (iii) le travail mécanique, comme la nage ou la
ventilation. Le terme d’activité s’applique donc a différents niveaux d’organisations

biologiques; des régulations cellulaires aux performances de I’individu entier.

La puissance énergétique de ce « moteur physiologique » est mesurable a travers le
taux métabolique de 1’organisme. Fry (1971) a défini trois niveaux de taux métaboliques :

les niveaux de maintenance, de routine et actif (Figure I1.5).
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Le taux métaboliqgue de maintenance ou standard (ou SMR, Standard Metabolic

Rate) correspond au niveau métabolique minimal nécessaire au maintien des fonctions
vitales (e.g. ventilation, travail cardiaque, osmorégulation, production et sécrétion
d’hormones, pompes ioniques...). Il est mesuré au repos, a jeun, en dehors de la période de

reproduction et de source stress.

Le taux métabolique actif (ou AMR, Active Metabolic Rate) qui représente la

dépense énergétique maximale qu’un poisson peut présenter. Ce taux est mesurable chez un

individu qui fournit un effort intense, comme une activité de nage soutenue.

Le taux métabolique de routine (ou RMR, Routine Metabolic Rate) correspond au

métabolisme mesuré chez un poisson libre de ses mouvements. Ce taux métabolique illustre
I’énergie dépensée pour un niveau intermédiaire d’activités discrétionnaires (nage, digestion

par exemple). Il oscille donc entre le SMR et ’AMR.

Fry (1971) a défini la différence entre le taux métabolique actif et le taux
métabolique de maintenance comme ¢tant la capacité métabolique aérobie ou registre
aérobie (AMS ou Aecrobic Metabolic Scope; Figure I11.6) d’un organisme. L’AMS
représente ainsi la quantité d'énergie globale pouvant étre allouée vers les différentes
activités non obligatoires de 1'animal et est, de ce fait, souvent appelée « capacité pour
l'activité » (ou « scope for activity »). Cette puissance énergétique est utilisée pour assurer
les activités de routine qui sont qualifiées de non obligatoires. Une fraction est employée a
assurer les activités comme la nage et la digestion. La fraction d'énergie restante correspond
au surplus de puissance €nergétique. Selon les phases de développement de I'animal, ce
surplus de puissance est préférentiellement alloué, soit a la croissance somatique, soit a la

croissance gonadique.

I1 est important de noter que dans le concept de Fry (1971), le terme « métabolisme »
désigne l'ensemble des processus biochimiques produisant de I'énergie, qui sont
habituellement regroupés sous le terme de « catabolisme » faisant principalement référence a
des mécanismes d’oxydo-réduction (§ I11.3.1.). La capacité métabolique d’un organisme
sera donc associée a son métabolisme aérobie et sa capacité a transporter de I’oxygeéne.
Ainsi, son estimation se fait dans la plupart des cas a travers la consommation d’oxygene de

I’organisme (e.g. Fry 1971 ; Duthie 1982 ; Wieser 1985 ; Priede 1985 ; Steffensen et al.
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1994 ; Lefrancois et Claireaux 2003 ; McKenzie et al. 2007). C’est la définition et

I’approche méthodologique qui ont été retenues dans ce manuscrit.

11.3.3. Classification des facteurs abiotiques selon Fry (1947, 1971)

Il y a deux manic¢res fondamentales de classer le milieu; soit en décrivant les
¢léments abiotiques en se basant sur leurs propriétés physico-chimiques soit en décrivant
comment ces éléments peuvent influencer un organisme. Cette seconde maniere a €té choisie
par Fry (1947, 1971) qui a classé les facteurs environnementaux en 5 catégories selon leur

influence sur le registre métabolique: contrélants, limitants, létaux, masquants et directifs.

Les facteurs de contréle (Figure 11.6) gouvernent le taux métabolique de par leur
influence sur 1'état d'activation moléculaire des composants de la chaine métabolique. La
température est le plus remarquable facteur de controle. Elle agit sur la cinétique des
réactions biochimiques impliquées dans le métabolisme. Ces facteurs influencent ainsi

directement le métabolisme de maintenance et le métabolisme actif.

Les facteurs limitants (Figure 11.6) agissent en limitant I’approvisionnement des
composants dans la chaine métabolique. Leur absence, ou leur amenuisement, réduit le taux
métabolique maximal fixé par les facteurs de controle. C’est le cas de la disponibilité en
oxygene. Certaines toxines ou polluants sont également considérées comme facteurs

limitants, lorsque leur présence interfere avec le transport de I’oxygene (e.g. nitrites).

Les facteurs létaux sont définis comme entrainant la mort de I’organisme par 1’arrét
des processus métaboliques. C’est le cas de valeurs extrémes de température, de polluants,

de la concentration en oxygene ou en dioxyde de carbone.

Les facteurs masquants (Figure 11.6) augmentent le colit métabolique de maintenance
provoquant une diminution de la capacité¢ métabolique aérobie. Des conditions sub-
optimales de salinité vont par exemple engendrer un colit énergétique supplémentaire lié a

I’osmorégulation.

Les facteurs directifs, comme la température, I’oxygeéne ou la photopériode,

déclenchent des réponses comportementales et physiologiques. Ces facteurs orientent
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I’animal vers des habitats ou des états physiologiques auxquels il est mieux adapté,

entrainant ainsi une variation des colts métaboliques.

(A) Facteur de contréle (e.g. temperature) (B) Facteur limitant (e.g. oxygéne)

AMR

Taux
Métabolique
aérobie
Taux
Métabolique
aérobie

SMR

Capacité
Métabolique
aérobie
Capacité
Métabolique
aérobie

(C) Facteur masquant (e.g. salinité, polluants) Figure I1.6. Représentation schématique des effets des facteurs
environnementaux sur la capacité métabolique aérobie d’un poisson.

AMR (A) Facteurs de contréle (e.g. température) ; ils agissent sur la
cinétique des réactions biochimiques impliquées dans le
métabolisme et induisent 'augmentation du métabolisme actif
(AMR) et de maintenance (SMR).

(B) Facteurs limitants (e.g. oxygene), I’hypoxie provoque une
diminution du AMR et par conséquence de la capacité
métabolique aérobie qui
s’amplifie lorsque la raréfaction en oxygéne s’aggrave ;

(C) Eacteurs masquants (e.g. salinité, polluants) ; ils induisent
I’augmentation du SMR.
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Métabolique
aérobie
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11.3.4. Effets de I’hypoxie et des PCB sur les performances métaboliques de
I’individu

En se basant sur la classification de Fry (1971), I’hypoxie est considérée comme une
situation environnementale limitante. Quant aux polluants, ils peuvent avoir des effets
multiples sur le métabolisme en ayant a la fois une action en tant que facteur limitant et
facteur masquant : d’une part, ils sont susceptibles d’interférer avec le transport en oxygene
(Nikinmaa 1992) et donc d’agir sur le taux métabolique maximal ; d’autre part, ils peuvent
induire un colt ¢énergétique supplémentaire par leur présence et les processus de
détoxication associés, provoquant ainsi une augmentation du métabolisme de maintenance

(Lannig et al. 2006).

11.3.4.1. L’hypoxie

Selon Fry (1971), la concentration en oxygene dans l'eau est I'un des facteurs qui
influencent le plus la physiologie et les performances des poissons, puisqu’elle réduit le
registre métabolique, et donc 1’énergie a disposition des individus pour accomplir leurs
activités. La plupart des individus sont capables de maintenir constant leur taux métabolique
de routine sur une large gamme de concentration d’oxygene dans 1’eau; ils sont alors
qualifiés d’oxy-régulateurs. Lorsque les conditions hypoxiques s’aggravent, les mécanismes
physiologiques compensatoires (e.g. augmentation de la fréquence et/ou de I’amplitude de
ventilation, I’augmentation de la perfusion des branchies, le recrutement de lamelles
branchiales) ne sont plus suffisants et I’apport en oxygene est compromis. Le taux
métabolique de routine diminue alors avec la concentration d’oxygene dans [’eau;
I’individu passe a un état d’oxy-conformeur. En reégle générale, la teneur en oxygene a
laquelle s’opere la transition entre 1’état d’oxy-régulateur et d’oxy-conformeur est définie
comme la concentration en oxygeéne limitante (ou LOC, Limiting Oxygen Concentration ;
Claireaux et Lagardere 1999 ; Lefrancois et Claireaux 2003 ; Figure I1.7). La LOC varie
avec le niveau du taux métabolique aérobie : plus il augmente, plus les besoins en oxygene
de I’animal sont importants et plus la LOC est élevée. Au niveau métabolique particulier de
maintenance, la LOC est définie comme étant la concentration critique en oxygene (O3 i ;

Fry 1947 ; Neill et Bryan 1991 ; Claireaux et Lagardére 1999).
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Figure II.7. Représentation schématique de la variation du taux métabolique maximal en fonction de la

concentration d’oxygene dans 1I’eau (—). A chaque taux métabolique de routine (RMR) correspond une
concentration en oxygene limitante (LOC) en dega de laquelle il ne peut &tre maintenu. L’animal bascule alors
d’un état oxy-régulateur a un état oxy-conformeur. La LOC augmente avec le RMR ; lorsque RMR, m >RMR,
g, alors LOC,>LOC,. Au niveau métabolique de maintenance, la LOC correspond a la teneur en oxygene
critique (O, .; Claireaux et Lagardere 1999). Les «facteurs masquant» vont induire I’augmentation du
métabolisme de maintenance (SMR* dans la figure), en induisant une augmentation de la concentration
critique en oxygéne (O oy dans la figure)

La tolérance a I’hypoxie peut étre évaluée a travers la O, . , valeur d’oxygeéne pour
laquelle les fonctions physiologiques sont compromises et pour laquelle le taux métabolique
de routine (évalué chez le poisson engagé dans une activité de nage volontaire) ou le taux
métabolique de maintenance (évalué chez le poisson inactif) ne peut plus étre assuré (Fry
1947 ; Neill and Bryan 1991 ; Steffensen et al. 1994 ; van den Thillart et al. 1994 ;
Schurmann et Steffensen 1997 ; Lefrangois et Claireaux 2003 ; Davoodi et Claireaux 2007 ;
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Iversen et al. 2010 ; Richards 2011). Bien que les deux définitions du O, i existent dans la
littérature, j’ai retenu dans ma thése (Chapitre III), la définition se référant au taux
métabolique de maintenance.

En général, on peut dire que la O, . est espece-spécifique (Chapman et al. 2002); les
especes les plus actives tendant a présenter une valeur de concentration critique en oxygene
plus élevée (Chapman et McKenzie 2009). Lorsque la teneur en oxygeéne est proche, ou au-
dessous de la O; i, le challenge fondamental pour survivre est le maintien du bilan
énergétique cellulaire. L apport en énergie est alors associé a une activation du métabolisme
anaérobie comme indiqué par l'augmentation de la concentration en lactate dans l'animal
entier (Portner et Grieshaber 1993, Portner 2010). Cependant, le métabolisme anaérobie
ayant un faible rendement énergétique en ATP, les activités de I’animal devront étre réduites
a plus ou moins court terme mettant ainsi en jeu sa survie. La capacité d’un organisme a
réduire son taux métabolique en réponse a la production limitée d’ATP semble ainsi étre la
théorie adaptative commune expliquant la survie des animaux aux niveaux d'oxygene
environnementaux inférieurs a leur O, ;i (Hochachka et al. 1996).

La diminution oxygene-dépendante du registre métabolique du poisson implique des
modifications en termes d’allocation énergétique. Parmi les effets sub-létaux les plus
connus, on retrouve la baisse de croissance (Brett et Groves 1979 ; Pichavant 2000 ; Taylor
et Miller 2001 ; McNatt et Rice 2004). Par exemple, chez deux especes de poissons plats, le
cardeau d’été Paralychthys dentatus et la plie rouge Pleuronectes americanus, une
concentration en oxygéne entre 2,0 and 3,5 mg O, "' réduit respectivement le taux de
croissance d’environ 50-60% et 25% par rapport a des conditions normoxiques (Stierhoff et
al. 2006). Une des raisons serait la réduction de la fréquence de nourrissage que la réduction
du taux d’oxydation de la nourriture, ont pu étre observées chez de nombreuses espéces de
téléostéens (Fry 1971 ; Neill et Bryan 1991). Chabot et Dutil (1999) ont montré chez la
morue Atlantique Gadus morhua que la croissance était directement proportionnelle au
niveau d’oxygene. Le méme auteur (Chabot et al. 2001) a également observé chez la méme
espece, que I’ingestion du nourriture, etait réduite au cours d’une hypoxie, expliquant ainsi
la réduction de la croissance. Il a également été mis en évidence que I’hypoxie causait par
exemple une diminution de la reproduction (Wu et al. 2003), en affectant un certain nombre
de processus clés, comme la gamétogenese, la quantité et la qualité du sperme et des ceufs
ou le comportement reproducteur. L’auteur suggere que la cause principale serait la

réduction de la prise alimentaire (Wu et al. 2003). Welker et al. (2007) a quant a lui montré
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que D’exposition a un niveau sub-létal d’hypoxie induisait une diminution de la réponse
immunitaire chez la barbue de riviere Ictalurus punctatus, causée par une réduction des
activités bactéricides et de la production d'anticorps, ayant comme conséquence une

augmentation de la mortalité.

11.3.4.2. Les PCB

Chez les poissons, plusieurs effets ont été mis en évidence suite a une exposition aux
PCB. Le Roy et al. (2006) ont montré chez le tambour brésilien Micropogonias undulatas
que I’exposition a I’Aroclor 1254 causait une diminution de la production des hormones
thyroidiennes (T3 et T4) qui jouent un role déterminant dans le développement et la
métamorphose chez les vertébrés (Power et al. 2001). Plusieurs études ont également
démontré que 1’exposition aux PCB induisait l'activité des enzymes du systéme cytochrome
P450, en particulier de la sous famille CYP1A (Gokseyr et Forlin 1992 ; Hahn et Stegeman
1994 ; Bucheli et Fent 1995 ; Gokseyr 1995). Une des conséquences est la formation de
ROS («Reactive Oxygen Species »), qui sont des éléments a trés forte réactivité capables
d'oxyder les protéines, I’ADN et les lipides des membranes cellulaires. Chez le choquemort
Fundulus grandis (Fingerman et Russell 1980) et le poisson-chat Ictalurus melas
(Fingerman et Short 1983), I'exposition a 1’Aroclor 1254 induit une diminution des niveaux
de norépinephrine, hormone produite par les cellules chromafines de la glande surrénale en
cas de stress ou d'effort intense. Cette hormone fait partie des catécholamines et est mise en
circulation dans 1’organisme lorsque celui-ci est soumis a des conditions requérant une
augmentation de I’oxygénation du sang et de la mobilisation de substrats énergétiques. En
conséquence, la diminution de cette hormone limite le déclenchement des mécanismes
physiologiques impliqués dans la réponse au stress, et par conséquent la capacité de

I’organisme a surmonter le stress, mettant en danger la survie de I’organisme exposé.

Toutefois, a I’heure actuelle aucune étude ne s’est intéressée aux effets des PCB sur
le métabolisme aérobie des poissons. Pourtant, a travers les mécanismes de détoxication
déclenchés au cours de la contamination, on pourrait s’attendre a une augmentation du
métabolisme de maintenance (Figure I1.6). Il a par exemple ét¢ démontré que 1’exposition a
I’ammoniaque chez la truite arc en ciel Oncorhynchus mykiss (Shingles et al. 2001), aux
pesticides organochlorés chez le saumon sockeye Oncorhynchus nerka (Farrell et al. 1998)

ou a certains herbicides chez le saumon coho Oncorhynchus kisutch (Johansen et Geen
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1990 ; Janz et al. 1991) engendrent une augmentation du métabolisme aérobie. Une
augmentation du métabolisme de maintenance chez des individus contaminés aux PCB
induirait une réduction de leur capacité métabolique, et par effet « cascade » de leurs
activités. Par ailleurs, on pourrait s’attendre a une diminution de la tolérance a
I’hypoxie puisqu’une augmentation du métabolisme de maintenance est associée par voie de

conséquence a une €lévation de I’O; it (Figure 11.6).

Cette problématique sera abordée chez la sole commune Solea solea au cours du

Chapitre III de cette thése ou seront examings.

11.4. Le systéme cardiovasculaire

Plusieurs études ont montré comment la capacit¢ métabolique dépendait de la
capacité du systéme cardio-vasculaire a transporter I’oxygene dans I’organisme (e.g. Priede
1977 ; Bennett 1980 ; Claireaux et al. 2005 ; Farrell 2007). L'oxygéne est capté par
diffusion au niveau des branchies puis transporté a travers I'organisme par convection. Le
systéme cardio-vasculaire assure ces mouvements de convection, nécessaires a la fois a
I’approvisionnement en oxygene des tissus et au transport de substances comme le CO,, les
nutriments dérivés de I’hydrolyse des aliments, les déchets ou les hormones.

Le systéme circulatoire chez les vertébrés consiste en quatre éléments essentiels : une
pompe (cceur), un conteneur (vaisseaux sanguins), un milieu convectif (sang) et un systéme
de commande (incluant des facteurs neuronaux, endocrines et paracrines). A la différence
d'autres vertébrés, les systémes respiratoire et circulatoire des poissons sont en « série » et
seul du sang veineux traverse le coeur. La circulation principale (primaire) y est relativement
simple : le sang quitte le coeur pour s’oxygéner au niveau des branchies; de la, le sang
oxygéné est distribué aux différents organes via les vaisseaux systémiques pour finalement

retourner au coeur.
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11.4.1 Anatomie du coeur

Adrinm Pericardinm

Pharvageal skeleton
Sinoatrial vakve

Sinus veposms

Adrioventricular
valve

Ventral asta

Ventriche

Halbos arteriosns

Muscle  Semilunar valve

Figure I1.8. Représentation du cceur d'un poisson. Les fleches bleues vont indiquer le sens de la circulation du
sang. Le sinus veineux regoit le sang appauvri en O, provenant de la circulation systémique. Le sang passe
successivement dans 1’atrium puis dans le ventricule et est ensuite ¢jecté par 1’aorte ventrale, en passant par le
bulbe artériel, vers les branchies pour étre oxygéné (Satchell 1991)

Le cceur de poisson téléostéen est constitué de 2 chambres alignées : un atrium (ou
oreillette) et un ventricule (Figure 11.8). En amont de I’atrium, la veine est dilatée en un
sinus, le sinus veineux, qui contribue a un apport continu de sang au cceur. En aval du
ventricule, on trouve le bulbe artériel caractérisé par un épaississement de la paroi de I’aorte
ventrale. Le sinus veineux et ’atrium ne sont pas particulierement musclés et leur
contraction produit seulement une petite pression d'impulsion. Au contraire, le ventricule est

particulierement musculeux, ce qui permet I’expulsion efficace du sang vers les branchies.

Sinus veineux

Le sinus veineux présente des parois trés fines (Santer, 1985). Il regoit le sang
veineux a partir des canaux de Cuvier, des veines hépatiques et des veines jugulaires

antérieures. Le role fonctionnel majeur du sinus veineux est lié a l'initiation et au contrdle du
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rythme cardiaque. Il constitue le site de tissus spécialisés dans la stimulation cardiaque
(cellules pacemaker) qui vont permettre d’initier les battements cardiaques (Laurent 1962 ;

Santer 1985; Satchell 1991).

Atrium ou oreillette

Chez les téléostéens, au contraire des mammiferes, le volume de I’atrium est presque
identique a celui du ventricule. Il présente une paroi mince, peu extensible et avec de fines

trabécules musculaires, qui produisent la pression juste suffisante pour remplir le ventricule.

Ventricule

Le ventricule montre une variabilité¢ espece-spécifique en ce qui concerne sa
morphologie, son histologie et sa vascularisation (Santer 1985). La masse ventriculaire
représente de 0,03 a 0,4% de la masse corporelle (Poupa et al. 1981) et tend a augmenter
chez les especes les plus actives. Par exemple, une espece benthique comme le flet d’Europe
Platichtys flesus présente une masse ventriculaire d’environ 0,035 % de la masse de
I’organisme, alors que chez le thon listao Katsuwonus pelamis cette proportion atteint 0,38
%. Cette variabilité est associée a des différences interspécifiques du volume d’éjection

systolique (volume de sang éjecté a chaque contraction) et de la pression sanguine générée.

Bulbe artériel

Le bulbe artériel est une a paroi élastique non contractile qui s’étend a chaque
battement cardiaque afin d’absorber le flux pulsatile de sang éjecté du ventricule, créant
ainsi un flux de sang plus continu dans la circulation systémique. Le sang provenant du
ventricule va ainsi entrer dans la circulation branchiale via 4 a 7 artéres branchiales

afférentes a partir de I’aorte ventrale.

11.4.2. Muscle cardiaque

Le muscle cardiaque des poissons, comme des autres vertébrés, est constitué¢ de
fibres qui s’organisent en réseau. Chaque fibre se compose de nombreuses cellules

contractiles distinctes, les cardiomyocytes, connectées a leurs extrémités. Les
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cardiomyocytes sont longues et minces, et la plupart ont seulement un noyau. Cette forme
allongée, particulierement mince par rapport aux cardiomyocytes des mammiferes, leur
confere :
(1) un important ratio surface-volume ;
(ii) une distance plus courte pour la diffusion du Ca*" de l'extérieur vers le centre de
la cellule ;
(1i1) une résistance ¢€lectrique €levée et une faible vitesse de conduction du potentiel

d’action.

La membrane plasmique des fibres musculaires est appelée sarcolemme (Figure II.
9). Contrairement aux muscles squelettiques et cardiaques des mammiféres, chez les
téléostéens le sarcolemme ne possede pas de systeme tubulaire typique. Ce systéme joue
habituellement un role fondamental dans la propagation du potentiel d'action a 1'intérieur des
cardiomyocytes, au plus prés des myofibrilles (protéines contractiles ou myofilaments,
Figure 11.9) et des stocks calciques internes aussi appelé réticulum sarcoplasmique (SR ;
Figure I1.9). Les cardiomyocytes présentent un nombre élevé de mitochondries, ayant une
position centrale dans la cellule cardiaque ; les myofibrilles étant plutot situées dans la partie
périphérique (Figure I11.9). Cette position présente I’avantage, en I’absence de systeme
tubulaire, de réduire la distance de diffusion du Ca®" a I’intérieur de la cellule.

Le réticulum sarcoplasmique (SR) est présent partout dans les myofibrilles et surtout
sous le sarcolemme (Santer 1974 ; Vornanen 1997). 1l constitue une réserve interne d’ions
Ca’" qui jouent un role fondamental dans la contraction cardiaque (§ IL.4.3). Chez la
plupart des téléostéens, les cardiomyocytes sont riches en myoglobine, nécessaire pour
faciliter le transport d’oxygene vers les mitochondries; une forte concentration de
myoglobine dans le muscle cardiaque est une caractéristique des especes ayant une activité
de nage plus élevée (Driedzic 1983 ; Giovane et al. 1980) et chez les especes tolérantes a

I’hypoxie (Bailey et Driedzic 1990).
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Mitochondrie

Figure I1.9. Représentation schématique d'un cardiomyocyte ; SR pour réticulum sarcoplasmique, Ic, : canal
calcique de type L (low) voltage-dépendant, NCX : échangeur Na/Ca (en mode inverse ou réverse) ; RyR :
canal calcique ligan-dépendant, sensible a la ryanodine ; ATP : pompes calciques chargées d’expulser le
calcium a I’extérieur ou de repomper le calcium dans le réticulum sarcoplasmique SR

Myofilaments

Les cardiomyocytes se contractent grice aux myofibrilles dont les propriétés
déterminent la force et la cinétique de la contraction cardiaque. Les quantités de myofibrilles
varient selon les especes. Les protéines des myofibrilles comprennent des
myofilaments €pais (principalement la myosine) et fins (principalement I'actine, la troponine
et la tropomyosine). Le glissement des filaments fins le long des filaments épais est a

I’origine du raccourcissement (contraction) de la cellule et donc du muscle.
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L’actine est présente sous forme de longs filaments polymeéres (dit actine F)
composés de 2 monomeres globulaires (dit actine G) qui s’enroulent en une double hélice.

Chaque monomere d’actine-G contient un site de liaison pour la myosine.

La tropomyosine est une molécule polaire longue et fine contenant 2 chaines de

polypeptides sous la forme d'une hélice alpha.

La troponine (Tn) est composée de trois protéines: (i) la TnC qui lie le Ca®**
déclenchant la mise en route de DPactivité cyclique des ponts d’union entre les
différentes fibres et de la contraction, (ii) la Tnl qui empéche en absence de calcium la
liaison entre l'actine et la téte de la myosine et (iii) la TnT qui s’attache fortement a

Tropomyosine.

La myosine est une molécule en forme de batonnet. Elle est composée de 2 chaines
de peptides enroulées ensemble et surenroulées sur elles-mémes a leurs extrémités. A une
des extrémités, une petite téte globulaire posséde un site spécifique de liaison de I'ATP. La
vitesse de contraction et l'activité de la myosine-ATPase sont plus élevées dans 1’atrium que

dans le ventricule (Aho et Vornanen 1999).

11.4.3 Couplage Excitation-Contraction

Parmi les ions qui sont impliqués dans le travail du cceur, le Ca®" est considéré
comme le plus important (Vornanen et al. 2002). Il est en effet indispensable dans les
processus de contraction et de relaxation du coeur. L’augmentation de la concentration du
Ca®" intracellulaire est ’élément critique qui permet le couplage entre I’excitation
cardiaque et la contraction des cardiomyocytes. Ce processus est appelé le “Couplage
Excitation-Contraction” ou Couplage E-C (CEC), et est généré a partir des cellules
pacemaker situées au niveau du sinus veineux (Saito 1969). Ces cellules géneérent un
potentiel d’action spontanée (PAs) qui se propage de cellule en cellule, induisant la
dépolarisation de la membrane du sarcolemme et I’augmentation du calcium intracellulaire
par 'intermédiaire du CEC. La fréquence de décharge des PAs est fortement modulée par la
température, le systéme nerveux autonome et purinergique (Harper et al 1995 ; Giles et
Shibita 1981 ; Zaza et al. 1996). La dépolarisation de la membrane du sarcolemme induit
I’entrée du Ca”" dans les myocytes par les canaux calciques de type L voltage-dépendants et

probablement via I'échangeur Na™-Ca® " (mode réverse, Figure I1.9) (Vornanen 1999).
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Par ailleurs, ’entrée de Ca** au niveau du sarcolemme induit la libération
supplémentaire de cet élément par le SR (e.g. Fabiato 1983). L’augmentation du Ca®*
intracellulaire induit en effet la sortie de Ca** du SR via les récepteurs a la ryanodine
(Rya) distribués a sa surface. En d’autres mots, c’est I’entrée d’une petite quantité de Ca™"
dans la cellule qui cause la libération d’une plus grande quantité de Ca>" a partir des stocks

. . ‘ . . 2+ 2+
intracellulaires ; le mécanisme est ainsi connu sous le nom de Ca” - Induce- Ca”" release ou

CICR.

Chez le poisson, le degré de participation du SR 4 la libération de Ca”", et donc 4 la
contraction du muscle cardiaque, dépend de la température, du tissu cardiaque pris en
considération (plus important dans le tissu atrial que dans le tissu ventriculaire) et de
l'espéce. Les espéces plus actives ont tendance & présenter un ceeur plus puissant, le Ca*"
provenant du SR serait plus sollicité (e.g. thon jaune Thunnus albacares ; Shiels et al. 1999).
L’évaluation de la participation du SR se fait grice a des approches pharmacologiques
a travers l’administration de Ryanodine (Rya). Ce ligand spécifique, alcaloide
d’origine naturelle, est capable de modifier de facon irréversible le fonctionnement des

récepteurs a la Rya présents sur le SR empéchant ainsi la sortie du Ca’" contenu dans

le SR. C’est la méthode qui a été employée dans ce travail de thése (§ Chapitre IV).

Quant a la relaxation des cardiomyocytes, elle n’est possible que lorsque la
concentration de Ca”" intracellulaire décline, permettant ainsi au Ca® * 1ié 4 la troponine de se
dissocier. Pour que cela se vérifie, il est nécessaire que le Ca® * soit transporté au dehors du
cytosol, ce qui s’effectue par le biais de 3 voies : 1) la pompe Ca” -ATPase du SR (SERCA)
; 2) I’échangeur Na'/Ca® " du sarcolemme (mode inverse, Figure 11.9) et 3) la pompe Ca*'-

ATPase du sarcolemme (PMCA) (Bridge et al. 1988; Bers et al 1989).

A noter qu’un autre élément nécessaire a la contraction est I’apport continu en ATP.
L’hydrolyse de I’ATP est nécessaire au changement de conformation de la téte de myosine
lorsque celle-ci se détache de I’actine. Il est généralement admis, que I’ATP en condition de

normoxie, ne constitue pas un élément déterminant au regard du calcium.
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11.4.4 Battement cardiaque

Le cceur n’a pas besoin d’une stimulation nerveuse externe pour se contracter. [n
vivo, 1l a un rythme intrinseque da aux cellules pacemaker ; il est cependant sous 1’influence
principale du systeme nerveux autonome et d’une régulation hormonale (Lannig et al. 2004 ;
Figure 11.10).

En ce qui concerne le systéme nerveux autonome, le systéme nerveux sympathique
augmente la fréquence et la force de contraction, alors que le systéme nerveux
parasympathique ralentit la fréquence cardiaque. D’un point de vue neuro-hormonal, c’est
la stimulation adrénergique (neuronale et humorale) qui augmente la fréquence, tandis que la
stimulation cholinergique (vagale) la diminue (Farrell et Jones 1992).

Au repos, I’activité cardiaque est la résultante d’un équilibre entre ces différentes
voies de régulation. Au cours d’une activité soutenue et/ou en conditions de stress, le
battement cardiaque est augmenté suite a une €lévation du tonus adrénergique, alors que le
tonus vagal est inhibé. Le nombre maximum de battements cardiaques chez les téléostéens
dépasse rarement les 120 battements.min”, indépendamment de la température et de la
masse corporelle (Lillywhite et al. 1999). La seule exception est trouvée chez le thon pour
lequel la fréquence cardiaque peut dépasser les 200 battements.min™ (Farrell 1996 ; Rantin
et al. 1998). Au cours d’une exposition a I’hypoxie, une bradycardie est observée chez la
plupart des espéces de téléostéens (e.g. esturgeon sibérien Arcipenser baeri, Maxime et al.
1998 ; thon jaune Thunnus albacores, Blank et al. 2002 ; thon bleu du Pacifique Thunnus
orientalis, Blank et al. 2004 ; morue Atlantique Gadus morhua, Gollock et al. 2006). Cette
bradycardie induite par I’hypoxie, ainsi que la bradycardie hypertensive, reflete une
augmentation du tonus vagal cholinergique (Axelsson et al. 1988 ; Farrell 1982 ; Vornanen

1999).

11.4.4.1 La voie adrénergique

C’est une voie de régulation trés importante chez les poissons. Elle met en jeu deux
médiateurs chimiques appartenant aux catécholamines : la noradrénaline et I’adrénaline
(Reid et al. 1998 ; Taylor et Miller 2001). La noradrénaline est libérée a partir de fibres

nerveuses innervant le cceur. L’adrénaline est synthétisée par des cellules regroupées en
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amas nommés tissus chromafines et localisés au sein des veines cardinales supérieures ou
dans la partie antérieure du rein (Reid et al. 1998).

Les catécholamines circulant dans le plasma présentent généralement une
concentration entre 1 et 10 nM correspondant a un niveau basal. Lors d’un stress, comme au
cours d’une activité de nage soutenue, la concentration d'adrénaline dans le sang peut
augmenter de 10 a 100 fois (Randall et Perry 1992 dans Reid et al. 1998 ; Olson et Farrell
2006). L’amplitude d'augmentation des catécholamines circulant dépend du type de stress,
de sa sévérité et de I'espece (Reid et al. 1998). Ces molécules vont agir sur le tissu cardiaque
via la voie humorale (Farrell 1984). En effet, le tissu musculaire cardiaque constitue 1’un des
principaux effecteurs des catécholamines. Dans le cceur, les récepteurs des catécholamines
sont de deux types: a- et B- adrénorécepteurs. La présence et la densité de ces récepteurs
varient selon les tissus et les especes concernés. Généralement, les catécholamines, en se
liant aux p-adrénorécepteurs, générent un effet inotrope positif, c'est-a-dire une
augmentation de la contraction ventriculaire (Farrell 1984), ainsi qu’un effet
chronotrope positif par entrainement des cellules pacemaker du sinus veineux, c'est-a-
dire une augmentation du rythme cardiaque (Nilsson et Siesjo 1983 ; Farrell 1984). Les
catécholamines peuvent également se lier aux a-adrénorécepteurs, mais les effets sont
mineurs comparés a ceux des P-adrénorécepteurs. Dans ce dernier cas, on parle de tonus
accélérateur adrénergique. La seule exception a cette tendance concerne les poissons plats
qui semblent avoir une capacité adrénergique limitée en répondre au stress (Milligan 1987 ;
Mendonga et Gamperl 2009 ; Sandblom et al. 2010), caractéristique probablement liée a leur
vie benthique et style de vie inactif (Pereira et al. 1999). Il est a noter cependant que le
controle neuro-hormonal de la fonction cardiaque chez le poisson plat n'a jamais été
directement étudié ; la régulation de la fonction cardiaque reste donc mal comprise chez ce

taxon.

I1.4.4.2 La voie cholinergique

Elle passe par ’action de I’acétylcholine, qui est libérée par le nerf vague localisé
dans le tissu pacemaker et dans la région sino-atriale. Ce neurotransmetteur va induire des
effets chronotropes négatifs via la stimulation des récepteurs muscariniques (Figure 11.10 ;
Saito 1969). C'est-a-dire que la voie cholinergique agit comme un frein en ralentissant la

fréquence cardiaque. Par exemple, chez certains poissons la bradycardie observée en milieu
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hypoxique est due a la voie cholinergique (Farrell et Jones 1992). Dans ce cas, on parle de
tonus inhibiteur cholinergique. En effet, les systémes nerveux sympathique et
parasympathique envoient constamment des influx au cceur. Les voies adrénergique et
cholinergique sont donc antagonistes. Chez les téléostéens au repos, I’importance relative
des différentes voies de contrdle de 1’activité cardiaque a fait 1’objet de nombreuses études

(Keen et al. 1995 ; Stecyk et Farrell 2006 ; McKenzie et al. 2007b).

Systeme Nerveux Autonome (SNA) Systeme Humoral

ICeIlules chromaffines I

Systéeme Nerveux Systéme Nerveux
Parasympathique Sympathique

Acétylcholine

Effet chronotrope nég
(bradycardie)

Reécepteur
adrénergique

Récepteur
muscarinique

Figure 11.10. Représentation schématique de la modulation de la fréquence et de la force de contraction
cardiaque chez un téléostéen. Les cellules pacemaker imposent le rythme cardiaque (voie intrinseque), modulé
par le tonus accélérateur adrénergique (voie nerveuse et humorale) ou inhibiteur cholinergique (voie nerveuse).

I1.5 Effets des PCB sur les performances cardiaques

Quand un poisson est exposé a des xénobiotiques, ces molécules toxiques

s’accumulent progressivement dans ses tissus. Le degré auquel le poisson et ses organes sont
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affectés dépend de la nature de la substance, de sa concentration, de 1'espéce et de 1'organe
impliqué (Hoffman 2003). Le coeur est parmi les organes les plus affectés avec les reins, le

foie, la peau, les branchies, et les gonades (Hoffman 2003).

Des études faites sur les mammiferes ont démontré que 1’exposition aux PCB pouvait
causer des désordres cardiovasculaires tels que 1’augmentation de la taille du cceur
(hypertrophie cardiaque) associée a une ¢lévation de la pression sanguine et au
déclenchement d’un stress oxydatif (Lyng et Seegal 2008). Helyar et al. (2009) ont montré
que la contamination aux PCB causait une diminution de la force de contraction des
myocytes du ventricule. Ces auteurs suggerent que ’effet inotrope négatif serait causé par
une inhibition du canal calcique de type L, et donc une diminution de I’entrée du Ca®"
nécessaire a la contraction (Figure 11.9).

Toujours chez le rat Rattus rattus, Pessah et al. (2010) ont étudié les effets des PCB
sur la musculature du ventricule et ont mis en évidence que les PCB pouvaient provoquer
des mutations au niveau des sous-unités protéiques constituant les récepteurs a la ryanodine
du SR. L’effet majeur est alors une amplification des échanges de Ca®" entre le SR et le
cytosol des cardiomyocytes (Cherednichenko et Pessah, en préparation, dans Pessah et al.
2010). Le retour & une concentration basale en Ca’" normalement observée est ainsi
perturbé, limitant de ce fait la relaxation cardiaque. Les auteurs soulignent que ces
altérations peuvent rester inexprimées, jusqu’a ce qu’un ou plusieurs stresseurs comme des

variations environnementales déclenchent la mutation du récepteur.

Chez les téléostéens, les études concernant les effets des PCB sur le cceur ont été
focalisées sur le développement. Par exemple, Grimes et al. (2008) ont montré que
I’exposition au CB 126 causait une malformation cardiaque chez les embryons du poisson
zebre Danio rerio. Un développement anormal du coeur a été mis en évidence chez la carpe

commune Cyprinus carpio exposée au CB 126 (Stouthart et al. 1998).

Si les études concernant les effets des PCB sont limitées, les performances
cardiaques ont été étudiées en présence d’autres contaminants comme par exemple les HAP.
L’exposition a ces substances provoque des malformations cardiaques associées a un cedéme
péricardique chez les embryons du hareng du Pacifique Clupea pallasi (Middaugh et al.
1998 ; Marty et al. 1997), de la truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss (Walker et Peterson
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1991) et du poisson zebre (Henry et al. 1997). Chez le hareng du Pacifique Clupea pallasi,
une réduction du rythme cardiaque de routine a été observée (Middaugh et al. 1998 ; Vines
et al. 2000). Incardona et al. (2009) ont démontré chez les embryons de hareng que
I’exposition aux HAP causait un cedéme, ainsi qu’une arythmie cardiaque. En exposant des
soles communes a une contamination aigue aux HAP, Claireaux et Davoodi (2010) ont mis
en évidence une altération des performances cardiaques, provoquant une diminution
associée de la capacité d’oxygénation du sang. Ces auteurs ont proposé plusieurs hypotheses
pour expliquer cette diminution des performances cardiaques, comme un changement de
l'activité des cellules pacemaker et/ou du potentiel d’action, une réduction de la sensibilité
adrénergique ainsi que de la capacité des cardiomyocytes a mobiliser le Ca** au cours du

processus de couplage « contraction-excitation-contraction » (Hartzell 1988).
L’altération des performances cardiaques a été évaluée chez les juvéniles de sole

commune exposés a un stress induit par une contamination chronique aux PCB ; les résultats

de cette étude sont exposés au Chapitre IV.

I1.6. Le comportement anti-prédateur

11.6.1.Definitions

La nage est utilisée par les téléostéens pour accomplir un grand nombre de leurs
activités comme la recherche de nourriture, la chasse, I’accouplement ou encore la fuite en
. , . . \ Co
présence d’un prédateur. Dans ce travail de these, le comportement anti-prédateur nous a
intéressés, de par son role fondamental dans la probabilité de survie d’un individu, et donc

de sa fitness (Lind et Cresswell 2005 ; Domenici et al. 2007).

Le comportement et les performances des poissons au cours de la réponse de fuite
ont éveillé 'attention de différents spécialistes qu’ils soient écologues, comportementalistes
ou physiologistes, de par leurs roles dans les relations proie-prédateur (Godin et Valdron
Clark 1997). En effet, si la proie présente des performances ainsi qu’un comportement
favorisant sa fuite face a un prédateur, ses chances de survie augmentent en conséquence.
Ainsi, I’issu des interactions proie-prédateur est déterminée par de nombreux facteurs

relatifs aux performances locomotrices ou sensorielles, comme la vitesse, 1’accélération, la
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distance de réaction (i.e. la distance entre le prédateur et la proie au moment de la réponse de
fuite) ou la latence (i.e. I’intervalle de temps entre le stimulus de danger et I’initiation de la
réponse de fuite ; Webb 1986 ; Domenici et Blake 1997, Domenici 2002 ; Blake 2004 ;
Walker et al. 2005).

De facon générale, la réponse de fuite est la réponse la plus commune face a un
prédateur. Cette réponse est caractérisée par une rapide accélération du poisson provoquant
un déplacement défini comme un départ rapide ou «fast starty (Bullock 1984; Domenici et
Blake 1997). Le déclenchement de la réponse de fuite commence avec une contraction
unilatérale de la musculature axiale, qui est initiée par une paire de neurones gcants
positionnés dans le cerveau nommés cellules de Mauthner (Eaton et Hackett 1984). Le
départ rapide peut étre divisé en deux étapes. La premiere étape est généralement
caractérisée par une premicre contraction de la musculature controlatérale au stimulus de
danger, provoquant un mouvement en direction opposée au stimulus, suivie par une seconde
étape au cours de laquelle un mouvement en sens opposé est observé en conséquence d’une

contraction de la musculature ipsilatérale (Domenici et Blake 1997).

Jusqu'a présent, les études se sont principalement concentrées sur la réponse anti-
prédateur des « poissons ronds » alors que 1’on ne dispose que de peu de connaissances chez
les «poissons plats » (e.g. limande tachetée Citharichthys stigmaeus, Webb 1981 ; plie
rouge Pseudopleuronectes americanus et sole bavoche Trinectes maculatus, Brainerd et al.
1997). La réponse de fuite chez les « poissons plats » peut étre divisée en deux étapes de la
méme fagon que pour les « poissons ronds » ; la particularité de cette réponse est 1ié a leur
morphologique et leur vie benthique. Le départ rapide commence ainsi avec un soulévement
rapide éloignant le corps du substrat. Ce mouvement est accompagné d’un jet d'eau produit
au niveau de D’opercule situ¢ au contact du sédiment ce qui réduit la force d'adhésion,
nommé « adhésion de Stefan » (Brainerd et al. 1997). Concernant la sole commune, seul
Ellis et al. (1997) s’est intéressé a cette espece en étudiant les effets de la simulation de la
prédation afin d’évaluer si le taux de réponse, c'est-a-dire le pourcentage d’individus qui
présentent une réponse de fuite aprés la perception du stimulus, changeait en fonction du

substrat.

Dans ma thése (§ Chapitre V), j’ai étudié le comportement anti-prédateur de la
sole commune en focalisent mon attention sur leur réactivité et leur réponse

physiologique suite a D’attaque de la part d’un prédateur aérien simulé
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expérimentalement. Des expérimentations visant a évaluer les effets de la contamination
chronique aux PCB sur le comportement anti prédateur chez la sole commune ont été

conduites durant ma thése mais ne seront pas présentées dans ce manuscrit.

La réactivité peut étre évaluce a travers le taux de réponse. Bien que cette variable
ne soit pas toujours quantifiée, elle est considérée comme clé dans le succes de la réponse de

fuite (Domenici 2002 ; Fuiman et al. 20006).

Ellis et al. (1997) ont montré que la réactivité chez la sole était de 70,4 %, ce qui
reste relativement faible comparé aux « poissons ronds » (e.g. ~ 100 % chez le hareng
Clupea harengus, Domenici et Batty 1997; ~ 90 % chez le bar européen Dicentrarchus
labrax, Lefrangois et Domenici, 2006), bien que la comparaison entre différentes études
doive étre faite avec prudence a cause notamment des dissimilitudes de méthodologies
utilisées (e.g. type et intensité de stimulus; Domenici et Batty, 1997). Chez les « poissons
plats », ce faible niveau de taux de réponse suggere une plasticité comportementale plus
marquée quant a leur réponse anti prédateur. On peut observer que les poissons plats
peuvent en effet, au lieu de fuir, rester immobiles sur le fond en étant plus ou moins enfouis
dans le substrat. Ce comportement, nommé comportement d’immobilisation ou « freezing
behaviour » (Brown et al. 1998; Johnsson et al. 2001 ; Cooke et al. 2003 ; Pollock et al.
2003 ; Shingles et al. 2005) est souvent associ¢ a certaines caractéristiques physiologiques,
comme la diminution de la fréquence de ventilation ainsi que la diminution du rythme
cardiaque (Cooke et al. 2003 ; Johnsson et al. 2001). De ce fait, le comportement
d’immobilisation peut étre considéré comme un « ¢tat de vigilance physiologique » de
courte durée pendant lequel l'activité du poisson est réduite (notamment la ventilation et la
locomotion), de fagon a optimiser le comportement cryptique de I’individu (Cooke et al.

2003).

Il est intéressant de noter que la détection d’un prédateur est généralement associé a
une augmentation de la fréquence de ventilation (Metcalfe et al. 1987; Barreto et al. 2003 ;
Hawkins et al. 2004 ; Queiroz et Magurran 2005). Cette augmentation est interprétée comme
une fagcon d’assurer un apport suffisant en oxygene pour «reconstituer » le déficit
d’oxygene suite a la fuite et/ou de se préparer a se défendre. Ainsi, en complément des
indicateurs physiologiques utilisés pour déterminer un état de stress chez les poissons, i.e.
changements de niveau catécholamines, corticoides et glucose dans le sang (Wendelaar-

Bonga 1997; Barton 2002), la fréquence de ventilation peut étre considérée comme un
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indicateur physiologique qui permet d’identifier une condition de stress chez les poissons.
Par exemple, Barretto et al. (2003) ont utilisé¢ la fréquence de ventilation comme outil
comportemental pour indiquer la reconnaissance visuelle de la menace d’un prédateur,
utilisent un stimulus visuel, chez le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus). L’¢évaluation de
la fréquence de ventilation est par conséquent une méthode simple et non invasive,

permettant d’évaluer 1’état de stress du poisson a travers une observation directe.

11.6.2.Les effets de ’hypoxie sur le comportement anti-prédateur

Les performances locomotrices et sensorielles qui sont impliquées dans le succes de
la réponse de fuite chez les poissons dépendent de facteurs internes a I’organisme, comme sa
morphologie et sa taille, mais aussi de facteurs externes, comme les facteurs
environnementaux (e.g. température, hypoxie ; Domenici et al. 2000 ; Wilson et al. 2010).
Par exemple, des études précédentes ont montré comment la réactivité chez le mulet a grosse
téte, Mugil cephalus et le bar Dicentrarchus labrax, étaient diminuées en condition
d’hypoxie (Lefrangois et al. 2005 ; Lefrancois et Domenici 2006). Ces auteurs ont propos¢
que cette diminution de réactivité serait due a une diminution de la motivation (Webb 1986),
une réduction de la perception du danger causée par un éventuel dysfonctionnement des
organes de perception (i.e. ligne latérale), mais aussi une modification de la stratégie anti-

prédateur, qui participerait a une réduction de la dépense énergétique.

En raison de sa vie benthique et de la baisse de sa capacité de nage, la sole utilise le
mimétisme pour ¢chapper a [I’attention d’un potentiel prédateur. A [’approche d’un
prédateur, la sole utilise le comportement de « freezing behaviour » pour améliorer son
mimétisme. Le but de ce cinquieéme chapitre est d’évaluer le comportement antiprédateur de
la sole en condition de normoxie et de sévere hypoxie (15%), en considérant la réaction des
poissons d’un point de vue physiologique, c'est-a-dire a travers 1’analyse de la fréquence de
ventilation. En fait, on suppose qu’en condition d’hypoxie, la sole augmente la fréquence de
ventilation pour améliorer 1’oxygénation du sang. On suppose, donc qu’en condition
d’hypoxie, la capacité cryptique de la sole est diminuée a cause de I’augmentation de la

fréquence de ventilation et qu’elle devient alors plus visible pour le prédateur.
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CHAPITRE I1I - Métabolisme aérobie et tolérance
a Chypoxie chez les juvéniles de sole commune (Solea
solea L. 1758) contaminés aux PCB
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II1.1. Introduction générale

Dans ce chapitre je me suis intéressée a évaluer comment les juvéniles de sole
commune répondaient a I’hypoxie et a la contamination aux PCB, contraintes
environnementales auxquelles ils sont susceptibles d’étre exposés en milieu cotier. Ce
premier chapitre est composé d'un article actuellement soumis dans la revue « Aquatic
Toxicology ». Le manuscrit est précédé d’une introduction en frangais et est suivi d’une

synthése qui résume les principaux résultats obtenus.

Les zones cotieres sont utilisées par la plupart des juvéniles comme nourricerie
(Gibson 1994; Amara et al. 2001). Cependant, ces zones sont caractérisées par une haute
variabilité des facteurs environnementaux d’origine naturelle (i.e. salinité, température,
oxygénation de I’eau) ou anthropiques comme les xénobiotiques (e.g. métaux lourds,

polluants organiques persistants).

Parmi les polluants organiques présents dans la nature, j’ai utilisé dans ma these les
PCB pour évaluer les effets de la contamination sur le métabolisme énergétique des
juvéniles de soles. Le choix d’utiliser les PCB comme contaminants est lié a leur haute
toxicité, leur concentration élevée en zone cotiere, le fait qu’ils soient facilement

bioaccumulables et bioamplifiables (Abarnou 2010).

Selon le nombre et la position de leurs atomes de chlore, les PCB provoquent
différents types de réponses toxicologiques comme une diminution de l'activité du systéme
nerveux (i.e. rat Long-Evans Rattus norvegicus, Lehmler et al. 2005); un dysfonctionnement
du systeme endocrinien (i.e. perche jaune Perca flavescens et brochet Exos lucius, Hontela
et al. 1992) ; une diminution de la progéniture (i.e. souris a pattes blanche Peromyscus
leucopus, Voltura et French 2007); ou encore des perturbations du comportement natatoire
(i.e. carpe commune, Cyprinus carpio, Schmidt et al. 2005). Néanmoins, jusqu'a présent,
seules quelques études se sont concentrées sur les effets sub-létaux des PCB sur le
métabolisme aérobie des poissons (i.e. anguille européenne Anguilla anguilla, Van den
Ginneken et al. 2009) et sur les interactions avec d'autres stress environnementaux comme
I’hypoxie (i.e. choquemort Fundulus heteroclitus, Kramer et Schulte 2004). Or, les études
bioénergétiques donnent un point de vue essentiel sur les interactions entre les poissons et
leur environnement en s’intéressant notamment a la variabilité des flux d’énergie vers leurs

différentes activités (i.e. Fry 1971; Claireaux et Lefrancois 2007). Chez la sole, 1’effet de
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I’hypoxie a été étudié par Lefrancois et Claireaux (2003) qui ont mis en évidence chez des
poissons sains un effet limitant a partir de 50-75 % de saturation en air a travers une
diminution significative de la capacité métabolique aérobie. Les objectifs de notre étude
¢taient d’évaluer I’effet d’une exposition chronique aux PCB sur le métabolisme aérobie de
S. solea dans des conditions variables d’oxygénation, ainsi que sur la tolérance a I’hypoxie.

Deux hypothéses ont été testées au cours de ce travail :

(1) la capacité métabolique aérobie est réduite en conséquence d’une diminution du
métabolisme actif (AMR) et/ou d’une ¢élévation du métabolisme de

maintenance (SMR),
(1) la tolérance a I’hypoxie est altérée en réponse aux variations métaboliques.

On peut en effet s’attendre a ce que les processus de défense et de détoxication
déclenchés par I’exposition aux polluants induisent des cofits énergétiques supplémentaires
(Sokolova et Lannig 2008). Par exemple, Wilson et al. (1994) ont montré que l'exposition a
une concentration sub-létale d'aluminium produisait une augmentation significative du taux

métabolique de maintenance chez les juvéniles de la truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss.

Dans ce contexte, a travers des techniques de respirométrie, les taux métaboliques de
maintenance et maximaux ont été déterminés chez des soles respectivement au repos et
soumises a un effort natatoire intense. Les individus testés ont été¢ contaminés au préalable
par un mélange de quatre congéneéres de PCB. La contamination a ¢été effectuée

expérimentalement par voie trophique sur une période de 30 ou 60 jours.

Nous avons également tenté de déterminer les conséquences de la contamination aux
PCB sur la tolérance a I’hypoxie en mesurant la consommation d’oxygene maximale
(MO2max) des soles au cours d’une hypoxie progressive, et en determinant la concentration

critique en oxygene relative au SMR.
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Abstract

Whereas coastal habitats have major role as nursery for many fish species, they are
also submitted to pollutant and oxygen fluctuations. The Fry’s concept of metabolic scope
for activity was used to evaluate the effect of PCB on the aerobic metabolism in juvenile
common sole (0-1 year old). Aerobic Metabolic Scope (AMS) in control and PCB-
contaminated fish via food pathway was determined using respirometry techniques.
Furthermore, the hypoxia tolerance in control and PCB-contaminated fish was evaluated by
assessing their critical oxygen concentration (O,gi¢). Our results showed that while PCB-
contaminated fish were able to maintain constant the AMS, PCB tend to affect their aerobic
metabolism by acting on standard metabolic rate, maximal oxygen consumption (MO;p,y) in
hypoxia and O,t. In conclusion, we can hypothesize that a long-term exposure to PCB may
decrease their tolerance to hypoxia and consequently impair the survival and/or development

of soles in their natural environment.

Keywords: bioenergetics; aerobic metabolic scope; persistent organic pollutant; flatfish
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I11.2. Introduction

Coastal areas play a key role as nursery for juvenile in many species of teleosts. Such
ecosystems are indeed characterized by a high productivity and offer food sources necessary
to the development of growing juveniles (Gibson, 1994; Amara, 2001). Because of their
geographical status, coastal areas are under the influence of aquatic and terrestrial inputs,
and are thereby particularly exposed to fluctuations in physico-chemical factors, such as
salinity, temperature, oxygen and pH. During the last decades, human activity brought about
changes in water quality principally through the land-associated run-off and waste waters.
The excessive inflows of nutrients (i.e., phosphorus and nitrogen) induce for instance
eutrophication episodes often associated to hypoxia phenomenon. Furthermore, together
with the nutrients, waste waters cause the inlet of various xenobiotic such as heavy metals

and persistent organic pollutants (POPs).

Amongst the POPs released in the marine environment, polychlorinated biphenyls
(PCB) are considered as the most toxic and widely distributed class (Abarnou, 2010). Both
invertebrate and vertebrates accumulate PCB mainly by the trophic pathways (e.g., Boon,
1984; Danis et al., 2005 a, b). Because of their high liposolubility, PCB easily
bioaccumulated in marine organisms and they biomagnified all along the food chain (Borga
et al., 2001; Hoekstra et al., 2003; Nfon et al., 2008). Although their use as a raw material or
chemical intermediate has been banned in the EC since 1985 (85/467/EEC, 6™ amendment
to Directive 76/769/EEC), it is estimated that over 30% of the one million tons of PCB
produced are still present in aquatic and terrestrial ecosystems (Borlakoglu et al., 1991).
PCB provoke several toxicological responses, depending on the number and the position of
their chlorine atoms (Ahlborg et al., 1994). For instance, previous studies showed that sub-
lethal effects of PCB include: impairment of the neurosystem activity (e.g., in the Long-
Evans rat, Rattus norvegicus, Lehmler et al., 2005); impairment of the endocrine system, as
shown by the decrease in the level of cortisol circulating in response to stress (e.g., in yellow
perch, Perca flavescens and northern pike, Exos lucius, Hontela et al., 1992; in women,
Mendola et al., 1997); diminution of the offspring number (e.g., in white-footed mouse,
Peromyscus leucopus, Voltura et al., 2007); and also impairment in swimming behavior
(e.g., in young carp, Cyprinus carpio, Schmidt et al., 2005). Nevertheless, to the best of our
knowledge, only few studies to date have focused on the sub-lethal effects of PCB on fish

aerobic metabolism (i.e., in European eel, Anguilla anguilla, van Ginneken et al., 2009) and
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on the interactions with other environmental stressors such as hypoxia (i.e., killifish,

Fundulus heteroclitus, Kramer and Schulte, 2004).

Bioenergetics studies give an essential point of view on the interactions between fish
and their environment (e.g. Fry, 1971; Claireaux and Lefrangois, 2007). Fish activities (e.g.,
swimming, search for food, digestion, reproduction) are all related to energy-demanding
processes that have to be accommodated within the animal aerobic metabolic scope (AMS).
AMS was defined by Fry (1971) as the energy potential of an organism and is so considered
as a proxy to assess physiological performance and fitness in fish when facing
environmental constraints (e.g., Priede, 1985; Claireaux et al., 2000; Mallekh and Lagardere,
2002; Claireaux and Lefrancois, 2007, Portner and Farrel, 2008; Guderley and Portner,
2010). AMS is partly driven by the environmental factors that were divided by Fry (1947,
1971) into five classes (i.e., controlling, masking, limiting, lethal and directive) depending
on their effects on the metabolism. In this classification, oxygen and pollutants are
considered as limiting factors as they interfere with metabolic processes and can therefore
reduce the maximal metabolic rate sustainable by the organism (defined by Fry as the active
metabolic rate, AMR) ), which is definite as the finite capacity of the cardio-respiratory
system to provide for nutrient and oxygen demands. In addition, pollutants are classified as
masking factors, since pollutant-related processes of defense and detoxification are likely to
induce supplementary energy costs (Sokolova and Lannig, 2008, Niyogi et al., 2006) and
thereby an elevation of the standard metabolic rate measured in a resting fish (i.e., SMR;
Fry, 1971). For instance, Wilson et al. (1994) showed that the exposure to a sub-lethal
concentration of aluminum induced an increase in the resting metabolic rate in juvenile of

rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).

In this context, the aim of our study was to investigate the sub-lethal effects of
hypoxia and the sub-lethal concentration of PCB on the aerobic metabolism of common sole
chronically exposed through the food pathway. Our main hypothesis was that chronic
exposure to PCB may 1) constrain aerobic metabolic scope by reducing AMR and/or
increasing SMR and 2) induce thereby a decrease in their tolerance to stressful environment
such as hypoxia. Specifically this study focus on juvenile sole because 1) common sole is a
bottom-dwelling species, which occupies the coastal zone during its juvenile phase; 2)
during this period, soles feed on the invertebrates living in the sediments which are expected

to be highly contaminated by PCB (Cicero, 2000; Chau, 2006) and 3) due to their reduced
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swimming capacity, soles have to cope with a set of interacting environmental stressors,

such as hypoxia.

I11.3. Materials & methods

111.3.1 Experimental animals

Juveniles (~1 year old) of common sole Solea solea (mean + S.D.; length: 11.4+1.0
cm; mass: 16.0 £3.6 g) were obtained from an aquaculture (Solea BV, Ijmuiden,
Netherlands). Upon arrival at the laboratory, fish were transferred to 500 1 indoor rearing
tanks with recirculated and filtered seawater (temperature: 20°C; salinity: 31psu; fixed
photoperiod: 12h/12h). Fish were then maintained for a three-week period of acclimation in
the laboratory before being transferred in 60 I glass-aquaria for the experiments. Soles were
fed daily with commercial pellets. Feeding was discontinued 24h before any manipulation of

the fish.

111.3.2 Protocol of food contamination

Sole contamination occurred through the food pathway. Food consisted of
commercial pellets (DAN-EX 1362, Danafree ® Horsens, Denmark) contaminated with a
mixture of PCB prepared by a specialized laboratory (IFREMER, Department of
Biogeochemistry and Ecotoxicology, Brest, France) following the protocol described in
Eichinger et al. (2010). Two concentrations of PCB were used. The lowest concentration
(i.e., [PCB] 1ow = 670 ng PCB g of food) was adjusted in order to attain in experimentally-
contaminated soles during 60 days, the PCB concentrations similar to that measured in
juvenile soles from the Seine estuary (i.e., average PCB concentration of 400 ng g dry
weight in the liver, Loizeau, personal communication). This estuary is considered as the
most heavily contaminated by PCB along the entire French coast (Abarnou and Simon,
1986). On the other hand, the highest concentration of PCB (i.e., [PCB]pnigh= 2239 ng PCB g
Lof food) was ~3.5 times higher than [PCB]j,w and was used as a positive control, which
aimed at inducing PCB-related physiological effects. The PCB mixture employed for
contamination contained four congeners selected because of their widespread presence in the

environment: CB105, CBI118, CBI149, and CB153. The CBI53 (2,2°,4,4’,5,5-
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Hexachlorobiphenyl), a di-ortho-substituted compound, is one of the most abundant
congener in marine organism. Albeit CB153 has a low cytotoxicity, it is considered as the
most recalcitrant congener with respect to the biotransformation and therefore the most
persistent in the food web (Kannan et al., 1995). On the other hand, the CB149
(2,2',3,4',5',6-Hexachlorobiphenyl), a di-ortho-substituted compound, can be partially
metabolized (Andersson and Forlin, 1992). The CB105 (2,3,3’,4,4’-Pentachlorobiphenyl)
and CB118 (2,3’,4,4°5-Pentachlorobiphenyl) are mono-ortho-substituted which makes them
more toxic than the other congeners. The congener 118 and 153 are also considered amongst
the congener named “indicator PCB” as suggested by the International Committee for the
Exploration of the Sea (ICES), i.e., these congeners are considered as a representative index
of PCB contamination (MacGregor et al., 2010). For each congener, the concentration
measured in the experimentally-contaminated pellets is presented in Table II1.1. Because of
the very low solubility of PCB, iso-octane was used as solvent coating to facilitate their
incorporation into the food. The concentration of the employed iso-octane was 40 ml kg'1 of
pellets. After the incorporation of PCB, pellets were evaporated with a nitrogen jet in order

to remove the solvent.

Table II1.1. Concentration (ng g") of the four PCB congeners used for the contamination of commercial
pellets. PCB,,, and PCBy,, correspond to a total concentration of 670 and 2239 ng PCB g'1 of food
respectively.

CB composition PCBioy PCBpign
CB 153 314 1019
CB 149 134 456
CB 118 150 503
CB 105 72 261

111.3.3 Protocol of sole contamination

Ten days before the beginning of contamination, 75 soles were anaesthetized with

clove oil (0.04 ml L"), weighed, measured and then transferred into 60 L glass-aquaria, and
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a total biomass of ~ 100 g was respected per aquarium (i.e., 6 to 9 fish were held per
aquarium). All the aquaria were placed in a thermo-regulated room where temperature was
maintained constant (20 °C) all along the experiment. Ten days after their transfer into the
aquaria, fish were exposed to one of the 4 following treatments: a group was fed with food
containing the lowest concentration of PCB and a group with the highest one (i.e., group
PCBjow, n= 21 and group PCByg, n=19, respectively); a group was fed with food which
contained the iso-octane solvent (i.e., group Solvent, n=21); and a group control was fed
with uncontaminated food which contained no solvent (i.e., group Control, n=14). The
group Solvent was used as a control to assess the effects of the solvent itself. Fish were daily
fed with 1% of their total body mass. After the feeding period (~ 6 hours), the remained

pellets (i.e., not-eaten by the fish) were removed every day.

111.3.4. PCB analysis.

After being tested, soles were killed by an overdose of anesthetic (Clove oil: 0.2 ml
L"), and the liver was removed and frozen at -80°C for further analysis of their PCB
contents. Concentration of CB153 was measured in the liver according to the protocol
described in Jaouen-Madoulet et al. (2000). Briefly, frozen livers were freeze-dried and then
grounded to obtain a fine homogeneous powder. Water content was estimated by the
determination of the weight lost after freeze-drying. To quantify the PCB contained in the
powdered materials, a weighed amount was solvent-extracted (by a hexane:acetone mixture
in the proportion of 80:20, respectively) using a hot Soxhlet extraction apparatus (Soxtec).
Subsequently, the solvent was carefully and completely evaporated using a rotavapor. The
extracts were cleaned-up appropriately before the final instrumental analysis by gas
chromatography, with an electron capture detector on a HP 5890 series Il equipped with a
CP-Sil19 capillary column following optimized conditions described by Jaouen-Madoulet et
al. (2000) and Bodiguel et al. (2008). Contamination by the congener CB153 was quantified
using a standard solution. Hepatic concentration of CB153 (ng g of dry weight, hereafter
d.w.) was measured after 30 and 60 days of contamination (i.e., n=6 and n=7 for PCBj,,, and

n=7 and n=7 for PCBye, at 30 and 60 days, respectively).
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111.3.5. Respirometry

The experimental set up consisted of 4 respirometers (4.5 1) placed into the same
thermo-regulated room than the aquaria. Inside of each respirometer, a flat propeller was set
on a central axis and lay on the bottom in order to force the sole to swim when necessary.
The axis was connected to a motor, whose speed (e.g., 67 turn min™') was regulated by the
experimenter. Respirometers were positioned in buffer tanks (100 cm x 80 cm x 60 cm).
Water supply in each respirometer was allowed thanks to flushing pumps placed in the
buffer tanks. Each flushing pump was connected to a timer which regulated the flushing
period. Each respirometer was also equipped with a recirculated pump to ensure
homogenization of the water inside. Oxygen concentration inside of the respirometer was
measured with a polymer optical fiber (Presens, Germany) positioned on the wall of the
respirometer and connected to a multichannel oxygen measuring system (OXY 4 mini,
PreSens, Germany). Oxygen data were sampled each 30 seconds and recorded in a
computer. Each buffer tank was equipped with a U.V filter and a counter-current gas-
equilibration column to control oxygen level. A pump supplied the column with the water
coming from the buffer tank. An air stone positioned down in the water column bubbled air

or nitrogen to set normoxia or hypoxia, respectively.

1I1.3.6. Experimental protocol

After 30 days of contamination, aerobic metabolism was assessed in individuals of
each of the 4 groups (Control 3y, n=8; Solvent.sg, n=8; PCB,\-30, =7 and PCB};gj-39, n=8).
The other soles were maintained in the aquaria for a longer contamination lasting 60 days
and constituted the groups Controls) (n=6), Solvent.sy (n=13), PCBjo-s0 (n=14) and PCBjig-
60 (n=11). Fish were tested once and individually. An experiment lasted 3 days, during
which one fish of each treatment (i.e., a total of 4 fish) were concomitantly tested in the 4
respirometers. An experiment consisted in exposing each fish to 3 consecutive steps. First,
as soon as transferred into the respirometer, each fish was chased in order to increase its
energy-demanding activities and assess Active Metabolic Rate (AMR). To oblige fish to
swim, the propeller connected to the motor was switched on until the fish exhaustion (i.e.,
until when the fish was not able to swim anymore, which occurred within = 10 min). Then,

fish oxygen consumption (MO,) was measured during 30 min. The second step consisted in
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exposing sole to a progressive hypoxia in order to determine the maximal MO, (MOxpax) as
a function of the oxygen water content and the critical oxygen saturation (O,i). Fish were
successively exposed to four level of water oxygenation: 60%, 40%, 20% and 10%. At each
of these levels, fish were chased until exhaustion by activation of the propeller and the
MO;max was measured. After the last measurement, normoxia was restored (within ~ 15 min)
by bubbling oxygen into the counter-current gas-equilibration column. Thirdly, MO, was
measured in resting animals to estimate Standard Metabolic Rate (SMR). In order to do so,
fish were left undisturbed during the following 48h and measurements of oxygen
consumption were carried out automatically. Each measure of MO, lasted 30 minutes and a
flushing period of 25 minutes was respected between consecutive measurements. Blank
respiration was routinely assessed before and after each experiment by assessing MO, in
empty respirometers. If present, MO, of micro-organisms was subtracted to the total

measure of MO,.

II1.3.7. Calculation of the oxygen consumption and Oyit

Only the last 20 min of the 30 min-period of measurement was used to calculate the

fish MO, (mgO, kg'1 h") with the equation described in Lefrancois and Claireaux (2003):

MO, =A[0] . At™ . VOL 1oy . 1" Eq. IIL (1)

where A [05] is the decrease in water oxygen concentration (mgO, 1) during the
measuring period (Af). For each MO, measurement, [O,] was plotted as a function of time
and a linear regression was adjusted in order to determine A [O,]. Az ~'. The regression
coefficient (i.e., R?) which illustrates the accuracy of the regression was > 0.98 in all cases.
VOL . 1s the volume of the respirometer (4.5 1) minus the volume of the fish and m is the

mass of the fish.

Since the respiratory metabolism depends on the animal mass, MO, was standardized

for a 100 g fish using the following relationship (Lefrangois and Claireaux, 2003):
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MO2 cor — MOZ . (m - Meor _1) A Eq 111 (2)

where MO, ¢or (mgO; kg™ h™) is the oxygen consumption of a fish with a corrected
mass (i.e., Meor = 0.1 kg), MO, is the measured oxygen consumption (mgO, kg™ h™") and m
(kg) is the mass of the fish experimentally tested. The coefficient A is the allometric
exponent describing the relationship between the metabolic rate (mgO, kg'1 h™") and the

body mass. A value of 0.8 was used as in other teleosts (e.g., Steffensen et al., 1994).

I11.3.8. Assessment of Active Metabolic Rate (AMR), Standard Metabolic Rate
(SMR), Aerobic Metabolic Scope (AMS) and critical oxygen saturation (O ¢t )

Active metabolic rate (AMR) was assessed as the MO, measured in exhausted fish
after being chased. In order to assess SMR, a frequency distribution of the MO, values
measured during the last 48 hours was plotted, as recommended by Steffensen et al. (1994).
In general, it is possible to observe a bimodal frequency distribution, due to the fact that fish
may present routine activity. The first peak is considered to reflect the value of the SMR,
and the second is considered to be the consequence of the routine activity (Steffensen et al.,
1994). Since we did not notice such a difference in the frequency distribution of MO,, only
the data measured during the last day were used. During this period, the fish was supposed
to recover from the stress derived from experimental manipulation and from hypoxia
exposure (Steffensen et al., 1994). Aerobic metabolic scope (AMS) was calculated as the
difference between AMR and SMR.

MO:max, and as consequence AMS, decrease with water oxygen content (van den
Thillart et al., 1994; Claireaux and Lagardere, 1999; Lefrancois and Claireaux, 2003; Dutil
et al., 2007; Chabot and Claireaux, 2008). Critical oxygen saturation (i.e., Oy.i) was
assessed as the water oxygen content at which the maximal sustainable MO, Was equal to
SMR, i.e., when the AMS was nill (Fry, 1947; Steffensen et al., 1994; van den Thillart et al.
1994; Schurmann and Steffensen, 1997; Iversen and McKenzie, 2010). Oyt was evaluated
according to the method proposed by Bilberg et al. (2010). Briefly, MO»,.x Was plotted as a
function of oxygen water saturation. Hereafter, a curve was fitted using the “exponential rise

to maximum” function [y=a (l-exp'bx)] (SigmaPlot, Systat Software 11.0). For each fish,
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O,rit Was defined as the intersection between the curve obtained, and its SMR and according

to the following equation:

-In (1- (SMR/a)

OZcrit = b
Eq. 11 (3)

where a and b are the constants provided by the curve fittings software.

AMR, SMR, AMS, as well as O,;; were assessed for each fish.

111.3.9. Statistical analysis

Two-way ANOVA was used to determine the effect of PCB-exposure on the
variables AMR, SMR, AMS and O,.i.. ANOVAs were set with the different treatments (i.e.,
PCBjy, PCBign, and Solvent vs. Control) and both contamination periods (i.e., 30 vs. 60
days) as main factors. When a significant interaction between the factors tested was found,
planned comparisons were employed to assess the statistical significance of specific
differences in the statistical analysis design (Underwood, 1981). Two-way ANOVA with
treatments (PCB,, PCBign) and periods of contamination (30 and 60 days) as main factors
was used to compare the hepatic concentration of CB153 between the fish from group
PCBy,,, and PCBy,ig, after 30 and 60 days of contamination. In addition, a Pearson test was
employed to evaluate the correlation between the hepatic concentration of CB 153 of the
PCB-contaminated groups and the variables AMR, SMR and O,.i;. Because it has been
already showed that in sole and in many others teleosts species MOxax declines as oxygen
availability decreases (e.g., van den Thillart et al., 1994; Claireaux and Lagardere, 1999;
Lefrangois and Claireaux, 2003; Dutil et al., 2007; Chabot and Claireaux, 2008), statistical
analysis were focused on the effects of PCB on MOynax. To do that, at each levels of water
air saturation (i.e., at 100%, 60%, 40%, 20% and 10% in air saturation, hereafter a.s.) a
Two-way ANOVA was employed with exposure period (30 versus 60 days) and treatment
(Solvent, PCBi, PCBpg, vs. Control) as main factors. The level of statistical significance
was set to P<(.05. Statistical analyses were conducted using STATISTICA 8.0 (StatSoft,

Inc., USA). Data are presented as mean = S.D.
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I11.4. Results

Hepatic concentrations of CB 153 in contaminated soles are presented in Table I11.2.
CB153 concentrations showed a significant effect of the treatments (F;.24=13, Panova<0.01)
which differed with the exposure period to the pollutant (F,.24=7.6, Panova<0.05 for the
interaction term). Planned comparison showed that CB153 concentration between the groups
PCBiyy-30 and PCBp;gn-390 was not significantly different (Pprannep comparison >0.05). On the
contrary in soles belonging to the group PCB}gn-60, the CB153 concentration was ~two-fold
higher than those of the other groups (PCBjo-60, PCBiow-30, PCBhigh-30; PpranneD
comparison<0.05 in all cases). Hepatic CB153 concentrations in individuals from the groups

Control and Solvent were below the detection limit.

Table II1.2. Concentration (Mean + SD, ng g dw) of the congener CB153 in the liver of PCB-contaminated
soles after 30 and 60 days of contamination. Soles from the group PCBlow and PCBhigh were exposed to a
total of PCB concentration of 670 and 2239 ng PCB g of food, respectively. Values not sharing a common
superscript were significantly different (PANOVA<0.05).

Exposure period PCBiow PCBhign
30 days 584 + 567° 763 +386°
60 days 401 + 172° 1783 +934°

Independently of the exposure period and PCB treatments, no significant correlation
was observed between the hepatic CB153 concentration and AMR, AMS or Oyt (Pearson
correlation, Ppparson>0.05 in all cases). For SMR, a similar pattern was observed except for
the individuals exposed to PCBjigh-60, for which a positive correlation was found (rpparson =

0.85; Ppearson<0.001, Fig. IH.l).
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Figure III.1. Correlation between the concentrations of CB 153 (ng g"' dw) and standard metabolic rate (SMR)
in the high PCB-contaminated group during 60 days (PCByg.co: SMR=18.83 + 0.022 [CB153], R*>= 0.77;
Pearson correlation: rpgarson= 0.85, Ppearson<0.001).

No significant effect of treatments was found on the SMR, AMR, AMS and Oji,
(treatment Panova>0.05 in all cases; Table II1.3). The period of contamination had a
significant effect exclusively on Opcrit (F1.41=5.4, Panova<0.05) and a significant interaction
was observed only on SMR (Fi.67 =2.8, Panova<0.05). A posteriori planned comparison
showed that this pattern was due to the soles exposed to the highest PCB concentration
during 60 days. Individuals of these group showed a significantly higher SMR (PpranneD

COMPARISON<O-05) associated with a signiﬁcant increase in OZcrit (PPLANNED COMPARISON<O-05)-
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Table III.3. Average (+ SD) of the Active Metabolic Rate (AMR), Standard Metabolic Rate (SMR), Aerobic
Metabolic Scope (AMS) and critical oxygen saturation (O,;) in the four experimental groups of sole: the
PCB-exposed individuals (PCB,,,, and PCB,,;) and the uncontaminated individuals (Control and Solvent). For
each treatment, * indicates values that are significantly different between 60 and 30 days (PpaNNED coMPARISON
<0.05).

Control Solvent PCBjow PCBiigh

30 days 60 days 30 days 60 days 30 days 60 days 30 days 60 days
(n=8) (n=6) (n=8) (n=13) (n=7) (n=14) (n=8) (n=11)

AMR
(mgO, kg' h') 151.9£41.2 155.8424.7 129.5+222 143.9+43.3 15974283 137.1+23.5 153.7+£59.2 173.2473.9

SMR
(mgO kg’ h') 469496  458+18  423+102 53.8+12.1 5294147 443+16.5 38.748.4  52.7+18.4%

AMS
(mgO kg’ h')  105439.6  110427.4  87.2424.8 90.1437.6 106.9+21.7 92.8431.3 114.9460.7 120.5+71

Ocrit (% as.) 15564  209+124  22.5£23  30.5+12.2 16.5+4.3 25.7+14.4 16.1+£5.1  30.2+18.8*

Whatever the treatment and the exposure period to PCB, a similar decrease in
MO;max With hypoxia was observed (Fig. II1.2). In normoxia and severe hypoxia (i.e., at 20
and 10% a.s.), MOxmax did not show any significant difference among the four treatments
(Panova>0.05) neither between the 30 and 60 days of exposure (Panova>0.05, for both
exposure period and interaction terms in all cases). Only few isolated significant differences
were observed at 60 and 40% a.s. At 60% a.s., a significant effect of both treatments
(F3.67=3.9, Panova<0.05) and duration of contamination (F;.s7=6.2, Panova<0.05) was
found. At 60% a.s. a posteriori planned comparison showed that this pattern was mainly due
to a significantly lower MOjp,x in the group Sol/vent when compared to the group Control at
30 days of contamination (Pppanned comparison<0.05; Fig. II1.2). In addition, a significant
reduction in MOopmax was observed in the group PCBjign.so when compared to PCBjign-30
(PpLanneD comparison<0.05). At 40% a.s., only a significant effect of duration of
contamination was found (F;.67=9.1, Panova<0.01), and was related to the group PCBy,,, for

which MO, decreased significantly in individuals contaminated during 60 days (PpranneD

compariSON<0.05).
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Figure II1.2. Average maximum metabolic rate (MO,,,,,) measured in tested groups after 30 (Control, n= §;
Solvent, n=8; PCB,,,, n=7; PCBy,,,, n=8) and 60 days of contamination (Control, n= 6; Solvent, n=13; PCB,,,,
n=14; PCBj;g, n=11). For a given level of O, saturation and a given period of contamination, * indicates a
significant difference with the control group (Panova<0.05); for a given level of O, saturation and a given
treatment, * indicates a significant difference between 30 and 60 days of contamination (PppanneD
comparison<0.05). All the values are means + S.D.
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II1.5. Discussion

The aim of this study was to evaluate the effect of PCB on the aerobic metabolism
and the tolerance to hypoxia in juveniles of the common sole Solea solea. Our results
suggested that whatever the duration and the level of contamination, the PCB exposure did
not affect neither AMR nor AMS. On the other hand, after 60 days period of contamination,
the highest PCB concentration (Table III.2) raised sole SMR and induced an associated

elevation in Oo.

In the current study, the average AMR measured in sole ranged between 129.54+22.2
and 173.2+73.9 mgO, kg™ h™'. These data are in agreement with previous studies carried out
on the same species at 20°C (i.e., 152.2 mgO, kg h™ in van den Thillart et al., 1994 and
159.2 mgO, kg’ h' in Lefrangois and Claireaux, 2003). Neither AMR nor AMS were
influenced by the PCB contamination experimentally-induced in the present study (Tables
II1.2 and I1.3). This suggests that the sub-lethal concentrations of PCB we tested did not
prevent the soles from meeting their maximal oxygen requirements. AMS is an integrated
measurement which traduces the energy a fish is able to mobilize for its activities (Fry,
1971). If soles presented the same level of AMS even after exposure to PCB, it suggests that
allocation in energy among the physiological processes tends to be constant. Therefore PCB-
exposed soles should not present any reduction in energy-demanding activities such as
locomotion, digestion or growth. The growth rate was not assessed in the tested sole.
However, a previous study on juvenile of common soles exposed to the same protocol of
contamination was conducted by Eichinger et al. (2010) and showed that PCB-exposure did
not affect their growth. This pattern is consistent with the absence of variation in energetic
performance we observed in the present study, that is likely to illustrate a constancy in sole’s
energetic flexibility, scope for growth and probability of survival (Priede, 1985; Evans,

1990) in PCB-contaminated environment.

Energy balance in an organism also depends on the part of energy obligatory
allocated to its maintenance activities. SMR measured in the uncontaminated soles (Table
I11.3) are in agreement with the SMR assessed in 20°C-acclimated sole by van den Thillart
et al. (1994; 41 mgO, kg'1 h™") and Lefrancois and Claireaux (2003; 49 mgO, kg'1 h™"). On
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the contrary, SMR in soles exposed to the highest concentration of PCB during 60 days (i.e.,
PCBpigh-s0; Table II1.3) was increased suggesting that maintenance activities tend to be
influenced by this pollutant. This hypothesis was strengthening by the positive correlation
found between SMR and hepatic CB153 concentrations (Fig. IIL.1). It is likely that variation
in SMR was the result of supplementary energy requested for the activation of proteins that
are implicated in the detoxification process as initially hypothesized. For instance, Lannig et
al., (2006) showed a 40-86% increase of SMR in cadmium-exposed oyster, Crassostrea
virginica. They concluded that this pattern was mostly due to the elevated costs of protein
synthesis involved in detoxification or protective mechanism such as glutathione expression,
antioxidant enzyme, cellular repair mechanism, as well as expression of stress protein. It is
worth noticing that SMR measured in sole exposed to PCBpg, during 30 days of
contamination was particularly low (Table I11.3). It cannot be excluded that such a low value
may participate to the observed statistical difference between PCB-contaminated soles
during 30 and 60 days. The general pattern was therefore not clear which limits further
discussion. Even if we used a satisfactory number of fish for each condition to assess AMR,
AMS and O, (Fig. 2), assessment of SMR may have suffered a limited number of
replicates. In addition, even if hepatic CB153 concentrations were significantly higher in
soles exposed to the highest concentration of PCB during 60 days (PCBjign-s0, Table 111.2), it
subsisted a quite large variability among the individuals of this group (Fig. III.1).

Comparisons with other studies suffer from a lack of available data, mainly because
of differences in the type of pollutants tested and/or in the experimental approach employed
for contamination. For instance, effect of PCB was investigated in the European eel
(Anguilla anguilla) by van Ginneken et al. (2009) who showed that PCB-contaminated eels
were characterized by lower aerobic metabolism than healthy individuals. However, adult
eels were injected intraperitoneally with a mixture of PCB consisting of CB 153, 126 and 77
at very high concentrations (i.e., 5mg kg', 7ug kg' and 50ug kg' of body weight,
respectively). Furthermore, aerobic metabolism was measured in individuals swimming at a
low speed (i.e. 0.5 body length.s' or 0.4 m.s™) and was therefore representative of the eel
routine metabolic rate rather than the maximal, or active, level. Another study (Voltura et
al., 2007) carried out on the white-footed mouse (Peromyscus leucopus) showed no effect of
PCB neither on energy metabolism nor on growth. The authors suggested that this finding
may be due to a large dose-dependent decrease in thyroid hormone concentrations. To date,

it appears that comparative assessment of the effects of PCB exposure on aerobic
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metabolism is limited and that scattered information prevents a general pattern from
emerging. Effects of metal pollution were on the contrary extensively studied (e.g., Sibly
and Calow, 1989; Calow and Forbes, 1998; Sherwood et al., 2000). Despite these numerous
studies, effects of metals on aerobic metabolism are still confuse and controversial (see the
review of Sokolova and Lanning, 2008). Effects appear to be dependent of a large set of
factors such as the metal studied, its concentration, the pathway of metal uptake, as well as
other natural factors such as temperature. It is likely that the effects of PCB, and those of

POPs in general, follow the same pattern.

When exposed to hypoxia, the maximal metabolic rate the sole can sustained
(MOgmax) declined with the oxygen as observed in the same species by Lefrangois and
Claireaux (2003) and in other fish species by various authors (e.g., Fry, 1974; Priede, 1985;
Schurmann and Steffensen, 1997; Claireaux and Lagardere, 1999; Dutil et al., 2007; Chabot
and Claireaux, 2008; Iversen et al. 2010). In addition, in some sparse cases, oxygen-related
decrease in MOjp,x Was influenced by the PCB-treatment the soles were exposed to. For
instance, at both 60% and 40% a.s., a longer exposure to PCB induced an enhanced
reduction in MOjn,x. This decrease may be related to any impairment of the organs and
cellular mechanisms involved in the oxygen transport. Such impairments were observed in
various fish species following contamination to different types of pollutants. For instance,
tributyltin chloride contained in the antifouling paints for boats, was found to affect red cell
function in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, Virkki and Nikinmaa, 1993). Oil-exposed
soles showed reduced MO;,ax While exposed to normoxic and hypoxic conditions (Davoodi
and Claireaux, 2007). Further investigations carried out by these authors suggested that
MOsmax reduction was likely to be a consequence of weakened cardiovascular performance
due to the impairment of cardiac output, heart rate and stroke volume (Claireaux and
Davoodi, 2010). Regarding PCB, they were found to limit anaerobic metabolism in killifish,
Fundulus heteroclitus, by interfering with glycolytic enzymes (Kraemer and Schulte,
2004).A similar effect on the enzymes involved in the aerobic metabolism cannot be
excluded, however, the lack of information regarding the specific effects of PCB on such
functions limits further discussion. Moreover, it cannot be excluded that the solvent
employed to fix PCB on the experimental-contaminated pellets (i.e., iso-octane) participated

to the reduction in MO»ax 0f sole while coping with mild hypoxia (Fig I11.2).

84



Chapitre 111

In severe hypoxia (i.e., 20% and 10% a.s., Fig. 111.2), the oxygen-related diminution
in MOy, Was not significantly influenced by the type of contamination nor by its length. It
is worth noticing that, even if not significant, the reduction in MOjy.x Was enhanced in
PCB-contaminated soles during 60 days (Fig. II1.2). Associated with the increase in SMR, it
may participate to raise the level of critical oxygen saturation (Oycit). This is consistent with
the significant increase in O, observed in soles exposed to the highest PCB concentration
during 60 days when compared to those contaminated during 30 days (Table III.3). Critical
oxygen saturation was assessed as the minimal level in water oxygen content needed to
sustain SMR (Fry, 1948; Steffensen et al., 1994; van den Thillart et al. 1994; Schurmann and
Steffensen, 1997; Iversen et al. 2010). Facing a progressive hypoxia, individuals with an
elevated Oyt would be sooner unable to extract enough oxygen to meet their SMR, and
have thus to cope with physiological distress. In regard of the present results, it can thus be
hypothesized that an elevated PCB concentration (i.e., 1783+ 934 ng g'1 d.w., Table II1.2)
would reduce the tolerance to hypoxia in soles. It is worth noting that PCB may limit
tolerance to hypoxia also through their effects on the anaerobic metabolism. In oxygen-
limited environment, shifting to anaerobic metabolism allows the organism to 1) compensate
the hypoxia-related reduced supply in ATP and 2) maintain its energy-demanding activities.
In killifish Fundulus heteroclitus exposed to hypoxia, glycolytic enzymes were down-
regulated in presence of PCB and limit thereby compensation through anaerobic pathway
(Kraemer and Schulte, 2004). As consequence, by limiting the energy obtained by the
anaerobic pathways, PCB are likely to reduce the fish survival to sub-lethal hypoxic

conditions.

I11.6. Conclusion

Sparse effects of PCB on SMR, MOyax and Oygie suggest that aerobic metabolism
may be affected in contaminated juvenile of sole. However, consequences of PCB exposure
have to be clarified by further studies, since no general pattern emerged. Furthermore, the
most emphasized effect was observed for the highest level of PCB-contamination tested,
which resulted in four-fold higher concentrations than the levels measured in wild juvenile
soles from the Bay of Seine (Loizeau, personal communication). It would be therefore

relevant to carry out investigations in adults, which are supposed to have higher levels of
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concentration than juveniles, as consequence of the bioaccumulation process. On the other
hand, our results suggest that negative effects of the PCB-contamination occur especially
when soles are concomitantly exposed to hypoxia. Other studies suggest that the combined
exposure to pollutants and hypoxia are more harmful than the exposure to the pollutant
alone. Mortality of sockeye salmon, Oncorhynchus nerka, and coho salmon, Oncorhyncus
kisutch, was for instance enhanced when exposed to both bleached kraft mill effluent and
hypoxia (Alderdice and Brett, 1957; Hicks and DeWitt, 1971). Tolerance to hypoxia is
reduced in PCB-contaminated fish (Fundulus hetheroclitus, Kraemer and Schulte, 2004).
Since aquatic organisms are expected to cope with a large set of environmental stressors,
investigations are necessary to assess effects of PCB together with other pollutants or
environmental stressors. In addition, since metabolism is an integrative function at the
individual level, it would be relevant to look at the processes involved in metabolic
regulation at the cellular level (i.e., enzyme and hormone activity) and at the organ level. For
instance, due to the importance of the cardiovascular system for the aerobic metabolism, it

would be also interesting to assess heart performance in PCB-contaminated soles.
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II1.7. Synthése

Le troisieme chapitre de ma thése je me suis intéressé a l'effet des PCB sur le
métabolisme aérobie et sur la tolérance a I'hypoxie des juvéniles de sole commune Nos
résultats ont suggéré que, indépendamment de la durée et du niveau de contamination,
lI'exposition aux PCB n’affectait ni le métabolisme actif (AMR), ni la capacité métabolique
(AMS). Par contre, apres une période de contamination de 60 jours, nous avons observé une
augmentation du taux de maintenance (SMR) chez les soles contaminées avec la
concentration en PCB la plus élevée, associée a une augmentation de la concentration
critique en oxygene (Oaui). La concentration critique en oxygene a été définie comme le
niveau d’oxygene minimal nécessaire au maintien du SMR (Fry et Hart 1948; Steffensen et
al. 1994; van den Thillart et al. 1994; Schurmann et Steffensen 1997; Iversen et al. 2010).
Face a une hypoxie progressive, les individus ayant une concentration critique en oxygene
¢levée seraient plus limités quant au maintien de leur SMR. On peut alors supposer que dans
certaines conditions, I’exposition aux PCB pourrait réduire la tolérance a 1'hypoxie chez les
juvéniles de soles. Toutefois, I’augmentation PCB-dépendante du SMR reste peu marquée.
La tolérance a I’hypoxie chez des individus contaminés aux PCB sur du long terme (24

mois) a été évaluée dans une étude successive constituant le Chapitre VI de ce manuscrit

La contamination avec les PCB ne semble apparemment affecter ni ’AMR ni la
capacité métabolique. Cependant, vu que la capacit¢é métabolique dépend du bon
fonctionnement du cceur, nous supposons que I’absence d’effets pourrait étre expliquée par
des mécanismes compensatoires a [’échelle organisationnelle inférieure, c'est-a-dire au
niveau de l’organe. Pour tester cette hypotheése, nous nous sommes intéressés dans le
prochain chapitre a 1’évaluation des performances cardiaques in vitro chez les juvéniles de
soles ayant subi le méme type de contamination aux PCB durant 60 jours. Le systéme
cardiaque est tres sensible aux variations des facteurs environnementaux. De plus, de
précédentes études ont montré que 1’exposition chronique aux contaminants, pouvait induire

une situation de stress généralisée (Wendelaar Bonga 1997). Par conséquent, 1’hypothese (i)
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d’une modification de la physiologie cardiaque, conséquence de la plasticité phénotypique

de cet organe, voire (ii) d’une altération des capacités cardiaques, a été posée.
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CHAPITRE IV - Performances cardiaques chez les
juvéniles de sole commune (Solea solea L. 1758)
contaminés aux PCB
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IV.1. Introduction générale

Dans le chapitre précédent (Chapitre I1I) en utilisant des approches de respirométrie,
j’ai pu étudier l'effet de la contamination par les PCB et de ’hypoxie sur le métabolisme
acrobie et sur la tolérance a I'hypoxie des juvéniles de sole commune Solea solea. Nos
résultats ont suggéré que les PCB n’affectaient ni le métabolisme actif (AMR), ni la capacité
métabolique (AMS). Au contraire on a pu noter une augmentation du taux de maintenance
(SMR) chez les soles contaminées a la concentration en PCB la plus élevée, associée a une
augmentation de la concentration critique en oxygeéne (Oxit). On peut donc supposer que
dans un milieu contaminé et hypoxique, les soles, auraient plus de difficultés a maintenir
leur métabolisme de maintenance. L’exposition aux PCB pourrait ainsi réduire leur
tolérance a l'hypoxie. Cependant, les effets que nous avons observés sont de faible

amplitude.

Dans le quatrieme chapitre, nous nous sommes demandé si le stress induit par une
contamination critique par les PCB pouvait avoir des effets sur la performance cardiaque.
Nous avons donc évalué in vitro les performances cardiaques des cceurs de soles exposées a

la méme contamination que les soles testées pour le métabolisme aérobie.

Puisque le métabolisme est une fonction intégratrice au niveau individuel, la question
posée était : les effets de la contamination par les PCB observés précédemment peuvent-ils
s’expliquer partiellement par ceux observés a un niveau d’organisation inferieure, c’est-a-

dire au niveau du cceur ?
Trois hypothéses ont été testées au cours de ce travail :

(1) la diminution de la performance cardiaque est le résultat d’une diminution de

la force de contraction,

(i1) la diminution de la force cardiaque est le résultat d’une désensibilisation du

tissu ventriculaire a la régulation adrénergique dans une situation de stress,

(ii1) la diminution de la force cardiaque est le résultat d’une diminution de la

plasticité cellulaire des cardiomyocytes dans une situation de stress.
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Les organismes exposés a la variation des facteurs environnementaux sont considérés étre
dans un état de stress, défini comme une remise en question de 1’homéostasie (Cannon
1929). Les téléostéens répondent au stress en mettant en jeu un ensemble coordonné de
réponses adaptatives ou « réponse intégrée au stress » impliquant 2 voies hormonales : la
voie des corticoides (cortisol) et la voie des catécholamines (adrénaline et noradrénaline).
Cette mobilisation hormonale permet aux animaux de faire face au stress et de maintenir
dans la mesure du possible I’homéostasie générale nécessaire a la survie. La revue de
Wendelaar Bonga (1997) expose les modifications importantes se produisant au niveau de
I’organisme téléostéen lors d’un stress chronique et en particulier, il peut se produire une
augmentation de la perméabilité a I'eau et aux ions des épithéliums superficiels, y compris
les branchies. Il est possible d’envisager qu’une des conséquences de ces perturbations
hydrominérales systémiques soit la formation d'un cedéme généralisé avec possiblement une
augmentation de la pression artérielle pouvant conduire a une augmentation du travail du
cceur. D’autre part, le cceur est la cible privilégiée de la noradrénaline et de I’adrénaline (§
I1.4.4.1). Conformément a ce qui est observé chez la truite arc-en-ciel, Oncorhynchus mykiss
(Gamperl et al. 1994), on peut s’interroger sur les conséquences au niveau cardiaque d’une

exposition prolongée du coeur de téléostéen a ces hormones en situation de stress chronique.

Dans ces conditions, une exposition prolongée aux PCB pourrait induire des
modifications des performances cardiaques, résultats des modifications du milieu
environnant 1I’organe (augmentation de la tension artérielle, augmentation de la sécrétion des
catécholamines,...) et comme conséquence une diminution de la force de contraction.
Claireaux et Davoodi (2010) en exposant la sole commune a une contamination par les HAP
ont observé des altérations des performances cardiaques (i.e. débit cardiaque, rythme
cardiaque et volume d’éjection systolique plus faibles). Ces auteurs ont suggéré une
réduction de la sensibilité adrénergique aussi qu’une capacité réduite des myocytes a

mobiliser le Ca*" pendant le couplage excitation-contraction (Hartzell 1988).
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Abstract

Increase of anthropogenic activities in the coastal zones obliges the fish to cope with some
new environmental constraints such as organic pollutants (e.g. Polychlorinated biphenyls,
PCB). The aim of our study was to investigate the effects of PCB on cardiac performance in
juveniles of common sole (<1 year old). In particular, we measured in PCB-contaminated
soles the force of contraction and the pumping capacity of the heart. Fish were contaminated
via food and tested after 60 days of contamination. Preliminary results showed that PCB did
not affect significantly the cardiac performance in this species, even if performance tended
to decrease in the individuals exposed during 60 days to high PCB concentration. We
supposed that this pattern would be reinforced with a longer period of contamination and/or

if soles were exposed to additional environmental stress.

IV.2. Introduction

The coastal zone is naturally submitted to the variation of various environmental
factors (e.g. temperature, oxygen, salinity and pH). As consequence marine organisms have
developed physiological adaptations to be able to cope with an environment in continuous
fluctuation. Nonetheless, during the last decades, global change due to human activities led
to an amplification of this variation both in frequency and intensity. In addition, coastal
zones are increasingly exploited by Man which has led to the introduction of xenobiotic
substances in the marine environment. As a consequence, marine organisms are exposed
continuously to these stressor factors. Stress can be defined as a condition during which the
organism homeostasis is threatened or disturbed, as a result of the actions of intrinsic or
extrinsic stimuli, commonly defined as stressors (Weedeler Bonga 1997). The responses of
teleost fish to stressors encompass the activation a co-ordinated network of adaptive
responses, collectively termed the “integrated stress response”, which allows animals to
maintain homeostasis. Depending on the nature of the stressor, this stress response may be a
generalized endocrine response that occurs at the organism level and/or a cellular response

involving protein synthesis.

The first response of the fish to a stressor is the activation of brains centre, which

lead to the massive release into the circulation of catecholamine and corticosteroid (i.e.
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primary response; Barton 2002). Those hormones have an immediate effect at blood and
tissue levels (i.e. secondary response; Barton 2002) which lead to the increase in cardiac
output, oxygen uptake and mobilization of energy substrate. The tertiary response (Barton
2002) occurs at the organism and population levels and lead to a reduction of growth, a
depletion of the immune response and reproduction, and a decrease in the capacity to

overcome to additional stressors (Wendelaar Bonga, 1997).

When fish are exposed to PCB, they may show an increase in the permeability of the
surface epithelia, including the gills, to water and ions (Weedeler Bonga, 1997). As a
consequence of the systemic hydro mineral disturbances, a formation of edema generalized

could result, this may induce an increase in the heart work.

In this context, the aim of our study was to evaluate the effects of a chronic stress derived
from the PCB-contamination on in vitro cardiac performance in juvenile of common sole by
assessing (i) the force of contraction; (ii) the adrenergic sensitivity and (iii) the E-C
coupling. Common sole is bottom-dwelling species, which use the coastal zone as nursery
during the juvenile period. In this respect, the Bay of Biscay (France) is one of the most
important nurseries in the Atlantic French coast. Since common soles spent their life living
in intimate contact with the sandy and/or muddy bottom substrates, and due to their reduced
swimming capacity, they are exposed to PCB which have an elevated affinity for the

sediments.

IV.3. Materials & methods

1V.3.1 Animals handling and care

Juveniles of common sole Solea solea, (~1 year old; length: 11.4£1.0 cm; mass:
16.0£3.6 g; mean + SD) were obtained from an aquaculture (Solea BV, Ijmuiden,
Netherlands). Upon arrival at the laboratory, fish were transferred to 500 1 indoor rearing
tanks with recirculated and filtered seawater (temperature: 20°C; salinity: 31%o; fixed
photoperiod 12h/12h). Fish were then allowed to three-week period of acclimatation to the
laboratory conditions before being transferred in 60 1 aquaria where contamination was held.
Fish were fed daily with commercial pellets (DAN-EX 1362, Danafree ® Horsen,

Denmark). Feeding was discontinued 24h before any manipulation of the fish.
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1V.3.2 Protocol of food contamination

Sole contamination occurred through the food pathway and followed the protocol
already described in Eichinger et al. (2010). Briefly, fish were fed with commercial pellets
(DAN-EX 1362, Danafree ® Horsen, Denmark), contaminated with a mixture of four PCB
congeners, which were selected because of their widespread presence in the environment:
CB105, CB118, CB149, and CB153. Two concentrations of PCB were used. The lowest
concentration (i.e. PCB 1o, = 670 ng PCB g'l of food) was adjusted in order to attain in
experimentally contaminated sole a final PCB concentration, after 60 days of contamination,
comparable to that quantified in individuals sampled in the Seine estuary (i.e. average PCB
concentration 400 ng g dry weight in the liver, Loizeau personal communication). On the
other hand the highest concentration of PCB (i.e. PCBy;n= 2240 ng PCB g'1 of food), was
~3.5 times higher than PCByo. The PCByign was used as positive control, in order to

estimate the effects of PCB over a short time of contamination.

IV.3.3 Protocol of sole contamination

Ten days before the beginning of contamination, 71 common soles were
anaesthetized (Clove oil Sigma-Aldrich, 0.04ml I'"), weighed, measured and then transferred
from indoor rearing tanks into 601 glass-aquaria, and a total biomass of maximum ~ 80 g
was respected (~ 4 soles) per aquarium. All the aquaria were placed in a thermoregulated
room where temperature was maintained constant (20 °C). Ten days after their transfer into
the aquaria fish were exposed to one of the 4 following treatments : a group was fed with
food containing the lowest concentration of PCB and a group with the highest one (i.e.
group PCBiow, n= 17 and group PCBpign, n=21, respectively); a group was fed with food
which contained the solvent iso-octane (i.e. Solvent, n=14); and a group was fed with
uncontaminated food which contained no solvent (i.e. group Control; n=19). The group
Solvent was used as a control to assess the effects of the solvent itself. Fish were daily fed
with 1% of their total body mass. After the feeding period (~ 12 hours), not ingested pellets

were removed every day.
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1V.3.4 Tissue preparation

Sole were anesthetized with 0.5 ml "' of clove oil (Sigma-Aldrich) and the heart was
excised and placed in physiological saline solution of the following composition (in mmol I’
l): NaCl, 124.1; KCl, 3.1; CaCl,, 2.5; MgSOs, 0.9; Tes Salt, 6.4; Tes Acid 3.7; Pyruvic Acid
5.0; Glucose, 5.7 at a pH of 7.8, temperature of 22°C1). After dissection the ventricle was
carefully removed, weighed and measured in order to obtain the ventricular mass which was
expressed as a percentage of body mass (relative ventricular mass, RVM-% of Wt). The
ventricle was isolated and tied at either end by means of a ring to the experimental device,
which allowed testing 4 ventricles simultaneously. One end of the ventricle was attached to
a fixed post and the other one to a fine filament which connected to an isometric force
transducer (ADInstrument). Then the ventricle was placed into a water jacket bath
containing 5 ml of the oxygenated physiological saline solution, whose temperature was
maintained constant at 20°C. The ventricle was stimulated using a stimulator delivering
electric charge via two flattened platinum electrodes positioned at each side of the water
jacket bath (0.2-2.0Hz, 10 V, 10 ms duration). Signal from the force transducer was
amplified (PowerLab, ADInstrument) and displayed on chart recorder (Chart 4 recorder,
ADInstrument). Ventricle was stretched until active tension (developed tension) reached a

peak and was then allowed to equilibrate for 30 min at a stimulation rate of 0.2Hz.

1V.3.5 Experimental protocol

The cardiac performance was evaluated in vitro, on isolated ventricle. The test was
carried out on the entire ventricle, because the heart of the juveniles sole was too small to
make the strips (relative weight of heart: 0.1+0.05g; mean + SD). The protocol meant to
evaluate the effect of PCB (i) on the contraction force in the presence of tonic adrenaline
levels (10 nmol™), (ii) the adrenergic sensitivity in the presence of maximal adrenaline
levels (10 pmol ) and to test the effect of ryanodine (i.e. RYA; 10 pmol™) in the presence

of tonic and maximal levels of adrenaline.
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1V.3.6 Experimental design

Each treatment (Control, Solvent, PCBj,, and PCBjg ) was divided into 2
experimental groups exposed to a different concentration of adrenaline : one group (Control:
n=9; Solvent: n=5; PCBj,,: n= 8; PCBj;gi: n=11) was tested with the tonic concentration of
adrenaline (10 nmol'l), and the other one (Control: n=10; Solvent. n=9; PCB,,: n=9;
PCBjjgn: n=11) with the maximal concentration of adrenaline (10 pmol 1. The group tested
with the tonic concentration of adrenaline was used as internal control for the correspondent
treatment injected with maximal level of adrenaline (10 pmol ). As a consequence, in each
experiment two out of the four treatments were randomly chosen and for each treatment 2
ventricles were tested simultaneously, in order to have 4 ventricles in the experimental

device. The recordings which were not analyzable are discounted.

Adrenaline

To evaluate if the chronic PCB-contamination may impair the peak tension in sole,
two levels of adrenaline were used: a tonic level (10 nmol™) and a maximal level (10 [imol”
1. The tonic level (10 nmol™) was chosen since previous experiments proved that this
concentration is present in the blood circulation of the resting fish (Milligan et al., 1989);
furthermore it was noted that it was able to preserves the cardiac tonus when heart is tested
in vitro (Shiels and Farrel, 1997). On the contrary, as under stressful condition the
concentration of adrenaline circulating increase (Randall and Perry 1992; Gamperl et al.,
1994), leading to an increase in the force of contraction (inotropism positive), we utilized a
maximal concentration of adrenaline (10 pmol™) to evaluate if the chronic contamination

with PCB decrease the adrenergic sensibility in the contaminated sole.

Adrenaline administration to test adrenergic sensibility

Once the four ventricles were placed in the experimental device, they were allowed

to a 30 minutes of equilibration period, after which a tonic concentration of adrenaline (10
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nmol™) was added to each of the four baths (first injection). After 10 min of equilibration
period, in order to evaluate the isometric force of contraction, the four ventricles were
exposed to the force-frequency trials where the pacing frequency was increased in 0.2 Hz
(12 bpm) increment from 0.2 Hz to 2.0Hz (120bpm) (Shiels and Farrel 1997). For each
pacing frequency the stimulation of the muscle lasting two minutes. At the end of the force
frequency trials the pacing frequency was returned to 0.2Hz. Afterwards in order to evaluate
the adrenergic sensitivity, in two out of four ventricles, a maximal concentration of
adrenaline (10 pmol™) was added. In the other 2 ventricles, a tonic concentration of
adrenaline (10 nmol™) was added once again and used as control. After 10 min of
equilibration period, the ventricle was exposed to the force-frequency trials where the pacing

frequency following the same protocol described above.

Ryanodine administration to test the participation of the sarcoplasmic reticulum

The ryanodine is a natural alkaloid which is able to modify the functioning of some
intracellular calcium channels, such as the ones present on the sarcoplasmic reticulum (SR).
This substance is a specific and irreversible ligand for the Ca**-release channel. The effect
of RYA on the Ca’" release channel depends on the experimental concentration used. The
concentration used in our experiment (10 pmol™) locks the SR-Ca”" release channel in an
“open state” rendering ineffective the Ca®" contributing to contraction of the cardiomyocite
(Rousseau et al. 1987). On the other hand, the administration of a higher concentration of
RYA (>100 pmol™) provokes the loss of the Ca®" activity providing the SR-Ca”" release

channel in a “closed state” (Rousseau et al. 1987).

To test the participation of the RS to the isometric contraction of the cardiomyocite,
10 uM of ryanodine was added to the four ventricles, two of which were pre-treated with 10
nmol'adrenaline and two with 10 pmol™ adrenaline After 30 minutes period of stabilization,
the ventricles were exposed to the force-frequency trials where the pacing frequency was
increased of 0.2 Hz increment from 0.2 Hz to 2.0Hz. For each pacing frequency the ventricle
was stimulated during two minutes. After the force frequency trials pacing frequency was

returnto 0.2 Hz During the 30 minutes period, it was supposed that the ryanodine was bond
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irreversibly the Ry-Ca’" released channel on the reticulum sarcoplasmic, rendering

ineffective in contributing Ca”" to the force development (Shiels and Farrel 2000).

IV. 3.7. Statistics

One-way repeated measure ANOVA (RM ANOVA) followed by Tuckey post-hoc
test, having the treatment (Control, Solvent, PCBj,,, PCB}g) as factor tested and the pacing
frequency as repeated measurement, was used to evaluate the effect of the increasing
stimulation frequency on the peak tension for each treatment injected with the different

concentration of the adrenaline (10 nmol™ and 10 umol™ adrenaline).

For each pacing frequency (0.2 Hz, 0.5 Hz, 1.0 Hz, 1.6Hz), two-way ANOVA was
used to determine the effect of PCB-exposure on the force of contraction (mNmm™) after
adding a tonic concentration (10 nmol™) or maximal concentration (10 pmol™) of adrenaline
to the ventricle. ANOVAs were set with different treatments (i.e. Solvent, PCB,y,, PCBigh,
vs Control) and adrenaline concentration (i.e. 10nmol™ vs 10um01’1 adrenaline) as main
factors. When a significant interaction between the factors tested was found a planned
comparison was employed to determine the statistical significance of the specific difference

in the statistical analyses design (Underwood, 1981).

For each treatment a one-way RM ANOVA was used to assess the effect of
ryanodine on peak tension in the ventricle pre-treated with a tonic concentration of
adrenaline (10 nmol” vs 10 nmol” +RYA) and a maximal concentration of AD (10 pmol™
vs 10 pmol™" +RYA). The ANOVAs had the drugs (adrenaline and adrenaline+ryanodine) as

tested factor and pacing frequency as repeated measurements.

To assess the effect of PCB on time to peak tension and the time of half relaxation
rate (s) after adding a tonic concentration (10 nmol™) or a maximal concentration (10 pmol
l) of adrenaline to the ventricle, one-way RM ANOVA, having the treatment as main factor
(i.e. Solvent, PCBy,, and PCBjg, vs Control) and pacing frequency as repeated
measurement, was used. When a significant interaction between the factor and the repeated
measures was found, planned comparisons were employed to assess the significance of

specific differences in the statistical analysis design (Underwood 1981). Due to the fact that
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the maximal concentration of adrenaline was added to the muscle after a complete pacing
frequency trial, the force of contraction in the pretreated ventricle with adrenaline 10 pmol™
was corrected for the possible tiredness caused by the pacing frequency trials. The
individual muscle contraction was analyzed at each pacing frequency using Labview
software. The level of statistical significance was set at p<0.05. Statistical analyses were

conducted using Statistica 8.0 (Statsoft, Inc). Data are presented as mean = SD.

IV.4. Results

1V.4.1 Frequency effect

Independently of the treatment received, and at both the concentration of adrenaline
tested, it was noted a significant decrease as the pacing frequency increase (one-way RM
ANOVA: F3.44=23.1, P<0.001 and one-way RM ANOVA: F3.;0,=107, P<0.001 for 10 nmol
and 10 pmol™ respectively). This trend varied depending on the concentration of adrenaline
employed. In the ventricle injected with the tonic concentration of adrenaline, the increase in
the stimulation frequency cause an initial slight increase in the peak of tension at 0.2Hz,
0.5Hz and 1.0Hz (Table IV.1); this trend was followed by a significant decrease at 1.6Hz
(Tuckey post-hoc test, P<0.001).

Tableau IV.1 Peak tension (mN mm™) value in the four tested groups added with the tonic and maximal

concentrations of adrenaline (10 nmol” and 10 pmol " respectively)

Tested groups Concentrations of Peak tension (mN mm™) value
adrenaline 0.2 Hz 0.5 Hz 1.0Hz 1.6 Hz
Control 10 nmol™ 0.52+0.21 0.56+0.25 | 0.60+0.30 | 0.44+0.21
10 pmol™ 0.59+0.25 0.61£0.28 | 0.56+0.33 | 0.32+0.22
Solvent 10 nmol™ 0.31+0.12 0.36+0.15 | 0.40+0.15 | 0.25+0.11
10 pmol™ 0.68 +£0.29 0.69+0.32 | 0.56+0.32 | 0.30+0.16
PCBiow 10 nmol™ 041+0.24 045+£0.26 | 046+0.29 | 0.25+0.16
10 pmol™ 0.63+0.24 0.61+0.26 | 0.50+0.25 | 0.22+0.12
PCBhigh 10 nmol™ 0.49+0.26 0.54+0.32 | 0.48+0.28 | 0.28+0.15
10 pmol™ 0.58+0.20 | 0.61+0.24 | 0.49+0.21 | 0.18+0.09
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In the ventricle injected with the maximal concentration of adrenaline, a plateau was
observed at the lowest pacing frequencies (0.2-0.5Hz). It was followed by a significant
decrease in the peak of tension at the frequency of 1.0-1.6Hz (Tuckey post-hoc test, p<0.001
Table IV.1). Amongst the groups injected with the tonic concentration of adrenaline, the
percentage of decreasing in the peak tension as a consequence of the increase in the pacing
frequency at 1.6Hz compared to 0.2Hz was more pronounced in the PCB-contaminated
groups (38.5% and 44.1% in PCBj,w and PCByign respectively) compared to the no
contaminated group (16.0 % and 22.1% in Control and Solvent group, respectively). The
same trend was noted in the ventricles added with the maximal concentration of adrenaline
(45.6% and 55.1% in Control and Solvent and 65.1% and 64.7% in PCBj,w and PCBy;gn

respectively).

1V.4.2 Peak tension

The peak tension is showed in Fig. IV. 1. At 0.2Hz and 0.5Hz, no effect of the
treatment was found amongst the group tested. However, a significant effect of the injected
adrenaline (10 umol'1 vs 10 nmol'l) was observed (two-way ANOVA: F,.63=10.3; p<0.01
and F;.¢3=5.3; p<0.05 for 0.2Hz and 0.5 Hz, respectively). A posteriori planned comparison
showed that the difference was related to group Solvent (planned comparison, p<0.01).
Indeed, at both frequencies, the injection of 10 pmol™ caused a significant increase in the
force of contraction (Fig. IV.1). At 1.0Hz, no significant effect of treatment or
adrenalinewas found in the tested groups (Panova >0.05). At 1.6Hz independently of the
concentration of adrenaline used, a significant effect of treatment was found (two-way
ANOVA; F3.6,=3.7 p<0.05). A posteriori planning comparison showed that this pattern was
due to the PCB-contaminated soles (PCBjoy and PCBy;gn) which showed a significant lower

peak of tension compared to the Control group (Panova <0.05).
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Figure IV.1. PCB-contamination effect evaluated at each pacing frequency (Hz) tested. * indicate a
significant effect of the adrenaline (p<0.05); * represents a significant difference from the CTRL group
(p<0.05)

No effect of drugs added was found in the group PCB,,, however the statistical
analyses revealed a significant effect of the increasing pacing frequency (one-way RM
ANOVA; F;34=16.6, p<0.01) and a significant interaction (one-way RM ANOVA;
Fs.66=4.5, p<0.01) between the factors and the frequency tested. The planned comparison
showed that the addition of ryanodine induced a significant decrease in the force of
contraction in the ventricle pretreated with the tonic concentration of adrenaline. This effect
was significant at the lowest (0.2 and 1.5Hz) but not at the highest (1.0Hz and 1.6)
frequency. The presence of the maximal concentration of adrenaline in presence of
ryanodine was not able to compensate the negative effect induced by the ryanodine to none
of the tested frequency. Independent of the drug administered an effect of pacing frequency
(one-way RM ANOVA; F;3.5,=14.9, p<0.01) and a significant interaction (one-way RM
ANOVA; F¢g:=3.21, p<0.01). The injection of the ryanodine in presence of both
concentration of adrenaline cause a significant decrease in the peak tension at the lowest

frequency (0.2Hz) and at 0.5Hz for the ventricle injected with the tonic concentration of
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adrenaline. In no case the presence of maximal concentration of adrenalinewas able to

compensate the negative effect of the ryanodine.
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Figure IV.2. Force-frequency response obtained under different treatments, as showed in the legend. * indicate
a significant effect of the ryanodine on the ventricle pretreated with different concentrations of adrenaline (10

nmol™ and 10 pmol™) compared to the ventricle without ryanodine

IV.5. Discussion

The objective of this study was to evaluate if the chronic contamination (60 days) to
PCB impaired the in vitro cardiac performance of juveniles of common sole. The interest of
this study was related to the fundamental rule that heart have in relation to the energetic

allocation towards the organs and because it is considered to be extremely sensitive to the
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stress condition. Taking into consideration that the temperature is considered amongst the
environmental factors which may have the greater effect on the cardiac performance (Farrell
1996; Vornanen et al. 2002), common soles were acclimated and tested at 20°C which has
been shown to bethe optimal temperature for this species, i.e. where their scope for activity

is highest (Lefrangois and Claireaux, 2003).

To the best of our knowledge, up to now no studies have carried out on the in vitro
cardiac performance in sole exposed to PCB-contamination, which make this study worthy

of interest, but at the same time limit the potential comparison of with other study.

Our results showed that the PCB contamination did not seem to impair the cardiac
performance in the contaminated soles. A lower force of contraction was noted at the lowest
frequency compared to the Control group; such decrease in the force of contraction was
significant in the Solvent group. It is difficult to provide a full explication for this result

because there is lacking bibliography on the solvent used (Isooctane).

It has been shown that fish exposed to aquatic pollutants through the respiratory
surface present hydro balance disequilibrium leading to generalized edema (Wendelaar
Bonga 1997). Even the exposure pathway was different, ingested PCB are transferred to the
different tissues (Danis et al. 2005). We can hypothesize that the observed decrease in the
peak tension could be related to an increase in the work of the heart, and that the heart is not

able to contract properly in presence of a tonic concentration of adrenaline.

On the other hand, when to the ventricle was added the maximal concentration of
AD, no significant difference was found in the force of contraction amongst the treatments.
This result could be explicated by an increase in the adrenergic sensibility to the adrenergic

stimulation in the PCB-contaminated sole.

However it is worth to notice that at the higher tested frequency (1.6Hz) independent
of the adrenaline concentration used, the peak tension decrease in a significant manner in the
PCB-contaminated fish when compared to the Control fish. In a study carried out on Nile
tilapia Oreochromis niloticus the exposure during 96h to the Neguvon (an herbicide)
induced an oxidative stress in the heart, which cause impairment in the force of contraction
(Mantovani-Thomaz et al. 2009). We can suppose that at higher frequency the PCB-
contaminated ventricle is less able to contract. This hypothesis may be explained by a

hypertrophy of the cardiomyocytes, following the stress derived by the contamination. In
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physiological condition, the size of fish cardiomyocytes is small compared with other
vertebrates. The long and narrow shape of cardiomyocytes creates a large surface-volume
ratio. The small distance depths of cardiomyocyte reduce the distance from the sarcolemme
to the myofilaments. Most of the studies have evaluated the effect of the temperature of
acclimation on the cardiac performance. Perasalmi (1997) reported that the cold induced
cardiac enlargement was related to a hypertrophy of cardiomyocytes. Up to now, as long as
we know, no study evaluates the cardiac performance in sole exposed to a chronic stress
derived by the PCB-contamination. As consequence of the lacking studies on this subject, it

is difficult to confirm this hypothesis.

In mammalian cardiomyocytes, a small influx of extracellular Ca®" provokes a
massive release of Ca’" from the RS (Fabiato 1983). This mechanism activates the
myofilaments and initiates the cardiac contraction. In fish, the role of the RS in the
excitation-contraction is less known. Most fish species do not actually utilize the RS during
the excitation-contraction coupling (Driezdic and Gesser, 1988; Keen et al. 1994). We added
the ryanodine to the ventricle pretreated with adrenaline to assess the participation of the
Ca?" deriving from the RS in the force of contraction. Our results showed the independent of
the treatments received the administration of ryanodine in the ventricle pretreated with the
tonic concentration of adrenaline led to a slight decrease in the peak of tension along all the
tested frequencies. With the exception for the Solvent group, in the other groups this
decrease in the force of contraction was significant, which suggested an active participation
of the RS to the force of contraction. The degree at which the RS is employed in the force of
contraction development depends on the species considered, as reported by Shiels et al.
(2000). For example in the pacific mackerel Scomber japonicas, these authors found a small
but significant reduction in the force of contraction (20%), suggesting an active participation
of the RS in setting the maximum rate of excitation-contraction coupling at warm
temperature. Other studies carried out on the skipjack tuna Katsuwonus pelamis (Keen et al.
1992) and on the yellowfin tuna Thunnus albacores (Shiels et al. 1999) showed a higher
participation of the RS, where the percentage of reduction was assessed to be 30 and 60%.
The observed difference in the degree of reduction could be explicated by the fact that on the
contrary to the pacific mackerel, the other studies evaluate the sensitivity to the ryanodine in
the atrium instead of on the ventricle. Indeed, it has been shown in mammals that the atrium
displays greater ryanodine sensitivity as well as a larger RS (Bers, 1991). The same

explanation was proposed by Aho and Vornanen (1999) which found a difference in the

106



Chapitre IV

sensitivity to ryanodine in the rainbow trout Oncorhynchus mykiss. In addition we can
suppose that the participation of the RS is more pronounced, in the species which are more

active (i.e. tunas), than the sluggish fish, as the flatfish (e.g. common sole).

With the exception of the group Solvent, in the other treatments (Control, PCB,,,, and
PCByig), the presence of the maximal concentration of adrenaline was not able to
compensate the negative effect of the ryanodine. This may suggest the implication of the RS
in the development of the force of contraction at all the frequency tested. On the base to the
gotten results, we can suppose that in sole exposed to a chronic contamination with PCB did
not impair the cardiac performance. Nevertheless, the lack of effect we observed does not
imply that the toxicological concerns of PCB are absent. On the contrary, it is becoming
more evident the need to assess the cardiac performance in presence of other contaminants

in the same matrix.
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IV.6. Syntheése

Dans ce quatrieme chapitre, nous avons voulu déterminer si le stress induit par la
contamination chronique (60 jours) aux PCB pouvait affecter les performances cardiaques in
vitro des cceurs des soles contaminées. L'intérét de cette étude a été de rapprocher le rdle
fondamental que le coeur a par rapport a 1’allocation énergique vers les organes (§ III). Si le
cceur est extrémement sensible aux conditions de stress, un stress chronique peut affecter les
performances cardiaques et par conséquent diminuer la capacité du poisson a faire face aux

contraintes environnementales (Lannig et al. 2004).

Nos résultats ont montré que la contamination aux PCB semble avoir trés peu
d’effets sur les performances cardiaques. Des modifications significatives sont cependant
visibles avec par exemple une force de contraction plus faible chez les soles contaminées
que chez les controles a la plus forte fréquence de stimulation testée, qui simule la
fréquence cardiaque lors d’une demande énergétique de I’organisme plus élevée.
L'administration de RYA, qui a pour but de tester I'importance de la participation du
réticulum sarcoplasmique dans la force de contraction générée, montre que les cceurs de
soles contaminées utiliseraient cette source de calcium sur une plus large gamme de
fréquence que les tissus controles. A cette température, comme pour les soles contrdles,
cette diminution n’est pas compensée par 1’administration de la concentration maximale de
AD. Ces résultats montrent qu’il pourrait y avoir entre les coeurs controles et contaminés une
différence concernant la mise en ceuvre du couplage excitation-contraction (plasticité
phénotypique ?) visible sur les basses fréquences : le calcium nécessaire a la contraction
proviendrait pour une plus forte proportion du réticulum sarcoplasmique pour les cceurs
contaminés. Cette adaptation permettrait de maintenir une force de contraction similaire a
celle observée chez les soles controles. Aux plus fortes fréquences de stimulation, lorsque la
participation du réticulum sarcoplasmique est moindre, les cceurs de soles contaminées
seraient moins capables de développer une force de contraction suffisante en demande
énergétique augmentée. Les résultats obtenus dans le chapitre III ne semblent cependant pas

confirmer cette hypothése.
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Il est cependant important de noter que cette étude a aussi ceci d’intéressant qu’elle
montre pour la 1 fois la faible sensibilité des tissus cardiaques des juvéniles de sole a la
régulation adrénergique a 20°C. Ces résultats semblent confirmer que la régulation
adrénergique serait variable chez les poissons téléostéens et qu’elle serait fonction de la
température d’acclimatation (pour revue Shiels et al. 2002) mais également de 1’age
(Mercier et al. 2002). Compte tenu de cette constatation, il aurait été intéressant de tester nos
hypotheéses de départ sur des poissons contaminés et acclimatés a une température plus
faible, en supposant une sensibilité¢ adrénergique plus importante des soles juvéniles aux

basses températures.

Sur la base des résultats obtenus nous pouvons supposer que 1’exposition des soles a
une contamination chronique avec PCB n’affecte que trés peu leurs performances cardiaques
dans la mesure ou les parametres environnementaux d’acclimatation ne semblent pas par
ailleurs contraignants (i.e. température optimale, alimentation réguliere et normoxie). Ces
conditions pourraient limiter le stress induit par les PCB. Il est donc essentiel d’exposer les

soles a une contamination a plus long terme en rajoutant des contraintes environnementales.
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de ventilation chez la sole commune (Solea solea L.
1758) exposée a un stimulus de danger
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V.1. Introduction générale

Dans le cinquieme chapitre j'ai voulu examiner un autre trait biologique qui joue un
role important pour la fitness de l'individu : la réponse anti-prédateur. Pour caractériser cette
réponse, a la fois des aspects comportementaux et physiologiques ont été considérés chez la
sole commune exposée a une hypoxie sub-létale. Ce troisieme chapitre est composé d'un
article actuellement accepté pour publication dans la revue Journal of Fish Biology. Le
manuscrit est précédé d’une introduction en francgais et est suivi d’une synthése qui résume

les principaux résultats obtenus.

Face a un danger, tel que I’approche d’un prédateur, le poisson peut présenter
différents types de réponse. Souvent la premicre réaction est la fuite, caractérisée par un
reflex locomoteur provoquant de fortes accélérations (Domenici et Blake 1997). En
alternative a ce comportement, on peut observer chez certains poissons une réponse
d’immobilisation ou ‘freezing response’ (Godin et Valdron Clark 1997 ; Ellis et al. 1997).
Ce comportement est caractérisé par une absence de mouvement ainsi qu’une
diminution de la fréquence de ventilation et cardiaque (e.g. Smith et al. 1974; Mesquita
et al. 2007), optimisant ainsi 1’efficacité mimétique de la proie et limitant sa détection par le
prédateur. L expression du comportement anti-prédateur sous forme de réponse de fuite ou
de ‘freezing’ dépend d'une série de facteurs extérieurs comme 1’adéquation entre la
coloration de I’animal et de son environnement (Radabaugh, 1989 ; Caro et al. 2004) ou

l'intensité de la stimulation (Ellard et Byers 2005).

Les ‘poissons plats’, en raison de leur vie benthique, de leur morphologie et de leur
habilité & changer de coloration selon le substrat, sont considérés comme étant des espéces
cryptiques trés performantes. Cette caractéristique va contribuer a une forte plasticité
comportementale face a un danger potentiel. Ellis et al. (1997) ont étudié le taux de réponse
(ou ‘responsiveness’) chez la sole commune, défini comme le pourcentage d’individus
présentant une réponse de fuite suite a [’attaque d’un prédateur, réelle ou simulée
expérimentalement. Ces auteurs ont observé une réponse de fuite seulement chez 70% des
individus testés, alors que chez les espéces de ‘poissons ronds’ ce pourcentage atteint
généralement 100% (Domenici et Batty 1997; Lefrangois et Domenici 2006). Ce résultat
met en évidence le fait que chez les ‘poissons plats’, I’'immobilisation est une réponse

particuliérement présente en tant que comportement alternatif a la réponse de fuite.
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Le taux de réponse est également influencé par les facteurs environnementaux comme la
température (Preuss et Faber 2003), la présence de métaux lourds (Faucher et al. 2006) et
I’hypoxie (Lefrangois et al. 2005 ; Lefrangois et Domenici 2006). L’effet de I’hypoxie n’a
été testé que récemment et seulement chez deux espéces, le bar européen Dicentrarchus
labrax et le mulet doré Liza aurata, chez lesquels une diminution significative du taux de
réponse a été observée. Un des objectifs de notre étude était donc de tester chez une espéce
benthique comme S. solea, si ’hypoxie engendrait une réponse similaire accompagnée
d’une augmentation de la réponse d’immobilisation. Par ailleurs, en hypoxie, les poissons
ont tendance a augmenter la fréquence et/ou 1’amplitude de ventilation pour améliorer
l'assimilation d'oxygene. La réponse d’immobilisation étant accompagnée d’une chute de la
ventilation, nous nous sommes alors posé la question de savoir comment évoluait la
fréquence de ventilation chez S. solea exposée a la fois a un prédateur et a I’hypoxie. On a
ainsi voulu tester I’hypothése que, suite a la simulation d’une attaque de prédateur, la
fréquence de ventilation serait plus élevée chez un individu testé en hypoxie plutét qu’en

normoxie, limitant ainsi I’efficacité de mimétisme des individus.

Les objectifs de notre étude étaient donc d’évaluer 1’effet d’une exposition a un
niveau sub Iétal d’hypoxie sur la réponse anti-prédateur, en termes de taux de réponse et de
réponse physiologique a travers 1’observation de la fréquence de ventilation. Dans ce
contexte, nous avons évalué le taux de réponse des soles suite a ’attaque d’un prédateur
aérien simulé expérimentalement. Une caméra vidéo haute-vitesse a été utilisée pour
enregistrer les réponses des différents individus testés. En parallele, la fréquence de
ventilation a ét¢ mesurée avant, pendant et apres la stimulation. Le taux de réponse et la
variation de la fréquence de ventilation a été évalué chez des soles exposées a une

concentration sub létale d’oxygene (15% de saturation en air).
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Abstract

Ventilation frequency (£y) in motionless common sole Solea solea was measured before and
after a startling stimulus in normoxia and in hypoxia (15% air saturation). Startling reduced Fy in
normoxia (from 41 + 3.3 beats min™ to near zero, i.e. 2.0 + 1.8 beats min) and in hypoxia (from 80
+ 4.4 to 58.8 + 12.9 beats min™"). It is suggested that maintenance of high Fy in hypoxia may increase

the probability to be detected by predators compared to normoxia.

V.2. Introduction

When exposed to a threatening stimulus animals may show various types of
reactions. One of the most common reactions observed in startled fishes is the escape
response, defined as a type of fast start characterized by a brief and sudden acceleration
(Domenici & Blake, 1997). Alternatively, fishes may show freezing behaviour by adopting a
fixed and immobile posture through which they become less susceptible to detection by
predators (Godin, 1997). This behaviour is often accompanied by bradycardia and
hypoventilation to decrease visibility (Ide & Hoffmann, 2002; Shingles et al., 2005). In
animals belonging to different taxonomic groups (mammals: Caro et al., 2004; fishes:
Hawkins et al., 2004) the decision to flee or freeze depends on a set of intrinsic and extrinsic
factors, such as coloration (Caro et al., 2004) and stimulus intensity (Brown et al., 2006).
The flattened shape of Soleidae, combined with their abilities to match the background,
contributes to their crypsis (Kruuk, 1963). Ellis et al. (1997) found that their responsiveness
(i.e. the percentage of individuals that showed an escape response following a threatening
stimulus) was 70.4%, which is relatively low compared with pelagic fishes (e.g. ~ 100% in
Atlantic herring Clupea harengus Linnaeus 1758, Domenici & Batty, 1997), although a
comparison of responsiveness between studies should be made with caution because of the
different stimuli used. Responsiveness also depends on environmental factors such as
temperature (Preuss & Faber, 2003), hypoxia (Lefrangois et al., 2005; Lefrangois &
Domenici, 2006), the presence of heavy metals in the water (Faucher et al., 2006) and social
context (Queiroz & Magurran, 2005). For instance, Lefrangois ef al., (2005) and Lefrangois
& Domenici (2006) found that two species of pelagic fishes, flathead grey mullet Mugil
cephalus Linneaus 1758 and european seabass Dicentrarchus labrax Linneaus 1758

exhibited a decrease in responsiveness when exposed to hypoxia.
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The aim of the present experiment was to investigate the effect of hypoxia on ventilation
frequency in startled common sole (Solea solea). With their benthic lifestyle and poor
swimming capability, sole are exposed to environmental hypoxic conditions more than other
species which swim in the water column. Furthermore, hypoxia is known to increase
ventilation rate in fish (Burleson & Smatresk, 1990a, 1990b; Burleson et al., 1992).
Ventilation rate in normoxia is known to approach values around zero in startled flatfish, as
a strategy aimed at maximizing crypsis (Peyraud & Labat, 1962; Ellis et al., 1997). If
ventilation rate in startled sole exhibiting a freezing response is higher in hypoxia than in
normoxia, this would suggest that hypoxia has a negative effect on crypsis. The following
hypotheses were tested in startled sole: a) hypoxia increases the proportion of freezing
responses at the expense of escape responses, as found in other species (Lefrangois et al.,
2005) and b) in fish exhibiting a freezing response, hypoxia causes a ventilation frequency at

the time of stimulation that is higher than that of fish startled in normoxia.

V.3. Materials & methods

Solea solea were collected in spring in the Pertuis Breton (La Rochelle,France,
latitude 46°10° N; longitude 1° 9°0). Upon arrival at the laboratory, S. solea were
transferred into rearing tanks (1m’ , water depth: 50 cm) provided with a sandy bottom.
Tanks were supplied with re-circulated, filtered and aerated sea water (range temperature:
19.5 - 21.6 °C). At least two weeks before experiments, the S. solea were transferred into
holding tanks in a thermo regulated room (temperature range: 19.3 - 20.4 °C) which also
contained the experimental tank. The S. solea were exposed to artificial light at a fixed
photoperiod (12h light : 12h dark) and were fed daily at dusk with worms, oysters or

commercial pellets.

The experimental tank was square (Im’, water depth 20 cm) with a layer of sand on
the bottom. One side of the tank was transparent to film the fish from a lateral viewpoint. A
digital camera (JVC Digital Video Camera GR-D73E, 25 frames s, www.jvc.com)
connected to a video recorder was used to record FV in a motionless individual from the
lateral aspect. Four spot lights (125W each) positioned in each corner of the tank were
successively switched on and were then left on for 1 h before the experiment started. The

experimental tank was equipped with a counter-current gas-equilibration column to control
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dissolved oxygen level. An air stone, positioned at the bottom of the column, bubbled air
during normoxia and nitrogen during hypoxia to progressively reduce oxygen saturation to
15% of air saturation. The escape response was triggered by manually dropping a stick (90
cm long), that mimicked aerial predation, perpendicularly to the water surface into the
experimental tank. To prevent S. solea from seeing the experimenter during the stimulation
event, a wooden board, provided with a series of holes drilled at 10 cm distance from each
other, was placed above the tank. These holes allowed the experimenter to drop the stimulus
caudal to the fish, between 4 to 8 cm from the tail, once the position of S. solea in the tank
was suitable. A total of 34 S. solea (total length, 18.0 cm £ 0.2; mass, 41.1 g + 2.4; mean +
S.E.) were used. Fish were divided into two groups, one comprising individuals tested in
normoxia (i.e. oxygen was > 85% air saturation; treatment normoxia: TN; n = 21), the other
comprising fish tested in hypoxia (i.e. oxygen was ~ 15% air saturation; treatment hypoxia:

T n = 13).

The evening before an experiment, a S. solea was introduced into the experimental
tank and left to recover overnight. The following day, S. solea belonging to the Ty group
were exposed to a progressive decrease in oxygen down to 15 % air saturation, over
approximately 1 h 30 min. Once the target oxygen saturation was reached, it was maintained
for 30 min and then the stimulation was performed. After stimulation, each fish was left to
recover for 30 min, maintaining the level of hypoxia at 15% air saturation. Before removing
S. solea from the experimental tank, the level of oxygen was raised progressively back to
normoxia. For experiments carried out in normoxia, the protocol followed was the same as
in hypoxia, except that the oxygen level was maintained at > 85% air saturation. In S. solea
that did not show an escape response, ventilation frequency (in groups Ty and Ty) was
continuously recorded for 5 min before and after the stimulation. After each experiment S.
solea was anesthetized (40 ppm of clove oil), weighed, measured and replaced in their

rearing tank. Each fish was only tested once.

Responsiveness was calculated for each group (Tx and Ty) as the percentage of
individuals that responded with an escape response to the threatening stimulus. Fy was
analyzed only in individuals that did not escape (i.e. freezers). For each fish, Fy was

estimated over the total duration of monitoring (i.e. 10 min.) calculated by counting
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opercular movements over 15 s intervals, every 30 s. For each fish, a total of 21 Fy estimates
were therefore obtained, 10 counts before stimulation (5 min), which were averaged to
estimate a pre-stimulation value (i.e. the Fy in a resting fish or Fy ¢ontrol), One count of Fy
calculated during the 15 second sampling period, which started as soon as the stimulus

touched the bottom (FYy ) and 10 estimates of Fy after the stimulation (5 min; Fv 30s, Fv 60s,

F 905, -vees F'V 3005)-

V.4. Results

Comparison between the Ty group (n = 21) and the Ty group (» = 13) revealed a significant
difference in responsiveness (Chi-square: %) = 4.52, P < 0.05), i.e. the percentage of
escaping individuals decreased from 57.1% in normoxia to 15.4% in hypoxia. A significant
effect of the oxygen treatment on Fy was also found (repeated measures ANOVA: F (1, 19) =
20.25, P < 0.001; Fig. V. 1), as well as a significant effect of time and a significant
interaction (repeated measures ANOVA: F (1, 209) = 21.01, P < 0.001 and F (11, 209) = 2.53, P
< 0.05, respectively). Mean Fy control 1n the S. solea exposed to hypoxia was almost two-fold
higher than in normoxia. Both groups (Ty and Ty) showed a significant decrease in Fy upon
stimulation (planned comparison, Fy os VS Fv control: for Ty, n =8, p < 0.001; for Ty, n =10, p
< 0.01; Fig. V. 1). At the time of stimulation, Fy was similar in S. solea exposed to
normoxia and hypoxia. However, the former showed a Fy close to zero (6 fish out of 8
showed Fy ¢s = 0 beats min’l, mean Fy ¢os = 2.0 £ 1.8 beats min'l), while mean Fy ¢ in
hypoxic fish was 58.8 + 12.9 beats min”', which corresponds to a decrease of only about
31% (Fig. V. 1). In addition, individuals in the Tx group then exhibited a significant increase
in Fy relative to pre stimulation (planned comparison, for Fy control VEIsus Fy 60s, £V 90sy----»
Fv 3005, p < 0.05; Fig. V. 1), whereas individuals of the Ty group did not (planned

comparison, for Fy control VETSUS Fy 305, FV 60s, 'V 90s»-+++» Fv 2405 P> 0.05; Fig. V.1).
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Fig V.1 : Average ventilation frequency (Fy) vs time in freezing S. solea in normoxia TN, A and hypoxia: TH,
B. Relative experimental time is indicated as t control, the time period used for calculating Fy control (i.e. Fy
during the 5 min prior to stimulation); t o, the time period used for calculating FYy ¢, (i.e. Fy during the 15 s
that followed stimulation); t 305, t 605y ..., t 3005, the time periods during which the post-stimulus Fvy
measurements were taken. For each level of oxygen tested, values with different superscripts are significantly
different from their Fy control (P < 0.05). For each time period, an asterisk (*) indicates a significant difference
between TN and TH (P < 0.05). All values are means + S.E.

V.5. Discussion

The results reveal that responsiveness in S. solea in normoxia is relatively low when
compared to species of pelagic fishes (Lefrangois et al., 2005; Lefrangois & Domenici, 2006) and
that it is further reduced by hypoxia. The hypoxia related reduction in responsiveness is consistent
with previous studies on pelagic fishes (Lefrangois ef al., 2005, Lefrangois & Domenici, 20006).
These authors suggested that hypoxia-related reduction in responsiveness may result from an
increase in response threshold, motivation to escape and energy saving. In Pleuronectiformes, the
energetic costs of escaping may be even higher compared to pelagic fishes, because of the additional
energetic costs of contrasting Stefan adhesion during the take-off from the bottom (Brainerd et al.,
1997). The current results show that S. solea respond to a threatening stimulus with hypoventilation,
in line with previous work (Kruuk, 1963). This is in contrast with work on other teleost species, for
which hyperventilation is a physiological indicator of perception of predation risk (Metcalfe et al.,

1987; Barreto et al., 2003; Hawkins et al., 2004; Queiroz & Magurran, 2005). Therefore, the
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occurrence of hypo- or hyperventilation depends on the characteristics of the species; cryptic species
like S. solea may favour hypoventilation to decrease visibility, while non-cryptic species may favour
hyperventilation in order to increase the uptake of oxygen and prepare the fish for escape (Barreto et
al., 2003). In this experiment, the freezing S. solea in normoxia show an increase in Fy after
stimulation. This may help the fish to recover from the hypoventilation observed at the stimulation
and prepare them to respond to any further threats (Barreto ef al., 2003, Hawkins et al., 2004). Fishes
may indeed change priority in response to a fearful stimulus, such as territorial intrusion (Barreto et
al., 2010). Thus the prey can respond in different ways depending on the type of danger that they are
facing. Once this danger is identified and classified, the prey will adapt the type of response to the
specific type of danger, in order to increase their survival. In freezing S. solea in hypoxia, the Fy
measured before stimulation was approximately two-fold higher than in normoxia (Fig. V.1). A
higher Fy and amplitude are mechanisms that help to compensate for the reduction in oxygen
availability to limit hypoxemia (e.g. Maxime et al., 2000; Pichavant et al., 2002). The S. solea in
hypoxia did not show any difference between pre and post-stimulus Fy values. This could be related
to various factors such as a smaller change in Fy at stimulation compared to normoxic fish, the
existence of upper limits to Fy, and/or differences in energy prioritization compared to normoxic fish

(Perry et al., 2009).

Subtle prey movements may be easily detected by predators (Burrows & Gibson, 1995).
Consequently, freezing, by combining immobility and hypoventilation, can be considered an
effective anti-predator behaviour. Hypoxia significantly reduced the amplitude of hypoventilation in
soles exposed to a startling stimulus. Specifically, it was measured a X% higher values of Fy during
hypoxia than in normoxia, which were about 40 beats min™ (Fig. V. 1). In hypoxia, Fy may not be
sufficiently low to ensure crypsis of S. solea in the presence of predators. This suggests that hypoxia
may increase vulnerability to predation in S. solea. Further work using startling stimulation in
hypoxia and normoxia in the presence of real predators would be needed to test this hypothesis. From
an ecological point of view, however, the effect of hypoxia on the vulnerability of S. solea may be
difficult to predict when their predators are piscivorous fishes, since hypoxia may also decrease the
hunger of the piscivore, as well as their attack performance (Domenici et al., 2007). Nevertheless, the
relatively high Fy shown in startled freezing S. solea in hypoxia, and consequent decrease in cryptic
capacity is likely to increase their vulnerability to predators insensitive to hypoxia in the water, such
as birds. Given that it is unlikely to contribute to crypsis, the functional significance of decreasing Fy
in startled freezing S. solea in hypoxia is not clear. Perhaps such a minor decrease in Fy may simply
correspond to a startle reflex whose adaptive significance as an anti-predator behavior is severely

reduced in hypoxia compared to normoxia.
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V.6. Synthése

Dans le cinquieéme chapitre je me suis intéressée au comportement anti-prédateur
chez les soles exposées a un niveau sub létale d’hypoxie. J’ai évalué le taux de réponse pour
comprendre si en condition d’hypoxie les soles présentaient un pourcentage de réponse
d’immobilisation qui augmentait aux dépenses de la réponse de fuite. Nous avons aussi
utilisé la fréquence de ventilation comme indicateur physiologique pour évaluer la
perception de risque de prédation, et pour évaluer si, en hypoxie, la fréquence de ventilation

reste ¢levée en présence d’un potentiel prédateur.

Les résultats obtenus ont montré qu’en normoxie le taux de réponse de fuite était
plus bas comparé aux précédentes ¢tudes faites sur les poissons nageant dans la colonne
d’eau (Lefrancois et al. 2005 ; Lefrancois et Domenici 2006), et qu’il diminuait encore plus
en hypoxie. On peut supposer que cette diminution soit une maniere de réduire la dépense

énergétique liée a I’effort musculaire nécessaire au cours de la reponse de fuite.

En normoxie il est apparu que la simulation de 1’attaque d’un prédateur induisait une
diminution de la fréquence de ventilation en se rapprochant de zéro. Par contre, en hypoxie,
la fréquence de ventilation, avant et apres la stimulation, est le double de celle observée en
normoxie. En hypoxie, au moment de la stimulation les soles ont diminué la fréquence de

ventilation, mais de facon mineure par rapport aux soles testées en hypoxie.

On peut donc supposer que méme si le niveau d’hypoxie testé n’est pas 1étal pour les
soles, maintenir une fréquence de ventilation €levée va diminuer la capacité cryptique des

soles et par conséquent augmenter leur vulnérabilité face a 1’attaque du prédateur.

123



124



CHAPITRE VI —

La contamination par polluants organiques
influence-t-elle la tolérance hypoxique et thermique
chez la sole commune (Solea solea L. 1758)?
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VI1.1. Introduction générale

Dans le chapitre III, les effets d’une contamination aux PCB a court terme (1 a 2
mois) ont été évaluds sur le métabolisme aérobie et, ce, en normoxie, ainsi qu’en conditions
limitantes d’hypoxie. Nous n’avons pas observé d’effets sur le métabolisme aérobie
maximal. Par contre une augmentation du métabolisme de maintenance a été remarquée
associée a une élévation de la concentration critique en oxygene O it. A travers leurs effets
sur 'Oy, nous avons suggéré que 1’exposition aux PCB était susceptible de limiter la

tolérance a I’hypoxie chez les juvéniles de sole commune.

L'oxygeéne est considéré comme un facteur limitant puisqu'il réduit le taux
métabolique maximal de I’animal (Figure VI. 1, Fry 1971). Au cours d’une hypoxie, la
plupart des téléostéens maintiennent constant leur niveau métabolique de routine a travers
des mécanismes optimisant 1’apport en oxygéne comme la régulation de la fréquence et/ou
de P’amplitude ventilatoire (e.g. Randall 1982). Lorsque ces régulations ne sont plus
suffisantes, le métabolisme de I’organisme est limité et diminue avec la teneur en oxygene,
étant ainsi soumis a un déséquilibre métabolique mettant en danger sa survie (Steffensen
2007). L’animal passe alors d’un état « d’oxy-regulator », a un état « d’ oxy-conformer ». A
chaque niveau de métabolisme correspond une concentration en oxygene limitante a laquelle
I’organisme ‘bascule’ d’un état a P'autre (Lefrancois et Claireaux, 2003). Dans 1’étude
présentée au chapitre III, les résultats ont suggéré que 1’O,i¢ associée au niveau particulier
de métabolisme de maintenance augmentait en réponse a la contamination aux PCB,

suggérant une diminution de la tolérance a I’hypoxie.

En utilisant des challenges, les objectifs de 1’étude présentée dans ce chapitre étaient donc de
tester la tolérance a I’hypoxie chez des soles ayant été exposées aux PCB sur du long terme
(i.e. 24 mois). L’effet d’un second xénobiotique a été expérimenté, les HAP, afin d’évaluer
une ¢ventuelle similarité des effets relatifs a deux types de polluants organiques. Par ailleurs,
le concept de la tolérance thermique oxygéne-dépendante (Portner 2001) suggere que la
limite supérieure de la fenétre thermique soit liée a une limitation de la capacité métabolique

adrobie, résultat d’un déséquilibre entre les besoins et les apports en oxygene. En milieu
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naturel les poissons contaminés étant également exposés aux effets des variations

thermiques, ce facteur a également été pris en compte.

L’hypothése principale que nous avons testée au cours de ce travail était donc
d’évaluer si, au travers d’une élévation du métabolisme de maintenance, la contamination
chronique a deux polluants organiques, les PCB et les HAP, induisait une diminution de la

tolérance hypoxique et thermique en conditions d’oxygene variables.
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VI1.2. Introduction

The capacity of an organism to extract oxygen from its environment is key to its
survival and its physiological performance. Such capacity was assessed in many fish species
through the measurement of the aerobic metabolic scope (AMS). AMS is the difference
between the active (or maximum) and the standard (or maintenance) metabolic rates. AMS
therefore illustrates the capacity of an organism to supply the oxygen necessary to sustain
energy-demanding activities. Activities is intended on a “broad sense” as in Fry (1971), and
includes energy-demanding activities at various levels of biological organization, i.e. from
cellular, to physiological and whole animal levels. As a consequence, enhanced AMS
reduces conflicts in energy-demanding activities and was found, for instance, to be
correlated to growth in some species (Claireaux et al. 2000, Mallekh and Lagardere 2002,
Claireaux and Lefrangois 2007). Many authors thereby consider AMS as a relevant gauge of
physiological performance and, in larger view, as a relevant proxy of fitness (e.g. Priede
1977, 1985, Ware 1982, Miller 1997, Claireaux and Lefrancois, 2007).

AMS is largely driven by environmental factors, among which temperature and
oxygen are the most studied (e.g. Schurmann and Steffensen 1992, Claireaux and Lagardere
1999, Lefrangois and Claireaux 2003, Lee et al. 2003, Lafrance et al. 2005). AMS is
maximal at a species-specific thermal optimum, below and above which it decreases to
become almost nil at a low and high critical temperature (e.g. Fry 1971, Portner and Farrell,
2008; Figure VI.1). Beyond these critical temperatures, energy-demanding activities are
mainly sustained by anaerobic metabolism, which allows short term survival in these
deleterious thermal conditions. On the other hand, oxygen is considered as a limiting factor
since it reduces the animal maximal metabolic rate (Figure VI.1, Fry 1971). Both
temperature and oxygen are also categorized as lethal factors, since at extreme values they
can induce the organism’s death by preventing progress of the metabolic processes.

Environmental-related changes in AMS participate to define the tolerance of a
species to the involved factors. The tolerance zone represents the environmental ‘arena’
within which individuals of a species can survive (Beitinger et al. 2000). Since most of the
aquatic organism are ectotherms, temperature was considered to be the ‘abiotic master
factor’ (Brett, 1971) and was the subject of many studies which aimed at assessing

environmental tolerance (Fry 1971, Beitinger et al. 2000, Portner et al. 2001, 2007, Sommer
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& Portner 2002, Peck et al. 2004). Eurytherm and stenotherm species were found to be
characterized by large and narrow metabolic windows, respectively (e.g. Portner and Farrell,
2008) that illustrate adaptation to a more or less extended range of temperature. For
instance, Lee et al. (2003) tested three stocks of sockeye salmon Oncorhynchus nerka and
one stock of coho salmon O. kisutch selected because of the differences in their ambient
water temperature (ranging from 5°C to 20°C). The authors demonstrated that active
metabolic rate showed optimal temperatures which were species specific. In addition, the
range of temperatures allowing elevated active metabolic rate shifted towards more or less
warm values depending on the species. Lee et al. (2003) underlined that all these
temperature-dependant changes in metabolism were in accordance with the temperatures the
different stocks experience in their natural environment.

Because of ongoing climate change, temperature is still at the centre of the debate.
However, relevance of ‘mono-factor’ studies is likely to be limited since human activities
induce changes in other environmental factors together with temperature. For instance,
hypoxia, by limiting the active metabolic rate, narrows the thermal windows over which a
species exhibits its AMS (figure VI.1, e.g. Lefrangois and Claireaux 2003, Schurmann and
Steffensen 1997, Chabot and Claireaux 2008, Portner and Farrell, 2008 Wang et al. 2009).
Exposure to various pollutants, such as ammonia (Shingles et al. 2001), pesticides (Farrell et
al. 1998) or herbicides (Johansen and Geen 1990; Janz et al. 1991) also induces significant
variations of aerobic metabolism. Pollutants are for instance expected to increase the fish
SMR because of an increasing oxygen supply required to cover costs related to
contamination-induced mechanisms, such as the increase of cell metabolism involved in
cellular detoxification and repair, or the elevating synthesis of cellular protection proteins
(for review Sokolova and Lannig 2008). Any process that induces an increase in SMR is
expected to shift the energy balance of the organism and to divert energy from essential
functions such as growth or reproduction. Furthermore, increasing SMR means also
increasing O i, 1.€. the minimal oxygen level necessary to maintain SMR (figure VI.1, Fry,
1948; Steffensen et al. 1994; van den Thillart et al. 1994; Schurmann and Steffensen, 1997,
Iversen et al. 2010). Below this particular oxygen level, the maintenance of the metabolic
energy balance is compromised. Metabolism shifts from aerobic to anaerobic pathways
based on substrates that will become rapidly exhausted, leading to the fish death. Thus, any
process that increases the O; it of an individual is likely to limit its hypoxia tolerance and its

survival. Therefore, through the related changes in aerobic metabolism, exposure to sub
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lethal concentrations of xenobiotic is likely to reduce fish energy-demanding physiological
performance as well as its tolerance to other environmental changes such as temperature
increase and hypoxia. In this context, the objective of this study was to assess both thermal
and hypoxia tolerance of common sole Solea solea contaminated with two categories of
persistent organic pollutants, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) and Polychlorinated
biphenyls (PCB). PAH and PCB were chosen because of the chronic exposure the fish are
susceptible to be exposed to in coastal environments. Thermal tolerance was evaluated in
normoxia, as well as in hypoxia in order to assess the combined effects of these factors that
are expected to vary concomitantly in nature. Thermal tolerance was assessed in fish coping
with increasing temperature following the critical thermal methodology (for review:
Beitinger et al. 2000). Hypoxia tolerance was assessed through a similar approach in

decreasing oxygen environment.
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Figure VI.1- Temperature and oxygen-related variations in aerobic metabolic scope (AMS). A- AMS
is maximal at a species-specific thermal optimum (- - -) below and above which it decreases to become almost
nil at a low and high critical temperature (- - -). Limiting environmental conditions such as hypoxia reduce (=)
the active metabolic rate and a decrease in AMS (m m m) is observed. As a consequence the low and the high
critical temperatures are increased and reduced respectively (- - - -), which reduces the range of temperature the
fish can tolerate. B- At a fixed temperature the maximal acrobic metabolic rate (MO, yax ) decreases with
the oxygen level until it reaches the standard metabolic rate (SMR =—). The critical oxygen level (O i) was
defined as the particular oxygen level at which MO, .., =SMR. Exposition to pollutants may induce both a
reduction in MO, ,,x (m m m) and an increase in SMR (m m m). As a consequence, the fish critical oxygen level
is increased (O i), the AMS is reduced (€®®E->») and the fish tolerance to hypoxia is likely to be
decreased.
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V1.3 Material & methods

V1.3.1 Animal

Juveniles of common soles, Solea solea (n = 144) were obtained from an aquaculture
(Solea BV, Ijmuiden, Netherlands). Upon arrival to the laboratory, sole were transferred to
indoor rearing thanks (625 I; 250 cm x 250 cm x 100 cm) with filtered sea water in open
circuit. The water temperature followed the seasonal variations during which temperature
ranged from 12 to 18°C. Fish were fed daily with commercial pellet (0.8% of the body
weight; Food DAN- EX1362, Danafree). Feeding was discontinued 24h before any
manipulation of the fish. As soon as allowed by a sufficient body mass, each sole was

equipped with a pit tag to facilitate its identification.

V1.3.2 Food contamination

In order to simulate the contamination through the trophic pathways the pollutants
were artificially added to the commercial pellets (DAN-EX 1362, Dana Feed, Horsens,
Denmark) following the protocol described in Eichinger et al. (2010). In view of the very
low solubility of the pollutant tested in the water, commercial pellet had to be coated with
solvent (iso-octane: 160 ml for every 4 kg of food) before to be incorporated in the food.
After coating, the pellets were evaporated under a nitrogen jet to remove the maximum
amount of solvent. This procedure was employed to contaminate pellets with an equimolar
mix of three PAH (pyrene, benzo[a]pyrene and the fluoranthene) to finally obtain a total
concentration ([>.PAH]) of 5.7 ng of PAH g'1 of food. The PCB mixture was similar to the
mixture employed by Cannas et al. (submitted, chapter III of this manuscript): it contained
four congeners of PCB: CB 153, CB 149, CB 105 and CB 118 and the total concentration
([>PCB]) was equivalent to the PCB), concentration employed in this study, i.e. 0.6 ug of
PCB g of food.

134



Chapitre VI

V1.3.3 Fish contamination

Contamination lasted 2 years. Sole growth rate was regularly assessed all along the
experimental period; At the moment of the experiment their final standard length was
22.8+2.7 and the final mass was 174.3+£70.5 g (mean+S.D). Fish were contaminated via food
pathways. During the contamination period, fish were held in different rearing tanks
depending on the treatment they were exposed to. Sole were divided into four groups. A
group (PAH, n=38) was fed with pellets containing the mix equimolar of PAH. A group
(PCB, n=38) was fed with pellet containing the mix of PCB. A group control (C) was fed
with uncontaminated food which contained no solvent (i.e., group Control, n=30). A group
was fed with pellets containing only the Solvent (S, n=38) and it was used as a control to
assess the effects of the solvent itself. At the end of the contamination period (24 months),
the level of accumulated PAH in the sole was assessed by measuring the concentration of
hydroxilated metabolites in the bile of the fish. The protocol employed is described in
Mazéas and Budzinski (2005) and Le Du (2008). It allowed to assess a total concentration of
637 ng g of bile. The concentration of CB153 measured in the liver was found to be 1400
ng g of dry weight. The details of the experimental and analytical protocols for the PCB are
described in Bodin et al. (2007), Bodiguel et al. (2009) and Eichinger et al. (2010).

VI1.3.4 Experimental set-up

Challenges were carried out in a squared tank (100 cm x 100 cm x 80 cm) where
water-depth was 50 cm. Temperature was controlled with a thermoregulator (Teco, Italy)
and oxygen with a gas-equilibration column. A pump maintained a constant flow from the
experimental tank to the gas-equilibration column, where air or nitrogen was insufflated to
set normoxic or hypoxic conditions, respectively. Water flowed back in the experimental

tank by gravity.
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V1.3.5 Hypoxic challenge

Three groups were constituted by a total of 31 to 35 soles. In each group, the number
of individuals issued from each of the four treatments was balanced. The three groups were
successively challenged. The day before each challenge, fish were transferred in the
experimental tank where temperature matched the thermal conditions of acclimatization
(13°C) and normoxia was set. Fish were challenged by decreasing progressively the oxygen,

i.e. ~ 12 % of air saturation (a.s.) per hour.

VI1.3.6 Thermal challenge

Two weeks later, a similar procedure was followed to challenge the sole in a thermal-
changing environment. Each group was tested once in two constant conditions of
oxygenation: normoxia (i.e. >85 % a.s., groups C,, S,, PAH, and PCB,) and hypoxia (i.e.
30% a.s., groups Cy, Sy, PAH; and PCBy). Successive challenges were separated by at least
3 days. In both cases, (i) at the moment of the transfer in the experimental tank, oxygen was
set to normoxia, and temperature matched the thermal conditions of acclimatization (13°C),
(ii) fish were challenged by increasing progressively temperature (~ 2°C. h™"). For the groups
Cs, Sn, PAH, and PCB,, normoxia was maintained all along the thermal challenge. On the
contrary, before challenging the groups Cp, S, PAH, and PCB,, oxygenation was
progressively dropped to 30 % a.s. in ~30 min and was then maintained at this level during

the whole thermal challenge.

Whatever the type of challenge the sole were exposed to, as soon as an individual
lost equilibrium, it was gently caught, identified (by reading the pit-tag), weighted and

placed in a recovery tank where normoxia and temperature of acclimatization were set.

VI1.3.7 Variables

When a fish lost equilibrium, the temperature at which it occurred was defined as the
critical thermal maxima (CTyax, Beitinger et al. 2000). The temperature at which 50% of the
tested individuals have lost equilibrium was assessed and defined as CTpax.50. This variable

was employed as an indicator of the sole thermal tolerance. An identical approach was
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employed to assess hypoxia tolerance. The level of oxygen (O; min) at which a fish lost
equilibrium was recorded. The oxygen level at which it have occurred for 50% of the

individuals was defined as the O3 min-50.

V1.3.8 Statistical analysis

Distribution of each variable (CTyax and O, min) was described using box-and-
whisker plots for which the smallest observation, the lower quartile, the median, the upper
quartile and the largest observation were illustrated. CTpax-50 and O, min-so Were evaluated as
the median of their respective distribution. Regarding the tolerance in hypoxia, assessed
through O; min-s0, an ANOVA test was used to analyse treatment differences (control C,
solvent S, PCB-contaminated PCB, PAH-contaminated PAH). The effects of treatment and
oxygen level (normoxia versus hypoxia) on CTyax.50 were assessed with a two-way ANOVA

(Zar, 1984). The level of statistical significance was set to p < 0.05.

V1.4 Results

Following the challenge, fish rapidly recovered as soon as conditions of preset

acclimatization were restored. No fish died during the experiments.

V1.4.1 Hypoxic challenge

Independently of the treatment, sole lost equilibrium between 3 and 9% of air
saturation. Even if O; min50 tended to be lower in the control, no significant difference was

revealed among the four treatments (ANOVA, F=1.178, p=0.377, Figure VI.2).
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Figure VI.2 Hypoxia tolerance. Minimum level of oxygen (O,.,,) at which sole lost equilibrium. Four
treatments were tested: uncontaminated control sole (C) and individuals fed with pellets containing solvent (S),
polychlorinated biphenyl (PCB) or polycyclic aromati hydrocarbon (PAH).

V1.4.2 Thermal challenge

While exposed in normoxia, sole lost equilibrium at a CTyx ranging from 28.7 to
32.8°C (mean £ S.D.: 31,3 £ 0,1) whatever the treatment (Figure V1.3). On the other hand,
range of CTy,.x Was more extensive in hypoxia (i.e. from 24.2 to 31.4°C, mean + S.D. : 29,0
+ 0,1 ) and was spread over lower values. CTyax.50 did not show any significant difference
among the treatments (two-way ANOVA, F=0.119, p=0.947). A significant effect of oxygen
was found (two-way ANOVA, F=21.88, p<0.0001) independently of the treatment the sole
were exposed to (two-way ANOVA, F=0.162, p=0.921 for the interaction term).
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Figure VI.3. Thermal tolerance. Critical thermal maxima (CTmax) in control sole (C) and in
individuals fed with pellets treated with solvent (S), polychlorinatedbiphenyl (PCB) or polycyclic
aromatic hydrocarbon (PAH). Sole were exposed to a thermal challenge in normoxia (n) or in hypoxia
(h). For a given treatment, < indicates significant difference between CTmax-50 assessed in
normoxic and hypoxic conditions.

V1.5 Discussion

The aim of this study was to test in common sole if contamination by persistent
organic pollutants (i.e. PCB and PAH) induced modifications in their thermal and
hypoxia tolerance and, more particularly, if critical thermal maxima and oxygen level
at which they lose equilibrium increase. No significant effect of contamination
treatments was observed neither on hypoxia nor thermal tolerance, while thermal

tolerance was significantly reduced in hypoxic conditions.

The concept of oxygen-limited thermal tolerance in aquatic ectotherms suggests that
the upper limit of thermal windows is set by limitations in aerobic scope due to a
mismatch between oxygen demand and supply capacities (e.g. Portner 2001,
Sokolova and Lannig 2008). Decreasing availability of oxygen in water is therefore
expected to widen this phenomenon, and thereby to accelerate hypoxemia and to

reduce the maximal temperature a fish can tolerate. The 2.2°C-difference in CTyax-50
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observed between sole exposed to normoxia and hypoxia is in accordance with this
concept. Lefrancois and Claireaux (2003) modelled SMR, AMR and AMS as a
function of temperature and oxygen in common sole. According to this model, the
predicted temperature at which AMS becomes nil was 28°C in normoxia and 24°C at
30% a.s. (i.e. at the experimental hypoxia tested in the present study). These values
are in accordance with the CTy,,x we assessed, since they match the lowest limit of
the corresponding thermal ranges (i.e. [28.7; 32.8] and [24.2; 31.4] in normoxia and
hypoxia respectively). Furthermore, Lefrangois and Claireaux (2003) estimated that,
above the optimal thermal value, the sole AMR progressively decreased to become
nil at 30.5°C that was defined as the maximal temperature for AMR. It is worth
noticing that this value is also in accordance with the values assessed in the present
study (i.e. CTyaxso= 31.3°C), which illustrates the close relationships between
temperature and oxygen-induced changes in aerobic metabolism and the tolerance to

these environmental factors.

On the other hand, contamination to PAH or PCB was found to have no effect on the
tolerance whatever the tested environmental constraints (i.e. decreasing oxygen at a
fixed temperature, increasing temperature in normoxia and increasing temperature in
hypoxia). The fact that hypoxia tolerance was similar in PCB-contaminated
individuals and control group mismatches the results of the study by Cannas et al.
(submitted, chapter III of this PhD manuscript). These authors investigated metabolic
regulations in juvenile of sole contaminated to PCB and found an upward trend in
both SMR and the associated critical oxygen level. The minimal oxygen level
necessary to maintain SMR being raised, the PCB-contaminated soles would have
been sooner limited when facing a progressive hypoxia. One of the main reasons for
this discrepancy between this expected pattern and the present observation may be
the difference in the protocol of contamination followed in the two studies. Adult
sole used for the present experiment were exposed to a PCB concentration, as well as
a thermal regime, that were lower (i.e. 0.6 pg of PCB g of food, seasonal thermal
variations within the range [12-18°C]) than in the previous study (i.e. 2.2 pg of PCB
g of food and a constant 20°C-temperature; Cannas et al. submitted, chapter III).
Although the difference in period of contamination (24 months versus 2 months) the
level of PCB contamination was consequently similar in both studies, ranging

between ~1400 and ~1783 ng of PCB g of dry weight in the liver. It is likely that a
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similar hepatic concentration of PCB in the tenfold-heavier adults may have limit the
expected increase in both SMR and critical oxygen level in comparison to the
juvenile tested by Cannas et al. (submitted, chapter III). Furthermore, we cannot
exclude that during the 24 months of contamination, growing sole may have
developed some adaptive mechanisms which reduce potential effects of PCB
exposure. For instance, oxygen acquisition may have been optimized in response to
the potential PCB-related increase in oxygen needed to maintain SMR. Oxygen
extraction and capacity to deliver oxygen to the tissues/organs is indeed known to be
enhanced through mechanisms such as variations in gill surface, frequency and/or
amplitude of ventilation, blood Hb-O, binding affinity or cardio-respiratory
regulations (Randall 1982, Daxboeck et al. 1982, Mandic et al. 2009, Gamperl and
Driedzic 2009; Farrel and Richards 2009). However, no additional findings allowed

us to go further in the discussion.

To summarize, contrary to PAH or PCB contamination, hypoxia significantly
reduced thermal tolerance. In the context of global climate change, hypoxia is
therefore likely to influence the survival and the distribution of the common sole
contrary to the persistent organic pollutants we tested. In addition, interferences with
aerobic metabolism seem to participate to the physiological basis regulating this
tolerance. However, the present study gives only an insight of the interactions
between the three factors tested. Effects of xenobiotic depend for instance on many
factors such as the type of exposure and the duration. The numerous studies on
metals exposure allowed to put in light a controversial pattern of the effects on
aquatic organisms (for review Sokolova and Lannig 2008), and a similar picture
could be expected regarding exposure to persistent organic pollutants. Furthermore,
the sole tested were acclimated to normoxia and a fixed temperature before to be
challenging. As suggested by Beitinger et al. 2000, thermal tolerance may be

expected to be dependent of the pretest acclimation temperature.

Therefore further investigations are required to build a general view of how thermal
and hypoxia tolerance may be modulated by others factors, such as xenobiotics. For
instance, the establishment of tolerance polygons over a large range of acclimation
temperature may be a relevant basis for further studies, such as done in the

sheepshead minnow, Cyprinodon variegatus (Bennett and Beitinger 1997). In
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parallel, it could be interesting to carry out detailed studies on aerobic metabolism
(e.g aerobic metabolic scope, energy allocation) to investigate more extensively the
participation of the bioenergetics limitations to the organism tolerance when facing

multiple environmental stressors.
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VI. 6. Synthése

Les résultats on montré que la contamination chronique sur du long terme (24 mois)
par les polluants organiques tels que les PCB et les HAP, ne réduisait ni la tolérance a
I’hypoxie ni la tolérance thermique. Au contraire, la tolérance thermique s’est trouvée
significativement réduite en condition d’hypoxie. Le fait que les soles contaminées
présentent la méme tolérance a I’hypoxie que les soles contréle n’est pas en accord avec les
conclusions émanant des résultats exposés précédemment (Cannas et al. soumis, chapitre
IIT). Une des explications possibles peut résider dans les différences de protocoles utilisés
dans les deux expérimentations. Les soles utilisées pour cette expérimentation ont été
exposées a une concentration de PCB, ainsi qu'a un régime thermique inférieur (12-18°C) a
'étude précédente (§ 111.2.2).

Il en est résulté des niveaux de concentration hépatique en PCB semblables dans les
deux études (~1400 et ~1783 ng de PCB g de poids sec), alors qu’il s’agissait d’adultes
dans cette étude, et de juvéniles dans le premier cas. Donc, nous pouvons supposer un effet
moindre relativement a la masse corporelle et /ou une mise en place de mécanismes
réduisant I’effet toxique des PCB au cours du développement des soles participant au
maintien du métabolisme de maintenance, et donc une absence de besoins supplémentaires
en oxygene.

Il est intéressant de noter que le niveau de contamination auquel ont été exposées les
soles adultes est proche des observations faites in situ en Baie de Seine, et donc plus
extrapolable au milieu naturel que les études mendes chez les juvéniles. Les résultats
présents suggereraient donc que ni les PCB ni les HAP testés n’influenceraient la tolérance,
et par conséquent la distribution, des soles communes dans un environnement variable en

température et en oxygene.
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Etant donné la forte productivité des zones coticres, elles sont utilisées comme
nourriceries par de nombreuses especes de téléostéens au cours de leur phase juvénile. Parmi
ces zones, la cote frangaise est reconnue comme étant une des plus importantes nourriceries
pour la sole commune Solea solea. Cependant, les zones coticres présentent une variabilité
¢levée des facteurs physico-chimiques (e.g. température, oxygene, pH, salinité), ainsi qu’une
détérioration plus ou moins importante de la qualité du milieu, causée par I’introduction de
xénobiotiques tels que les PCB, ainsi qu’une eutrophisation qui résult souvent en des baisses

d’oxygéne dessous (hypoxie).

Dans ce contexte, les objectifs de ma thése étaient de répondre a des questions
concernant la physiologie et le comportement de juvéniles de la sole commune, face a des
contraintes environnementales comme ’exposition aux PCB et I’hypoxie. L’intérét de cette
étude était d’évaluer si les juvéniles de sole, pendant cette période trés vulnérable de leur
vie, étaient influencés par cet environnement tres variable au travers de dysfonctionnements
de fonctions biologiques déterminantes pour leur croissance, leur survie et, donc, pour leur

fitness.

Pour répondre a ces questions, j’ai ¢tudié les effets induits par une contamination
chronique a un mélange de 4 congéneres de PCB et/ou par une exposition a des conditions
sub 1étales d’hypoxie. Les effets ont été¢ évalués a deux niveaux d’organisation biologique :

I’organisme et I’organe.

Une approche de respirométrie a été utilisée pour étudier les effets d’une exposition
par voie trophique a des concentrations sub-létales de PCB sur la capacité métabolique et la
tolérance a I’hypoxie des juvéniles de sole commune. Nos résultats ont suggéré que pour les
niveaux de contamination testés, 1'exposition aux PCB sur une période de 2 mois n’affectait
ni ’AMR, ni ’AMS. Si les soles présentent le méme niveau de capacité métabolique apres
exposition aux PCB, cela suggere que l'allocation d'énergie vers les processus
physiologiques tend a étre constante. Par conséquent, les soles exposées aux PCB ne
devraient pas présenter de réduction de leurs activités demandeuses en énergie comme la
locomotion, la digestion ou la croissance, et donc maintenir leur probabilité de survie face

aux facteurs de stress de I’environnement (Priede 1985; Evans 1990).
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Cette absence d’effet sur la capacité métabolique est en accord avec les résultats
concernant le taux de croissance obtenus au cours du projet ANR SoleBemol dont ma these
fait partie. Dans ce projet, ont été utilisés trois types de contaminants en tant que
représentants des contaminants organiques présents dans les soles échantillonnées dans la
Baie de Seine : les PCB, les HAP et les polybromodiphényléthers (PBDE). Le taux de
croissance a été évalué sur des soles exposées expérimentalement a chacun de ces polluants
sur une période allant jusqu’a 24 mois. Les résultats ont montré une diminution significative
de la croissance aprés une contamination de 18 mois et ce, uniquement chez les males
contaminés aux PCB ou aux HAP en comparaison avec les soles non contaminées. Chez les
soles contaminées aux PBDEs, le taux de croissance s’est révélé plus faible que chez les
soles non contaminées mais sans que cette différence ne soit significative. On peut supposer
que I’absence de diminution de croissance chez les femelles soit liée a une plus faible
contamination provoquée par le transfert de contaminants dans les ceufs (Sundberg et al.
2007; Bodiguel et al. 2009). Les analyses ont montré que ce transfert était congénere-

spécifique, et particuliecrement important pour les congéneres CB 105 et CB 118.

L’étude menée par Davoodi et Claireaux (2007) sur la méme espece exposée a une
contamination aigué aux HAP a montré une diminution du métabolisme maximal associée a
un ralentissement de la croissance. La différence de réponse avec les résultats présentés dans
cette these est trés probablement liée a la différence de polluant et de type d’exposition. Les
HAP étaient en effet présents en phase soluble dans I’eau. Les poissons €taient ainsi expose€s
aux polluants principalement a travers les branchies, ayant comme conséquence une réaction
d’irritation et une augmentation du mucus limitant la diffusion branchiale de 1’oxygene
(Claireaux et al. 2005). Il est a noter également que ces expérimentations €taient réalisées
chez ’adulte. Dans notre étude, les effets des PCB se sont révélés seulement apres 60 jours
d’exposition & la plus haute concentration (2239 ng PCB g' de nourriture); les soles
présentaient alors un métabolisme de maintenance tendant a augmenter. L’augmentation du
SMR a pu étre la conséquence de la mise en place de processus participant a la
détoxification des cellules. Richards (2011) souligne que la dépense énergétique majeure au
niveau cellulaire est liée au processus de synthese des protéines, estimée équivalente a 55%
du métabolisme de maintenance. Or, les résultats issus du projet SoleBemol ont mis en

évidence ’activation de génes pour la production d’une protéine impliquée dans le transport
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extracellulaire des polluants au niveau intestinal (I’ATP-binding cassette, subfamily B,
member 1(ABCB1)). Rowe (1998) a montré que I’exposition aux métaux lourds (i.e. As,
Cd, Cu, Ni, Pb et Se) entrainait une modification de I’allocation énergétique chez la crevette
Palaemonetes paludosu, notamment liée a une augmentation du métabolisme de
maintenance. Cette augmentation de la dépense énergétique serait provoquée par (i) la
réparation des dommages induits par la contamination au niveau cellulaire et subcellulaire,
(i1) la production des protéines de stress ou encore (iii) la mise en ceuvre de processus de
détoxication et d’élimination des ¢éléments toxiques. Un résultat similaire a été révélé par
Lannig et al. (2006), qui ont montré que I’exposition au Cd chez I’huitre américaine
Crassostrea virginica induisait une augmentation du métabolisme de maintenance, reflétant
une augmentation de colt de détoxication, ainsi que la mise en place de mécanismes de
protection et réparation cellulaire. Ces auteurs soulignent que dans le contexte du
changement climatique, la survie de cette espeéce est menacée par l’interaction entre la

pollution et la température a travers les effets sur la capacité métabolique aerobie.

Associée a I’accroissement du SMR, une augmentation de la concentration critique
en oxygene (Oyit) a été observée. L’élévation de 1’O,,; illustre le besoin supplémentaire en
oxygeéne nécessaire au maintien du métabolisme et des activités de I’individu. Au cours
d’une hypoxie progressive, les individus avec une Oyt élevée sont ainsi plus rapidement
limités pour extraire suffisamment d'oxygeéne pour maintenir leur SMR, devant alors faire
face a une détresse physiologique plus marquée. Richards (2011) a ainsi conclu que, d’une
maniere générale, les espéces présentant une faible O, €taient caractérisées par une

tolérance accrue a I’hypoxie.

On pourrait alors s’attendre a une diminution de la tolérance a 1’hypoxie chez les
soles qui ont été contaminées aux PCB sur une période d’au moins 60 jours. Or, des
challenges hypoxiques effectués sur des soles contaminés aux PCB pendant 24 mois n’ont
mis en évidence aucune différence significative par rapport aux individus contréle (chapitre
VI). Aucune explication claire n’a pu étre retenue quant a ces résultats. Toutefois, les
contaminations en PCB atteintes restent faibles relativement a la masse des poissons, ce qui
pourrait limiter les effets éventuels de ces xénobiotiques. Nous ne pouvont pas exclure non
plus que les effets métaboliques potentiels chez les soles contaminées sur le long terme (24
mois) aient pu étre compensés au cours de la croissance et du développement de ces

individus par la mise en place de mécanismes optimisant 1’extraction de 1’oxygene dans
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I’eau. Il est intéressant de souligner que les soles contaminées aux HAP présentent
également une tolérance a I’hypoxie similaire aux individus controle (chapitre VI). La
tolérance a la température n’a pas non plus été¢ modifiée par 1’exposition a ces polluants
organiques, alors qu’elle est diminuée en hypoxie (chapitre VI). L’effet de 1’hypoxie
apparait ainsi prévalant a celui des xénobiotiques testés. Dans le contexte du réchauffement
global, les variations de la teneur en oxygene seraient ainsi plus susceptibles de participer
aux processus de sélection de I’habitat chez la sole commune que les polluants organiques
tels que les PCB ou le HAP. Cette hypothése est d’autant plus pertinente que la nourricerie
du Golfe de Gascogne est caractérisée par une augmentation de 0,26°C par décennie depuis
les années 1970 (Goikoetxea et al. 2009), ainsi que des événements hypoxiques au cours
desquels la teneur en oxygene s’abaisse jusqu'a 20% de saturation en air (i.e. a un niveau

inférieur aux conditions hypoxiques testées dans 1’étude présentée au chapitre VI).

Au contraire du cceur des mammiferes, celui des poissons présente une forte capacité
a répondre aux perturbations, comme a un changement de température, une hypoxie, un
effort physique intense, tant a court terme qu'a long terme ; on parle alors de plasticité
cardiaque (Gamperl et Farrell 2004). Dans le chapitre IV de ma thése, je me suis ainsi
intéressée a évaluer in vitro les performances cardiaques suite au stress induit par la
contamination chronique aux PCB, afin d’évaluer si la plasticité cardiaque pouvait étre

affectée chez les soles contaminées.

Nos résultats ont montré que la contamination a la plus haute concentration en PCB
(2239 ng PCB g'') ne semblait pas affecter la force de contraction aux basses fréquences de
stimulation. Par contre, lorsqu’il est expos¢ a une stimulation majeure (1,6 Hz), le ventricule
présente une diminution significative de la force de contraction en comparaison des soles
non contaminées. Les soles contaminées seraient alors limitées pour faire face a une forte

sollicitation cardiaque comme cela se produit au cours d’un effort intense.

L’effet des PCB sur la force de contraction ne s’est donc exprimé qu’a certains
niveaux de stimulation. On pouvait alors se demander si les mécanismes de régulation
cellulaire impliqués ne dépendaient pas a la fois de la contamination et de la sollicitation
cardiaque. Parmi les ions qui sont impliqués dans le travail du ceeur, le Ca”" est considéré
comme le plus important (Vornanen et al. 2002). Il est en effet indispensable dans les

processus de contraction et de relaxation du cceur. Grace a I'utilisation de la RYA, il a été
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possible de discriminer la provenance du Ca*" : soit de 1’extérieur en passant par les canaux
calciques du sarcolemme, soit du RS. Comme cela est décrit au § 11 4.3, le RS présente un
role clé dans le couplage excitation-contraction, et sa participation est observée chez les
soles dans certaines conditions. Nos résultats ont montré qu’indépendamment de
I’adrénaline utilisée pour stimuler les ventricules, I’administration de la RYA révélait une
participation active du RS a la plus basse des fréquences testées (0,2Hz) que ce soit chez les
individus sains ou pour ceux contaminés aux PCB. Il est intéressant de remarquer que chez
les soles contaminées, 1'implication du RS est aussi présente a la fréquence physiologique de
0,5Hz, suggérant une plasticité cardiaque permettant de maintenir une force de contraction
similaire a celle des individus non contaminés. Au contraire, cette plasticité disparait a la
fréquence de stimulation plus élevée (1,6Hz), ce qui est en accord avec la diminution
significative de la force de contraction en comparaison soles non contaminées (chapitre IV ;
Figure IV.2). On peut alors supposer que chez les soles contaminées aux PCB une
participation plus élevée du RS devient nécessaire, et que celle-ci est suffisante pour
maintenir une contraction normale du cceur lorsqu’il n’est pas trop fortement sollicité.
Toutefois, lorsqu’un travail cardiaque majeur est requis, la participation du RS ne suffit plus

a assurer une fonctionnalité normale.

Il est également légitime de se demander ce qui peut-étre a 1’origine de
I’augmentation de la participation du RS. De précédentes études ont montré que la
contamination chronique a différents polluants induisait une hypertrophie des myocytes,
comme chez le rat suite & une exposition aux organophosphorés (Calore et al. 2007).
L’hypertrophie des myocytes provoque ’augmentation de la distance de diffusion du Ca®" a
I’intérieur de la cellule, entre le sarcolemme et les myofibrilles (Figure 11.9). Les cellules
cardiaques des téléostéens se caractérisent par leur faible épaisseur (de 5 um a 8 pm en
moyenne pour la carpe et la truite respectivement) en comparaison des cellules de
mammifeéres (32 pum environ chez le rat et le lapin) (Vornanen et al. 2002). II est
généralement admis que cette différence d’épaisseur pourrait expliquer 1’ importance
moindre du RS chez les vertébrés inférieurs, puisque le calcium externe nécessaire a la
contraction a une distance a parcourir dans le cytoplasme plus faible pour atteindre les
protéines contractiles que dans les cardiomyocytes de mammifeéres ou le RS sert de
«relais ». Or, I’idée que le RS participerait peu au couplage excitation-contraction chez le
poisson a été remise en question ces dernieres années. Elle serait en particulier fonction des

parametres environnementaux (i.e. température) et de I’espece (niveau d’activité du poisson,
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pour revue Shiels et al. 2002). La participation du RS plus importante dans le coeur de soles
contaminées pourrait étre le résultat d’une hypertrophie des cellules résultant d’une
modification de I’homéostasie générale (perturbation hydrominérales par 1’action du
cortisol) et d’une sur-sollicitation de cet organe. En [’occurrence, l’expression plus
importante du RS dans des cellules hypertrophiées permettrait de maintenir une force de
contraction équivalente a celle observée chez les soles contréle. Par contre, lorsque la
fréquence augmente (1,6 Hz), le délai entre les stimulations devientrait trop court pour

permettre la participation du RS en absence de potentialisation adrénergique. Néanmoins

pour pouvoir tester ce type d’hypothése, des études au niveau cellulaire seraient nécessaires.

Outre une activité physique intense, la sollicitation du travail cardiaque augmente
avec la température. Une étude récente a montré une augmentation réguliere de la
température de 1’eau que dans le Golfe de Gascogne (Goikoetxea et al. 2009), notamment
utilisé comme nourricerie par les juvéniles des soles (Le Pape 2003). Les organismes
aquatiques y vivants se retrouvent donc a devoir faire face a une élévation progressive de la
température, pouvant aussi étre associée a des épisodes hypoxiques qui se révelent de plus
en plus fréquents (Methling et al. 2010). Les poissons sont ainsi soumis a un état de stress
constant qui requiert une optimisation des performances cardiaques. Cependant, méme si le
schéma général reste incomplet, nos résultats suggerent que 1’exposition aux PCB nécessite
que les cellules cardiaques conservent une plasticité optimale. Or, on peut s’interroger sur

I’effet de changements climatiques sur la plasticité phénotypique des tissus.

Sur la base des résultats obtenus (Chapitres III et IV), nous avons mis en évidence
que, dans I’ensemble, la contamination chronique aux PCB (durant 60 jours) n’affectait pas
de facon drastique la capacité métabolique aérobie ni les performances cardiaques des
juvéniles de sole. Seuls quelques effets disséminés ont €té observés, comme une
modification du métabolisme de maintenance et de la plasticité cardiaque. Par ailleurs,
I’étude menée chez les adultes suggere que la contamination aux PCB ou aux HAP

n’influence ni la tolérance thermique ni la tolérance a I’hypoxie (Chapitre VI).

Le fait de ne pas observer d’effets plus marqués pourrait étre li¢ au type de protocole
utilisé pour la contamination. Tout d’abord, il est important de souligner que le niveau de
contamination des soles exposées pendant une période de 60 jours a la concentration plus
basse en PCB a permis d’atteindre expérimentalement des niveaux des contamination

proches de ceux mesurés dans la Baie de Seine sur des individus d’age similaire. Toutefois,
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nous avons pu remarquer que c’est aux plus hauts niveaux de contamination, atteints suite a
I’exposition a la plus haute concentration de PCB, qu’ont pu étre observés les réponses chez
les fonctions physiologiques que nous avons testées. D’apres les résultats obtenus, il serait
donc intéressant d'évaluer 1'effet d'une exposition a plus long terme, sur des individus plus
agés qui, nous le supposons, auraient atteint des niveaux de contamination plus élevés.
Méme si les challenges menés sur les soles adultes n’ont révélé aucun effet, il serait tout de
méme intéressant d’évaluer les effets d’une contamination sur du plus long terme ( > 2 ans)
du point de vue des performances métaboliques et cardiaques. Des mécanismes de
régulation permettant le maintien de la tolérance aux facteurs environnementaux, comme

I’oxygene et la température, pourraient étre ainsi révélés.

Il est également important de noter que le choix des congéneres utilisés dans cette
étude est en accord avec les analyses faites dans le cadre du projet Sole Bemol sur des soles
prélevées dans la Baie de la Seine, considérée comme la zone francaise la plus contaminée
par ces polluants (Abarnou et al. 2001). Cependant, les congéneres utilisés ne sont pas parmi
les plus toxiques se trouvant dans le milieu naturel. Parmi les 209 congéneres de PCB, 10
ont ¢té identifiés comme étant les plus toxiques (Falandysz et al. 1994). Ces composés ont
une toxicité semblable a celle du polychlorodibenzo-p-dioxine (PCDD). Ils sont capables de
se lier au récepteur Ah (récepteur Aryl d'hydrocarbure) et d’induire des réactions
biologiques et toxiques similaires a la dioxine. Les quatre congénéres choisis dans notre
é¢tude sont classés comme des congénéres non-coplanaires ayant des substitutions en
position ortho, et sont considérés moins toxiques puisque ils n’ont pas cette affinité pour le
récepteur Ah. Parmi les 4 congéneres utilisés dans notre expérimentation, seuls le CB 118 et
le CB 105 figurent parmi les dix congénéres les plus toxiques mentionnés précédemment

(Falandysz et al. 1994).

Dans le chapitre V nous nous sommes intéressés a une autre fonction qui joue aussi
un role essentiel pour la survie et la fitness des soles : le comportement anti-prédateur. Les
soles sont caractérisées par une flexibilit¢ de ce comportement; face a I’attaque d’un
prédateur, elles peuvent présenter une réponse de fuite qui leur permet de s’éloigner du
prédateur, ou une réponse d’immobilisation. Tout facteur perturbant ces comportements est
susceptible d’influencer les interactions proie-prédateur. En testant I’effet de 1’oxygene,
nous avons pu mettre en évidence que, conformément a plusieurs études précédentes

(Lefrangois et al. 2005; Lefrancois et Domenici 2006), le taux de réponse de fuite des soles
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diminuait en conditions d’hypoxie, augmentant ainsi la fréquence d’observation des

réponses d’immobilisation.

Par ailleurs, la réponse d’immobilisation des soles €tait accompagnée de variations
de fréquence de ventilation qui différaient en fonction de la teneur en oxygene du milieu. A
notre connaissance, notre travail est le premier montrant que, lors d’une stimulation
d’attaque par un prédateur, la fréquence de ventilation de la proie potentielle se réduisait. En
normoxie, un arrét respiratoire, illustré par une fréquence de ventilation réduite a zéro, est
observé. Au contraire, lorsque les soles sont exposées a I’hypoxie, et bien qu’elles
présentent également une diminution de leur fréquence de ventilation, il n’y a pas d’arrét
respiratoire proprement dit (Figure V.1). Ainsi, avant, pendant et aprés la stimulation, la
fréquence de ventilation chez les soles testées en hypoxie reste toujours plus élevée qu’en
normoxie. A travers ses effets sur la fréquence de ventilation, I’hypoxie réduit ainsi les
capacités cryptiques des soles les rendant de ce fait plus visibles aux prédateurs. Face a un
prédateur, I’hypoxie provoque donc un accroissement des réponses d’immobilisation, tout
en augmentant la probabilité de détection, et donc d’attaque de la proie. Cela suggére, que
bien qu’ils ne provoquent pas la mort par détresse respiratoire, les niveaux sub létaux

d’hypoxie sont en mesure d’influencer la probabilité de survie des juvéniles de soles.

Toutefois, dans le milieu naturel, les interactions proie-prédateur dépendent aussi du
type de prédateur considéré. Par exemple, si le prédateur est de type téléostéen, il est exposé
aux mémes conditions d’oxygénation que la proie, et on peut supposer qu’en hypoxie la
fréquence des attaques diminue. Parmi les raisons possibles, il y a la diminution de I’appétit
du prédateur généralement observée en hypoxie (e.g. chez le turbot Scophthalmus maximus,
Pichavant et al. 2000 ; le bar moucheté Morone saxatilis, Brandt et al. 2009 ; la truite arc-en-
ciel Oncorhynchus mykiss, Glencross 2009 ; la morue Gadus morhua, Chabot et Dutil
1999). Parmi les différents prédateurs de la sole, certains sont au contraire indépendants des
caractéristiques d’oxygénation du milieu aquatique ce qui est le cas pour les prédateurs
aériens. On peut supposer que le type de réponse anti prédateur (fuite versus immobilisation)
puisse aussi dépendre du type de prédateur rencontré. Par exemple, si on considére un
prédateur aérien, les poissons plats en s’immobilisant sont susceptibles de diminuer leur
probabilité de détection. Mais si le prédateur utilise une détection plus tactile que visuelle,
comme par exemple le grondin Prionotus evolans (Manderson et al. 1999), dans ce cas, la

réponse de fuite semblerait étre plus approprice. Il serait ainsi pertinent d’évaluer le taux de
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Conclusion générale

survie de juvéniles de soles en présence de divers types de prédateurs et de différentes
conditions d’oxygénation afin d’estimer la « valeur » adaptative des différents types de

comportements anti-prédateur observés chez cette espece.

Par ailleurs d’apres les résultats obtenus sur le métabolisme aérobie (chapitre III),
nous avons pu remarquer une augmentation du métabolisme de maintenance chez les soles
exposées a la plus forte concentration en PCB. Nous pourrions alors supposer que cette
augmentation du métabolisme de maintenance soit associ¢e a une élévation de la fréquence
de ventilation pour assurer une assimilation d’oxygene plus importante. La contamination
aux polluants pourrait ainsi avoir des effets similaires a I’hypoxie chez les individus soumis
a la pression de prédation. Des investigations supplémentaires seront nécessaires afin
d’évaluer le pattern de fréquence de ventilation au moment de I’attaque d’un prédateur chez
des individus contaminés, afin d’estimer le degré de perturbation de leurs capacités de

mimétisme.
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