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1 La pisciculture :

Contexte socio-économique

L’aquaculture regroupe de nombreux champs d’applications. Dans la définition
de I'Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques, ’aquaculture
« est l’'ensemble des activités de culture de plantes et d’élevage d’animaur en eau
continentale ou marine en vue d’en améliorer la production, impliquant la possession
individuelle ou juridique du stock en élevage. Elle regroupe la pisciculture (élevage
de poissons), la conchyliculture (élevage de coquillages marins : huitres, moules,
praires, coques, etc.), Ualgoculture (culture d’algues) et la carcinoculture (élevage de
crustacés, essentiellement crevettes et écrevisses) ».

Il est donc utile de préciser que, dans ce manuscrit, seule la pisciculture d’espéces
de poissons d’élevage destinés a la consommation humaine sera abordée. Ainsi, les
travaux présentés dans les paragraphes suivants traiteront de la caractérisation d’hy-
drolysats de protéines et de leurs performances chez le bar européen (Dicentrarchus

labraz), poisson marin carnivore.

1.1 Histoire de la pisciculture

Les premiers témoignages de la culture de poisson remontent a plusieurs millé-
naires en Chine et en Afrique orientale (Egypte, Mésopotamie)
[Beveridge et Little, 2007|. La pisciculture a trés probablement commencé par la
stabulation et le grossissement de poissons sauvages capturés. Ce type d’élevage
perdure toujours avec notamment 1’élevage du thon rouge qui est péché en mer puis
engraissé dans des cages en mer. La pisciculture s’est développée conjointement en

Asie et en Afrique vers 400-500 avant J.C. Au moyen-age, la culture extensive a
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débuté en Europe dans les mares en réponse a la surpéche des cours d’eau et aux
problémes environnementaux qui pouvaient survenir [Hoffmann, 2005].
L’industrialisation de la pisciculture a réellement débutée au XX®™¢ sidcle. Depuis
les années 50, elle connait une croissance exponentielle et les tonnages produits ont
été multipliés par 173 entre 1950 et 2015. La pisciculture fournira dans I'avenir la

majeure partie de la production mondiale de poissons consommée [FAO, 2016b].

1.2 Une pisciculture moderne pour une production

de masse

Depuis les années 50, a I'image de I'agriculture, la pisciculture a subi une trans-
formation en profondeur. En effet, elle est passée d’une culture extensive familiale a
une culture intensive plus industrielle. La mécanisation du travail ainsi que I'indus-
trialisation des aliments sont les clés de ce développement spectaculaire. La Chine
reste de loin le premier pays a pratiquer la pisciculture, tandis que le phénoméne
s’étend aux autres continents. Le Chili et I'Indonésie ont également enregistré une
croissance remarquable, tout comme la Norvége et le Vietnam, respectivement en
26me of 3eme nogition mondiale dans 'exportation de poissons. Sur le continent afri-
cain, au Nigéria, la production aquacole est vingt fois plus importante aujourd’hui
que lors des deux derniéres décennies et ’ensemble de I’ Afrique subsaharienne semble
suivre cette expansion. Aujourd’hui, les exploitations aquacoles emploient prés de
20 millions de personnes dans le monde. Ces exploitations produisent jusqu’a 30 kg
de biomasse/m? pour des cultures intensives telles que celles du tilapia ou du panga.
La production mondiale de poissons destinée a la consommation humaine est passée
de 15,3 & 129,9 millions de tonnes en moins de 70 ans. En 2016, les valeurs échan-
gées concernant la production de poisson représentaient 140,0 milliards de dollars.
Un récapitulatif des chiffres clés du marché de I'aquaculture du poisson est présenté
Figure 1.

Depuis le milieu des années 80, la production en poissons issus de la péche se
stabilise autour de 90 millions de tonnes par an tandis que la pisciculture poursuit
sa croissance [FAQO, 2014]. En 2014, la production de I'aquaculture a atteint 74 mil-

lions de tonnes et les projections donnent qu’a 'orée des années 2030, la pisciculture
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FIGURE 1 — Chiffres clés marché de la pisciculture (Données FAO 2016).

pourrait fournir entre 16 et 47 millions tonnes de tonnes de poisson supplémentaires
[Hall et al., 2013|. En 2014, 87,5% du poisson produit était destiné a la consomma-
tion humaine. En 2016, la consommation mondiale de poisson a dépassé 20 kg/an
et par habitant. Cette consommation a doublé depuis les années 60 notamment par

I’expansion de I'aquaculture.

1.3 Enjeux liés au développement de ’aquaculture

Ces cinquante derniéres années, la production de poissons (péches et poissons
d’élevage) a suivi une croissance plus rapide que celle de la démographie mondiale.
En 2050, les volumes de poissons & fournir seront considérables car la population
mondiale devrait atteindre 9 milliards de personnes.

L’Organisation des Nations Unies pour 'alimentation et I’agriculture (FAO) a
trés clairement indiqué que la pisciculture contribue et doit continuer de contribuer
a la sécurité alimentaire et & la nutrition de tous |[FAO, 2016b|. La faim et la mal-
nutrition sont les fléaux mondiaux les plus dévastateurs, et elles sont indissociables

de la pauvreté. Quelque 795 millions de personnes souffrent de sous-alimentation



22 CHAPITRE 1. LA PISCICULTURE : CONTEXTE SOCIO-ECONOMIQUE

a I’échelle mondiale |[FAO - FIDA - WFP, 2015|. De nombreux pays se sont déja
engagés a lutter contre la malnutrition et & transformer les systémes alimentaires
afin de garantir pour tous un régime alimentaire équilibré tout en s’assurant d’une
meilleure gestion des ressources dans le monde [Thilsted et al., 2013].

Le poisson suscite un grand intérét dans la lutte contre la malnutrition car il ap-
porte une source importante de protéines animales et il est également riche en lipides
d’intérét. Parmi ces derniers, on retrouve notamment certains acides gras oméga 3,
dont un apport alimentaire permet de limiter les problémes cardio-vasculaires chez
I’homme adulte et reste indispensable au développement neurologique chez les nour-
rissons et les jeunes enfants. Ces effets bénéfiques ont notamment été observés lorsque
la mére a consommé du poisson avant et pendant sa grossesse [FAO, 2010]. Le pois-
son apporte également, surtout lorsqu’il est consommé entier (petits poissons), des
minéraux essentiels (iode, sélénium, zinc, fer, calcium, phosphore et potassium) et
des vitamines (A, D et B) [Roos et al., 2007|. La pisciculture bénéficie également
d’un avantage important par rapport aux élevages terrestres. En effet, les taux de
conversion alimentaire des espéces piscicoles sont plus faibles que des animaux ter-
restres. Si dans la nature, une truite a un taux de conversion de 1'ordre de 7 (pour
produire 1 kg de truite sauvage, 7 kg d’aliment naturel (proies) sont nécessaires), en
pisciculture, il sera proche de 1 avec des aliments secs formulés. Plus généralement,
selon les espéces de poissons, ce taux oscille entre 0,7 et 3 en fonction des zones géo-
graphiqes et des systémes d’élevage. Il est de 10 pour le boeuf et de 25 si 'on considére

seulement la viande bovine consommeée [Smil, 2002, Tacon et Metian, 2008|.

1.4 Impacts de la pisciculture sur ’environnement

Le développement de la pisciculture, aussi indispensable qu’il soit, se doit de
limiter au maximum son impact sur 'homme, sur les espéces animales et sur ’envi-

ronnement pour garantir un caractére durable a cette activité.

1.4.1 Rejets issus des fermes d’élevage

L’exploitation des poissons d’élevage est considérée comme une activité profes-

sionnelle polluante qui impacte 'environnement localement mais également jusqu’a
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un kilométre du site d’exploitation [Wu, 1995]. Comme pour toute industrie d’éle-
vage animal, elle génére des déchets organiques résultant de la production de féces
des poissons, de la décomposition des aliments non ingérés mais également de I'ex-
crétion des poissons (urine, respiration). Dans les fermes de saumons, les taux de
dispersion dans I'environnement (eau et sédiment) sont de 80-84% pour le carbone,
76-80% pour 'azote et 84% pour le phosphate [Wu, 1995|. D’aprés I’Agence Norveé-
gienne de Controle de la Pollution, un élevage de 3 120 tonnes de saumon par an
génere autant de pollution en azote et phosphate qu’une ville de 50 000 habitants.
Les exploitations générent également des pollutions aux métaux (cuivre, zinc, fer,
manganeése) issus de la nourriture mais également des produits de nettoyage et de

la peinture utilisée.

Utilisation de produits vétérinaires

L’apport organique des fermes d’élevage peut engendrer une prolifération accrue
de microorganismes (bactéries et champignons) qui se nourrissent des rejets des
poissons et de la nourriture non consommeée. L’élevage intensif des poissons, par
la forte concentration d’animaux et la multiplication des microorganismes, peut
augmenter les risques d’apparition de foyers épidémiques (bactéries, virus, parasites).

Pour lutter contre l'installation ou la propagation des maladies dans les éle-
vages, les professionnels ont recourt aux antibiotiques (63 151 tonnes en 2010 tous
élevages confondus) [FAO, 2016a|. La FAO considére que la situation se dégrade et
représente 1'un des risques les plus graves pour la santé humaine a échelle mondiale
[FAO, 2016a]. En effet, si la réglementation est trés stricte concernant l'utilisation
des antibiotiques en Europe, la majorité des pays producteurs de poissons sont
soumis a des réglementations plus souples. Ces médicaments sont alors utilisés en
prophylaxie. Pour illustrer ce probléme, les quantités d’antibiotiques utilisées pour
I'élevage du saumon varient d’environ 0,02-0,39 g/tonne de biomasse produite en
Ecosse et Norvége a environ 600 g/tonne au Chili [Watts et al., 2017].

Ce comportement est une préoccupation majeure des services sanitaires locaux.
En effet, I'utilisation intensive d’antibiotiques aboutit & ’émergence de souches ré-
sistantes. Aussi, depuis 1990, les premiéres souches résistantes ont été détectées

Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Edwardsiella tarda, Edwardsiella
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wctalurs, Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida, Pasteurella piscicida et Yersinia
ruckeri [DePaola et al., 1995].
Ces pathogénes se retrouvent dans les poissons destinés a la consommation mais

N .

également dans le sédiment situé a proximité des élevages augmentant le risque
de propagation des épidémies. [Harper, 2002|. Certaines bactéries se transmettent
également aux consommateurs (zoonose) et le cott de traitement des patients conta-
minés, en particulier par des bactéries résistantes, se chiffre en centaines de millions
d’euros dans le monde par an [Serrano, 2005].

A T’échelle de la ferme d’élevage, 'apparition de certaines infections ou patholo-
gies doit étre déclarée auprés des services vétérinaires (Tableau 1). L’exploitation
doit alors étre entiérement décontaminée et les poissons sacrifiés s’ils ne peuvent
pas subir de traitement vétérinaire profilaxique. Les pertes financiéres liées a ces
pathologies sont alors trés impactantes pour les éleveurs.

Tableau 1 — Arrété du 29 juillet 2013 relatif a la définition des dangers sanitaires de
premiére et deuxiéme catégorie pour les espéces piscicoles.

Dénomination

Danger sanitaire visé

Espéces visées

Anémie infectieuse
des Salmonidés

Herpésvirose de la
carpe

Nécrose  hémato-
poiétique infec-
tieuse

Nécrose  hémato-
poiétique  épizoo-
tique

Septicémie hémor-
ragique virale

Syndrome ulcéreux
épizootique

Infection par le génotype dé-
lété dans la RHP du virus du
genre Isavirus (ISAV)

« Virus de I’herpés virose de
la carpe (Herpesviridae, Her-
pesvirus) »

Virus de la nécrose hémato-
poiétique infectieuse (Rhab-
doviridae, Novirhabdovirus)

Virus de la nécrose hémato-
poiétique épizootique (Irido-
viridae, Ranavirus)

Virus de la septicémie hé-
morragique virale (Rhabdovi-
ridae, Novirhabdovirus)

Aphanomyces invadans

Saumon de I’Atlantique (Salmo salar),
truite arc-en-ciel (Oncorhynchus my-
kiss), truite fario (Salmo trutta)
Carpes (Cyprinus carpio)

Saumons : Atlantique (S. salar), keta
(O. keta), argenté (O. kisutch), japo-
nais (O. masou), sockeye (O. nerka),
chinook (O. tshawytscha), truite biwa-
masou (O. rhodurus) et truite arc-en-
ciel (0. mykiss)

Truites arc-en-ciel (0. mykiss) et
perche commune (Perca fluviatilis)

Saumons du Pacifique, truites arc-
en-ciel et fario, brochets, corégones,
ombres communs, turbots, morues de
I’Atlantique et du Pacifique, harengs,
aiglefins et sprats. Motelle (Onosmotel-
lus) Cardeau hirame (Paralichthys oli-
vaceus)

Poissons exotiques des genres Catla,
Channa, Labeo, Mastacembelus, Mugil,
Puntius et Trichogaster

Un autre facteur d’agravation est le faible nombre de molécules antbiotiques

disposant d’une autorisation de mise sur le marché (Oxytétracycline, Florfénicol,
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Sarafloxacine, Erythromycine et Sulphonamides) [Serrano, 2005|. La situation né-
cessite que les professionels s’emparent du sujet pour limiter les risques sanitaires

[Kennedy et al., 2016].

1.4.2 Utilisation de poissons sauvages pour la production de

poissons d’élevage

Le développement important de la pisciculture moderne se traduit par une forte
pression de péche exercée sur les espéces de poissons dites « fourrages » (sardines,
anchois...) qui seront, dans leur trés grande majorité, transformeés en farines et huiles
de poisson, entrant dans la composition des aliments aquacoles. En 2014, cette péche
représentait 20,9 millions de tonnes soit 22,4% des captures totales [FAO, 2016h].

La pression de péche sur les espéces fourrages s’explique par le fait que les ali-
ments aquacoles destinés aux poissons d’élevage contenant des huiles et des farines
de poisson sont utilisés dans 41,6% de la production aquacole mondiale (chiffre de
2008) [FAO, 2012|. Plus précisément, seulement 8 espéces (ou groupes d’espéces)
consomment, a elles seules, 62,2% des aliments aquacoles produits. Elles présentent
de grandes disparités en termes de besoins en équivalent poissons sauvages (Tableau
2).

Tableau 2 — Besoins en poissons sauvages (en tonnes) des principales espéces d’éle-
vage [Jackson, 2009].

Espéces produites  Tonnes produites Besoins en poissons sauvages ratio
Saumon® 1 465 000 7 220 000 4.9
Anguille’ 266 000 927 000 3,5
Truites® 632 000 2 180 000 34
Poissons marins? 1 536 000 3 316 000 2,2
Crevettes marines® 3 164 000 4 399 000 14
Poisson-Chat/ 1 809 000 856 000 0,5
Tilapiad 2 326 000 854 000 0,4
Poisson-Lait" 585 000 94 000 0,2
Carpes® 10 225 000 1 881 000 0,2

a. S. salar, O. kisutch, O. tshawytsha

b. A. japoncia, A. anguilla, A. australis

c. O. mykiss, S. fontinalis, S. trutta

d. S. quiqueradiata, L. japonicus, S. aurata, P. auratus, D. labrazx, Bothidae...

e. P. vannamei, P. merguiensis, P. monodon, P. japonicus, P. chinensis, P. indicus...
f. Pangasius spp, I. punctatus, S. asotus, C. gariepinus x C. macrocephalus...

g. O. niloticus, O. mossambicus, O. aureus, O. andersonii, O. spilusus...

h. C. chanos

i. C. idellus, C. carpio, C. carassius, P. pekinensis, M. piceus; espéces filtreuses
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1.4.3 Les co-produits issus de la pisciculture

La pisciculture, génére également beaucoup de co-produits qui sont issus de la
transformation des poissons. A titre d’exemple, les opérations de transformation des
poissons générent environ 45% du poids des poissons en co-produits. La quantité de
ces derniers ainsi produite représente a 1’échelle mondiale 2,8 millions de tonnes par
an [Rai et al., 2012]. Ces co-produits peuvent impacter I’environnement s’ils ne sont

pas correctement valorisés [Islam et al., 2004].

1.5 Deéveloppement de la pisciculture durable

Le développement de la pisciculture, mais également de ’aquaculture, passera
par la mise en place de mesures visant a promouvoir la durabilité de cette activité.
Ce défi est stimulant car il repose sur de nombreux parameétres.

Dans un premier temps, 'aquaculture doit devenir plus « propre ». Cela repose a
la fois, sur la diminution de 'impact des exploitations sur I’environnement par une
meilleure gestion des effluents, mais également par une diminution de l'utilisation
des produits pharmaceutiques. Dans ce but, de nombreux travaux sont aujourd’hui
menés sur la mise au point d’infrastructures d’élevage innovantes, mais également
sur la recherche d’aliments fonctionnels plus performants, susceptibles d’améliorer
la résistance des animaux aux variations des facteurs biotiques et abiotiques.

Un autre axe d’amélioration passe par la diminution de la pression de péche sur
les espéces fourrage utilisées dans ’alimentation des poissons. La diminution des
stocks de poissons, couplée a 'augmentation des prix des farines et huiles de poisson
liée a la forte demande du marché, aboutit actuellement & une recherche active de

matiéres premiéres alternatives par les fabricants d’aliments aquacoles.



2 L’alimentation en pisciculture

2.1 Production mondiale des aliments aquacoles

Les premiers aliments aquacoles élaborés a partir de diverses matiéres premiéres
et couvrant les besoins nutritionels des animaux étaient des granulés « humides »,
et ont été développés aux Etats-Unis, en Oregon dans les années 50 & destination
des élevages de truites. Les granulés secs de type pressé sont ensuite apparus dans
ce méme pays a la fin de la méme décennie puis au début des années 60 en Europe.
Les premiers aliments destinés a la salmoniculture (granulés semi-humides ou secs
de type pressé) ont été commercialisés dans les années 80. Par la suite, les granulés
extrudés sont apparus dans les années 90. Avec la diversification des espéces élevées
en pisciculture, les aliments destinés aux poissons marins, ont été développés, a
partir des aliments pour salmonidés. Puis au fur et & mesure de la détermination
des besoins nutritionnels des poissons marins, ils se sont diversifiés pour devenir une
gamme d’aliments spécifiques [Guillaume et al., 1999].

Le marché des aliments aquacoles est en constante progression. Liée au dévelop-
pement de la pisciculture, la production globale d’aliments aquacoles est passée de
7,6 millions tonnes en 1995 & 29,2 millions tonnes en 2008 (dont 78,2% destinées a la
pisciculture), ce qui correspond & un taux de croissance de 11% par an. La demande
mondiale d’aliments aquacoles devrait atteindre 51,0 millions de tonnes en 2015 et

71,0 millions des tonnes en 2020 |[FAO, 2012|.

27
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La Figure 2 présente les principaux poissons consommateurs d’aliments pisci-
coles dont les carpes non filtreuses consommant environ le tiers de la production

mondiale.

Carpes (non filtreuses) 31.3%
Crevettes marines
Tilapia

Poisson-chat

Poissons marins
Saumons

Crustacés d'eau douce
Truites

Poisson-lait

Autres poissons d'eau douce

Anguilles

FIGURE 2 — Répartition de la consommation d’aliments piscicoles entre les princi-
pales espéces d’elevage en 2008 [FAO, 2012].

2.2 Principes de fabrication des aliments aquacoles

La fabrication des aliments aquacoles est un processus complexe. Il ne s’agit
plus de simplement mélanger des matiéres premiéres afin de produire un aliment
aussi peu cotteux que possible ou parfaitement adapté aux besoins nutritifs d’une
espéce de poisson en particulier. En effet, la formulation implique désormais une
optimisation des coiits des matiéres premiéres et de nombreux parameétres, parmi
lesquels les contraintes techniques liées au process de fabrication, les performances
zootechniques ciblées mais également 'impact environnemental de I'utilisation de
I'aliment dans les fermes d’élevage (Figure 3).

Les aliments aquacoles doivent en premier lieu permettre de garantir un apport
équilibré en macro-nutriments aux poissons : les protéines (farines de poisson (FP),
d’origine animale ou végétale), les lipides (huiles de poisson, d’origine animale, ou
végetale), les glucides; ainsi qu’en micro-nutriments : mélanges de vitamines et de

minéraux. Qutre ces ingrédients principaux, les aliments aquacoles contiennent éga-
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FIGURE 3 — Schéma technique de la formulation d’un aliment piscicole
|Guillaume et al., 1999].

lement des additifs visant & équilibrer le profil nutritionnel de ’aliment aux besoins
nutritionnels du poisson (acides aminés libres), a& améliorer 'appétence de 'aliment
(nucléosides, bétaine...) et a assurer sa stabilité dans le temps (antioxydants et
conservateurs).

La composition nutritionnelle, la taille et la texture de 1'aliment doivent étre
adaptées aux besoins nutritionnels, au stade physiologique, ainsi qu’au comporte-
ment alimentaire de I’espéce ciblée. Ainsi, la texture détermine le comportement du
granulé dans 'eau et doit étre choisie en fonction du comportement alimentaire du
poisson. Le granulé pourra ainsi étre flottant, coulant ou semi-flottant. La texture
de l'aliment est ainsi le deuxiéme critére par ordre d’importance pour la formulation

des aliments.
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Il existe principalement deux types d’aliments : les aliments pressés et les aliments
extrudés. Ces derniers sont obtenus par des procédés de fabrication différents : le

pressage et la cuisson-extrusion (Figure 4).

Choix des matiéres
premiéres

Dosage, broyage,
brassage

Pressage Cuisson-extrusion

./

Séchage, concassage,
calibrage, tamisage

Séchage, enrobage

Conditionnementdu
produit

FIGURE 4 — Principe de fabrication d’un granulé. L’aliment de gauche est pressé et
celui de droite extrudé. Photos : Diana Aqua.

Les premiéres étapes (broyage et mélange des matiéres premiéres) sont com-
munes aux deux procédés puis les étapes suivantes différent. Le pressage consiste a
faire passer le mélange a travers les perforations d’une filiére grace a un assemblage
de galets (rouleaux) dans une presse. L’aliment ressort sous forme de granulés de
longueur et de diamétre déterminés grace a la présence de couteaux fixes.

Pour le procédé de cuisson-extrusion, le mélange est déposé dans un extrudeur
chauffé (90 a4 120°C) et mis sous pression (30 & 120 bars) pendant un temps court
(moins de 30 secondes) puis forcé au travers d’une filiére et coupé par un couteau
« granulateur ». Le retour & la pression atmosphérique en sortie de filiére provoque
I’expansion des granulés.

La suite du processus (séchage, refroidissement, enrobage, tamisage, condition-
nement) peut étre commune a la fabrication par pressage ou cuisson-extrusion. Il
est a noter que 1’étape d’enrobage, qui est appliquée pour les aliments extrudés,
consiste essentiellement a ajouter de la matiére grasse dans un équipement spéci-
fique (enrobeur) sous vide ou & pression atmosphérique. Des acides gras essentiels,
des vitamines liposolubles ou hydrosolubles en émulsion et des agents attractants
peuvent également étre appliqués par cette méthode. L’enrobage de matiére grasse

permet également de limiter la formation de fraintes lors du transport des granulés
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et ralentir le délitement des granulés dans I'eau.

Le processus de fabrication influence les caractéristiques physiques des granulés.
Aussi, les granulés pressés sont trés denses et ont une teneur maximale en matiére
grasse limitée & ~14%, ils sont ainsi du type « coulant ». A Iinverse, les granulés
extrudés ont une densité variable qui peut étre maitrisée, ils sont poreux et peuvent
étre « flottants », « coulants » ou « semi-flottants » et la proportion de matiére grasse
maximale autorisée par le process de fabrication est alors plus importante (25 a 30%)

|Guillaume et al., 1999].

2.3 Composition des aliments aquacoles

Les études réalisées depuis les années 50 pour déterminer les besoins nutritionnels
des poissons ont permis d’améliorer progressivement les performances des aliments
aquacoles.

Depuis les années 70, les aliments destinés aux poissons carnivores ont subi de
nombreuses évolutions afin de faire « mieux avec moins », le but étant de diminuer
la dépendance aux FP et de limiter la pollution par les déchets azotés et phosphorés

dans les fermes d’élevage [Médale et Kaushik, 2009].

2.3.1 Les farines et huiles de poisson

Pour 'alimentation des poissons carnivores, les producteurs d’aliments ont dans
un premier temps eu recours a l'utilisation massive des FP issues de captures de
poissons sauvages. Cette matiére premiére est une excellente source de protéines et
de lipides hautement digestibles (Tableau 3). Les FP sont également équilibrées en
acides aminés indispensables (AAI) et présentent de bonnes propriétés d’appétence

[Hardy, 2010].

Tableau 3 — Composition proximale de deux qualités de farine de poisson.

Matiére brute  Protéine Matiére grasse ~ Cendre  Energie (Kcal/g)
Farine 65 64,6-66,2 5,5-9,6 15,6- 21,4 4,60-4,78
Farine 72 71,3-71,6 1,895 11,0-16,8 4,30-4,94




32 CHAPITRE 2. L’ALIMENTATION EN PISCICULTURE

Néanmoins, dans un contexte de croissance importante de 1’aquaculture, leur
utilisation massive dans les aliments aquacoles n’est plus durable. La production
d’un kg de FP nécessite de 4 a 5 kg de poissons frais. L’huile de poisson, quant &
elle, représente 10% du poids de la farine produite [de Silva et Anderson, 1994].

Les poissons entrant dans la composition de la FP sont péchés dans ce but uni-
quement (péche minotiére) ou sont issus de captures accessoires résultant du chalu-
tage de poissons de consommation. Les principales espéces fourrages sont présentées

Figure 5.

. 4.5
Anchois # 5.6
3.8

Maqueraux

Allache ou sardinelle
Sardine

Hareng

Comeéte

Merlan bleu

Poisson sabre

Sprat

Capelan

[ Année 2014 W Année 2015

Menhaden écailleux

FIGURE 5 — Tonnage des principales espéces fourrages (millions de tonne). Anchois
(Engraulis ringens, Engraulis japonicus), Allache ou sardinelle (Sardinella spp), Ha-
reng (Clupea harengus), Maquereaux (Scomber japonicus, Rastrelliger kanagurta,
Scomber scombrus, Scomberomorus spp), Comete (Decapterus spp), Merlan bleu
(Micromesistius poutassou), Poisson sabre (Trichiurus lepturus), Sardine (Sardina
pilchardus, Sardinops melanostictus), Sprat (Sprattus sprattus), Capelan (Mallotus
villosus), Menhaden écailleux (Brevoortia patronus). Extrait de « Marine capture
production : major species and genera ». Données FAOSTAT, 2015.

En 2017, 4,6 millions de tonnes de FP ont été produites. Les cinq principaux
pays ' producteurs étaient le Pérou (16%), 'Europe des 27 (11%), le Vietnam (10%),
la Chine (10%) et le Chili (9%) (Figure 6).

Seuls certains pays comme la France, I’Allemagne, 1'Italie, I’'Espagne, le Canada,
la Namibie ou le Sénégal produisent exclusivement leur FP & partir de co-produits.
Au niveau mondial, la part de la production de FP issues des co-produits augmente.
Elle représentait environ 35% en 2012 [FAO, 2014| et devrait représenter 50% en
2020 [Jackson et Newton, 2016].

1. ou communauté de pays.
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FIGURE 6 — Carte des pays producteurs de farines de poisson (Données index mundi).

Estimation de la production en 2017.

La demande en FP toujours plus importante, cumulée a la raréfaction des stocks de

poissons fourrages a conduit, a une trés forte volatilité des prix des FP ces derniéres

années (Figure 7).
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FIGURE 7 — Evolution du prix des farines de poisson

. Données index mundi de 2018.
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2.3.2 Les farines d’origine végétale

Le développement de 'aquaculture ainsi que 'amélioration de sa durabilité re-
posent en grande partie sur l'identification de sources alternatives de protéines,
notamment d’origine végétale, moins coiiteuses que les FP et pouvant les substi-
tuer, sans pour autant compromettre les performances de croissance des poissons
d’élevage.

Il existe un grand nombre de sources de protéines d’origine végétale susceptibles
d’étre utilisées en aquaculture. Néanmoins, aucune d’entre elles ne réunit toutes les
qualités nutritionnelles des FP. Les produits végétaux oléagineux sont commercia-
lisés sous formes de tourteaux, c’est a dire de co-produits issus de l'extraction de
I’huile. Ces produits possédent entre 35 et 50% de protéines [Médale et Kaushik, 2009].
Il existe également des protéagineux tel que le pois ou le lupin de teneur plus faible
en protéines, 26 et 39% respectivement [Médale et Kaushik, 2009].

Ainsi, pour la plupart des farines d’origine végétale (FV), le taux de protéines
(30-40%) est bien plus faible que celui des FP. Pour compenser cette faiblesse, les
industriels ont développé les concentrés de soja et de colza ainsi que de gluten de
blé et de mais, qui contiennent 60 & 80% de protéines [Médale et Kaushik, 2009], et
qui sont de plus en plus utilisées dans les formules d’aliments. Toutefois, malgré leur
teneur élevée en protéines, ces matiéres premiéres possédent un profil en AAI moins
adapté aux besoins des poissons. En effet, elles ont généralement une teneur plus
faible en certains AA essentiels comme la méthionine et la lysine, voire parfois la
cystéine ou la thréonine [Médale et Kaushik, 2009]. Leur carence a pour conséquence
une diminution des performances zootechniques et de conversion alimentaire chez
de nombreuses espéces d’élevage, en particulier lors de tentatives de remplacement

total de la FP |[Daniel, 2018|.



Il est également bien décrit que les F'V contiennent des facteurs anti-nutrititionnels
(FAN) et des glucides qui affectent la digestibilité et les performances de 1’aliment
[Francis et al., 2001, Krogdahl et al., 2005, Welker et al., 2016]. Le Tableau 4 ré-
sume les principaux FAN retrouvés dans les F'V ainsi que leurs effets sur les poissons.

Tableau 4 — Principaux facteurs anti-nutritionnels des farines d’origine végétale.
[Médale et al., 2013].

Farine

Facteurs antinutrition- Tourtf:au Tourteau de P01s‘ dej Effet /fonction affectée
nels de soja de colza . pelliculé

lupin
Acide phytique X X X Digestion du P et des protéines
Allergénes X Immunité, entéropathies
Alcaloides X Appétit
Antivitamines X X Métabolisme
Glucosinolates X Appétit, hyperthyroidie
Inhibiteurs de protéinase X X X X Digestion
Lectines X X Absorption, entéropathies
Phytocestrogénes X X Reproduction
Saponines X X X Entéropathies, digestion
Tannins X X Digestion

Abréviation : P : Phosphate.

2.4 Performance des aliments a forte teneur en pro-
téines d’origine végétale chez les poissons car-

nivores

Réussir a atteindre les performances d’un aliment riche en FP avec de fortes
teneurs en F'V reste aujourd’hui un vrai challenge. De nombreuses études ont mis en
évidence que les FV impactaient & différents niveaux les performances des poissons

carnivores (pour revue Daniel, 2018).

2.4.1 Effets des protéines d’origine végétale sur le comporte-
ment alimentaire et les performances de croissance du

poisson carnivore

De nombreux travaux ont mis en évidence les effets négatifs des régimes ap-
pauvris en FP sur la prise alimentaire et les performances de croissance chez la
truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) |Gomes et al., 1995, Adelizi et al., 1998,
Francesco et al., 2004, Snyder et al., 2012|, le bar européen [Dias et al., 1997|, le

35
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turbot (Scophthalmus mazimus) |Fournier et al., 2004, Bonaldo et al., 2011], le sau-
mon de I’Atlantique (Salmo salar) |Berge et al., 1998, Sveier et al., 2001, Espe et al.,
2007, Torstensen et al., 2008|, la daurade royale (Sparus aurata) |Gomez-Requeni
et al., 2004], Panguille d’Australie (Anguilla australis) [Engin et Carter, 2005]. Tou-
tefois, d’autres études ne rapportent pas d’impact de la diminution des FP sur la
prise alimentaire [Carter et Hauler, 2000, Montero et al., 2005| et ce, méme pour
une substitution presque totale [Kaushik et al., 2004].

La qualité des matiéres premiéres et la stratégie de formulation sont détermi-
nantes dans ce genre d’étude. L’utilisation de mélange de plusieurs sources pro-
téiques d’origine végétale permet généralement d’obtenir des résultats positifs. Tou-
tefois, aujourd’hui, il est reconnu par la profession qu’en situation de production,
une réduction de la FP dans les aliments formulés pour les poissons carnivores, en-
traine une modification du comportement alimentaire du poisson, notamment sur le

long-terme et lors des périodes d’élevage plus stressante pour ’animal.

2.4.2 Effet des protéines d’origine végétale sur les perfor-

mances alimentaires du poisson carnivore

La baisse des performances zootechniques observées chez les poissons carnivores
nourris avec des F'V pourrait trouver son origine dans la digestibilité apparente des
protéines plus faible de ces FV [Gatlin et al., 2007]. En effet, plusieurs études ont mis
en évidence que les FV peuvent affecter la digestibilité des nutriments [Fontainhas-
Fernandes et al., 1999, Chong et al., 2002, Gaylord et al., 2004, Santigosa et al., 2008,
Richard et al., 2011, Santigosa et al., 2011a, Santigosa et al., 2011b, Li et al., 2013].
Ainsi, lors du remplacement de la FP par une ou plusieurs FV, il a été observé une
modification de capacité des poissons & digérer et a assimiler les nutriments qui peut
trouver son explication dans la présence de FAN, le déséquilibre en AA des protéines
d’origine végétale, la dénaturation des protéines lors du traitement thermique des
matiéres premieres ... etc.

De maniére intéressante, Santigosa et al. (2008) ont remarqué que lorsque la
daurade royale était nourrie avec des sources de protéines d’origine végétale, le pic
d’activité de la chymotrypsine & 6 h post-prandiale était diminué tandis que les

performances de croissance restaient similaires a celles des régimes a base de FP.
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En parallele, ils ont observé une augmentation de la longueur de l'intestin ainsi
que de 'activité de la trypsine, enzyme digestive intestinale. Il semble que la truite
arc-en-ciel soit également capable de mettre en place des mécanismes pour limiter
I'impact de I'inhibition du pic d’activité des protéases observé trois heures aprés la
prise alimentaire avec des FV. Santigosa et al. (2011a et 2011b) ont ainsi observé
que la diminution de ’absorption dans les caeca pyloriques est compensée par une
augmentation de ’absorption dans les segments médiaux et distaux de l'intestin, ce
qui permet de retarder ’absorption intestinale des nutriments.

Les enzymes de la bordure en brosse des entérocytes ainsi que les transporteurs
d’AA ou de peptides sont responsables de la phase finale de la digestion et de I’ab-
sorption des protéines [Klein et al., 1998]. L’'influence des FV sur 'activité de ces en-
zymes a été étudiée chez plusieurs espéces. Ainsi, I'utilisation de la farine de soja est
connue pour diminuer I'activité des enzymes de la bordure en brosse chez les salmo-
nidés [Olli et al., 1995, Bureau et al., 1998, Bakke-McKellep et al., 2000] ainsi que
I'activité de la y-glutamyltranspeptidase chez le bar européen |Tibaldi et al., 2006].
Des effets similaires sont observés avec de la farine de lupin et de colza. La farine
de lupin provoque une diminution de 'activité de la phosphatase alkaline, de la -
glutamyltranspeptidase et de la maltase chez la daurade royale ainsi qu'une baisse
de Tactivité de la maltase chez le poisson rouge (Carassius auratus). La farine de
colza entraine quant a elle, une diminution de l'activité de la phosphatase alkaline
et de la y-glutamyltranspeptidase chez la daurade royale mais aucune modifica-
tion chez le poisson rouge [Silva et al., 2010|. Une altération de I'absorption des AA
par les entérocytes a été mise en évidence chez la truite arc-en-ciel et la daurade
royale [Santigosa et al., 2011b|. La substitution totale de la F'P par des F'V entraine
une diminution de ’absorption globale des nutriments chez ces deux espéces. Ce-
pendant, pour une substitution de la FP & hauteur de 75%, I'absorption globale
des AA est maintenue chez la truite-arc-en-ciel contrairement a la daurade royale

[Santigosa et al., 2011b].
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La réduction des FP au profit des F'V entraine également, une modification dans
I'apport des micronutriments (notamment vitamines, minéraux et ions métaux).
Ainsi, des carences en certaines vitamines telles que la riboflavine, la niacine, 'acide
pantothénique et la vitamine B12 ont pu étre observées notamment chez le saumon
de " Atlantique [Bell et Waagbg, 2008]. L utilisation des protéines d’origine végétale
dans les formules alimentaires diminue ’apport en certains minéraux tels que le phos-
phore chez la truite arc-en-ciel en raison de la trés faible biodisponibilité de ce dernier
dans les FV |Cheng et al., 2016]. En effet, environ 75 % du phosphore contenu dans
les plantes se trouve sous la forme d’acide phytique [Lall, 1991| qui est difficilement
digestible par les poissons du fait d’une déficience en phytase [Kumar et al., 2012|.
Kaushik et al. (2004) ont observé une augmentation des rejets en azote et en phos-
phore chez le bar européen nourri avec des FV. La méme tendance a été observée
chez la truite arc-en-ciel par Lund et al. (2011). Ils ont également mis en évidence
que les truites arc-en-ciel excrétaient davantage d’azote ammoniacal indiquant un
déséquilibre dans la composition en AA des FV. Les poissons assimilant moins de
phosphore & partir des F'V générent des pollutions dans I’environnement contribuant
a une eutrophisation du milieu [GESAMP, 1996|. Enfin, Welker et al. (2016) ont mis
en évidence que les FAN présents dans les FV peuvent rendre les micronutriments

tels que le zinc indisponibles pour les poissons pouvant conduire a des carences.

Au contraire, d’autres travaux mettent par ailleurs en évidence que I’alimentation
a base de FV n’a pas d’effet négatif sur la digestibilité des nutriments chez certains
poissons. Ainsi, Hansen et al. (2006) ont rapporté que la morue (Gadus morhua) peut
étre nourrie avec des aliments a base de plantes avec un pourcentage atteignant 44%
sans aucun effet négatif sur la digestibilité des nutriments. Bonaldo et al. (2011) ont
montré chez le turbot que I'utilisation d’un mélange de protéines d’origine végétale
(tourteau de soja, farines de gluten de blé et de mais) ne provoquait pas d’impact
sur la digestibilité des ingrédients et ’histologie intestinale. Da et al. (2013) ont
constaté, chez les alevins de poisson-chat rayés (Pangasianodon hypophthalmus),
que le tourteau d’arachides peut étre utilisé pour remplacer la FP sans aucune
modification de la digestibilité de aliment. Santigosa et al. (2011a) concluent qu’il
est possible de substituer 75% des protéines et 66% des lipides d’origine marine par

des ingrédients d’origine végétale chez la daurade royale sans perturber les processus
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de digestion.

2.4.3 Effet des protéines d’origine végétale sur le métabo-

lisme du poisson carnivore

Le métabolisme des poissons carnivores peut étre profondément modifié lorsqu’ils
sont nourris avec des régimes contenant des teneurs élevées en FV. Ainsi le métabo-
lisme des lipides est particuliérement affecté par 'utilisation de FV. L’utilisation de
régimes a forte teneur en FV (>50% de remplacement de la FP) peut conduire a4 un
dépot plus important de lipides chez le bar européen (Kaushik et al., 2004). Tocher
et al. (2003) ont observé, chez le saumon de "’ Atlantique nourri avec des ingrédients
d’origine végétale, une augmentation des concentrations de triacylglycérol dans le
foie. D’autres études ont par contre démontré que l'utilisation de FV dans I’alimen-
tation entrainent un effet hypolipémiant. Cela peut étre expliqué par la faible teneur
en cholestérol des ingrédients d’origine végétale [Yun et al., 2011|. Plus précisément,
I'utilisation importante de FV dans les formules alimentaires entraine une diminution
de la taille du foie, de la concentration plasmatique de triacylglycérol et de la produc-
tion de lipide chez la morue [Espe et al., 2010, Hansen et al., 2011]. Une réduction
de la teneur plasmatique en cholestérol a également été rapportée chez la daurade
royale [Gomez-Requeni et al., 2004] et la truite arc-en-ciel [Kaushik et al., 1995|.

Chez la morue, il a été démontré que l'utilisation de FV a hauteur de 75% per-
turbe 'anabolisme des protéines |Lie et al., 2011] et réduit la rétention en protéines
[Hansen et al., 2007]. Chez le turbot, les régimes contenant de fortes teneurs en FV
induisent une forte activité du catabolisme des protéines conduisant a la diminution
des taux d’accrétion azotée |[Fournier et al., 2004].

Seules quelques études menées chez les poissons carnivores ont démontré 1’ab-
sence d'impact des F'V sur le métabolisme. Elles ont généralement été menés avec
des taux d’incorporation des FV faibles a modérés (<50%). Par exemple, Rodiles
et al. (2015) ont montré qu’il était possible de remplacer 30% des FP par des FV
telles la farine de soja, le concentré de protéines de soja et la farine de gluten de
blé chez la sole sénégalaise (Solea senegalensis) sans induire de modification dans
la composition des filets, du profil des acides gras ni des métabolites plasmatiques,

hépatiques ou musculaires.
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2.4.4 Effet des protéines d’origine végétale sur la composition

de la chair du poisson carnivore

La composition des formules alimentaires influence directement la composition
biochimique des poissons [Zhou et Yue, 2010]. Les professionnels et le consommateur
final portent une attention particuliére a la qualité de la chair des poissons d’élevage.
C’est, pourquoi des travaux ont étudié la modification de la composition biochimique
des poissons carnivores nourris avec des fortes teneurs en FV [Daniel, 2018|. Plu-
sieurs études ont également abordés les aspects de qualité de la chair.

Certains auteurs ont ainsi rapporté que les protéines végétales induisent une di-
minution de la qualité de la chair chez la truite arc-en-ciel [De Francesco et al., 2004,
Alami-Durante et al., 2010] et chez la sole sénégalaise [Valente et al., 2016]. Des ré-
sultats contradictoires ont été obtenus chez la sole sénégalaise avec des taux d’in-
clusion de FV de 30% [Rodiles et al., 2015| et de 75% [Cabral et al., 2013, Moreira
et al., 2014]. Chez la truite arc-en-ciel Kaushik et al. (1995) n’ont pas observé de
modification de la qualité de la chair. Les FV n’altérent également pas la composi-
tion de la chair chez la daurade royale [Matos et al., 2012|, la bréme (Pagrus magjor)
[Aoki Hamashima et al., 1996], le pacu (Piaractus mesopotamicus) [Hisano et al.,

2016] et le saumon de I’Atlantique [Johnsen et al., 2011].

2.4.5 Effet des protéines d’origine végétale sur la santé du

poisson carnivore

L’utilisation des FV dans les formules alimentaires peut également induire un
stress nutritionnel affectant la santé des poissons [Vilhelmsson et al., 2004, Sissener et
al., 2013]. C’est le cas notamment chez les salmonidés et 'utilisation de farine de soja
qui peut provoquer des phénoménes d’inflammation dans la partie distale de I'intes-
tin [van den Ingh et al., 1991, Baeverfjord et Krogdahl, 1996, Krogdahl et al., 2005,
Uran et al., 2008]. Les entérites résultantes sont caractérisées par des altérations de
la muqueuse intestinale se traduisant par une diminution de la longueur des replis
intestinaux, un amincissement de la lamina propia et de la sous-muqueuse, une dimi-
nution du nombre de vacuoles supranucléaires ainsi que par une infiltration de leu-

cocytes dans la lamina propia et la sous-muqueuse |[Baeverfjord et Krogdahl, 1996].



Des effets similaires ont été rapportés chez la carpe commune Cyprinus carpio
[Urén et al., 2008 et le sar & museau pointu Diplodus puntazzo |Ferrara et al., 2015].
Chez la truite arc-en-ciel, 'utilisation de farine de soja diminue ’expression de genes
liés a la survie et au renouvellement cellulaire alors que ceux liés aux réactions immu-
nitaires et a 'apoptose sont surexprimés [Overturf et al., 2012]. Cette modification
de I'expression des génes impliqués dans la réponse immunitaire avait également été
observée chez le saumon de 1’Atlantique par Lilleeng et al. (2009). Ils ont mis en
évidence une diminution de l'expression de TGF-f (Transforming Growth Factor )
et de GILT (Interferon-v inducible lysosomal thiol reductase) lors des stades pré-
coces de l'entérite. Ces entérites diminuent les défenses immunitaires des poissons
[Bakke-McKellep et al., 2000, Sitja-Bobadilla et al., 2005| et seraient la conséquence
de la présence de FAN présents dans les FV [Hardy, 2010].

D’autres études ont au contraire mis en évidence qu’il était possible de remplacer
la FP par de la FV sans affecter la santé des poissons. C’est le cas notamment de
la morue qui peut étre nourrie avec des FV a hauteur de 44% sans perturber les
fonctions de l'intestin ou du foie [Hansen et al., 2006|. De la méme maniére, il est
possible de nourrir des daurades royales avec 50% de FV sans impacter 'immunité

ni déclencher de stress oxydatif [Sitja-Bobadilla et al., 2005].

Comme le montrent les études citées précédemment, 'impact des F'V sur les per-
formances de croissance, la digestibilité, la qualité de la chair ou la la santé est
désormais bien documenté. Depuis peu de temps, le développement des analyses
transcriptomiques haut débit a permis de mener des analyses approfondies sur les
perturbations métaboliques liées au remplacement des FP par des F'V chez le pois-
son [Qian et al., 2014, Martin et al., 2016, Sudhagar et al., 2018|. Les résultats des
analyses transcriptomiques obtenus chez le bar européen nourris avec un aliment
riche en FV et supplémenté en hydrolysat dans le cadre de ce travail de thése fe-
ront I'objet du chapitre « Caractérisation fonctionnelle : identification de marqueurs

transcriptomiques pour la mesure de la performance des hydrolysats » page 175.

41
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2.5 Optimisation des régimes alimentaires riches en

farines d’origine végétale

La réduction des FP au profit des FV dans les aliments destinés aux poissons
carnivores nécessite généralement d’adapter les formulations alimentaires, soit en
modifiant les processus de fabrication des aliments soit en supplémentant les for-
mules avec des additifs spécifiques. Ces optimisations peuvent ainsi permettre de
restaurer des performances de croissance similaires a celles observées avec un régime

alimentaire riche en FP.

2.5.1 Supplémentation en acides aminés essentiels des ré-

gimes alimentaires riches en farines d’origine végétale

Une méthode efficace pour 'amélioration de la formulation des régimes riches en
FV consiste a les supplémenter avec les composés qui leur font défaut dans le but
d’équilibrer les formules alimentaires pour répondre aux besoins nutritionnels des
poissons carnivores. C’est par exemple le cas de certains AAI tels que la méthio-
nine, 'arginine et la lysine. On observe une amélioration des performances alimen-
taires lorsque les FV sont supplémentées avec ces AA [Bautista-Teruel et al., 2003,
Espe et al., 2006, Goda et al., 2007, Médale et Kaushik, 2009].

La lysine et la méthionine sont deux éléments essentiels de 1’alimentation car elles
interviennent dans le métabolisme des protéines et des lipides chez de nombreuses
espéces de poissons [Walton et al., 1984a, Marcouli et al., 2006, Espe et al., 2008|.
La supplémentation en lysine permet ainsi de moduler le métabolisme lipidique et
de diminuer les dépots lipidiques chez la morue [Hansen et al., 2011] et la truite
arc-en-ciel [Gibson Gaylord et al., 2007]. Il est important de ne pas modifier la com-
position biochimique des poissons car 1’exces de graisse entraine une baisse de qua-
lité de la chair et le rejet de la part des consommateurs. De plus, la restauration
des profils alimentaires en AA permet d’augmenter l'accrétion protéique chez la
truite arc-en-ciel |Rolland et al., 2015] mais également de réduire 'excrétion d’azote
ammoniacal et de phosphore [Cheng et al., 2003]. La lysine et la méthionine sont

également nécessaires a la biosynthése de la L-carnitine et au métabolisme énergé-
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tique chez les poissons |Tanphaichitr et al., 1971|. La L-carnitine joue un role dans la
croissance des animaux, réduisant simultanément ’accumulation de graisse dans les
tissus des poissons et augmentant 'oxydation des lipides pour produire de I’énergie
[Harpaz, 2005, Ozorio, 2009]. Il est également possible de supplémenter les régimes
riches en FV directement avec de la L-carnitine pour favoriser la croissance tout en
diminuant le taux de graisse intrapéritonéale et les teneurs en lipides chez la perche
(Bidyanus bidyanus) [Yang et al., 2012].

L’ajout de taurine permet d’augmenter les performances de croissance chez la
truite arc-en-ciel et le charbonnier (Anoplopoma fimbria) |Gibson Gaylord et al.,
2007, Johnson et al., 2015| mais également d’améliorer 'immunité et de réduire les
niveaux d’excrétion d’ammoniac chez le poisson-chat jaune (Pelteobagrus fulvidraco)
[Li et al., 2016].

De nombreux travaux montrent qu’il est possible de compenser les carences en
micro-nutiments liés a 'incorporation de F'V dans les aliments par 'ajout de complé-
ments alimentaires. C’est le cas de la vitamine B peu présente dans les F'V qui est es-
sentielle pour le fonctionnement du métabolisme des animaux [Hansen et al., 2015|.
Lee et al. (2010) suggérent d’utiliser la farine d’os de poissons comme source de
calcium et de phosphore. Néanmoins, il faut étre prudent avec 'ajout de calcium
et de phosphore dans I'alimentation car il a été démontré qu’en exceés, ils réduisent
'activité de la phytase? chez les poissons [Vandenberg et al., 2012]. Cela pourrait
étre lié a la formation de complexes de calcium-acide phytique insolubles qui rendent
'acide phytique alimentaire insensible a la phytase [Qian et al., 1996].

Il est également possible d’ajouter du cholestérol pour augmenter la prise ali-
mentaire et la croissance avec des régimes riches en FV [Twibell et Wilson, 2004,

Yun et al., 2012].

2.5.2 Amélioration de la digestibilité des aliments & forte te-
neur en farines d’origine végétale
De nombreux travaux de recherche ont également été menés pour améliorer la

digestion des FV chez les poissons carnivores. Ils ont montré que la supplémenta-

tion des formules alimentaires avec certains additifs zootechniques permettait d’en

2. Voir paragraphe suivant
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améliorer les performances.

Des enzymes peuvent ainsi étre ajoutées lors de la formulation des aliments. La
xylanase permettrait d’obtenir de meilleures performances de croissance des poissons
en améliorant les capacités de digestion des glucides (arabinoxylanes) par la flore
intestinale [Dumitrescu et al., 2011, Jiang et al., 2016]. Papatryphon et al. (2001)
ont démontré que la supplémentation en phytase dans les aliments augmente la
digestibilité apparente des protéines ainsi que ’absorption de phosphore chez le bar
rayé (Morone sazatilis).

Il est également possible de supplémenter les aliments avec des acides orga-
niques qui induisent une augmentation de I'absorption du phosphore dans 'intestin
[Ravindran et Kornegay, 1993]. Overland et al. (2000) pensent que les acides or-
ganiques, en abaissant le pH dans le systéme digestif, augmentent la capacité du
phosphore a se lier & divers cations. De plus, les oligo-éléments chélatés sont plus
stables dans le tube digestif car ils sont moins susceptibles de se lier avec d’autres
molécules organiques [Bharadwaj et al., 2014]. L’acide citrique et I’acide formique
dans les régimes alimentaires a base de protéines d’origine végétale améliorent ainsi
la biodisponibilité et la rétention de certains minéraux (Ca, Mg, Na, K, Zn et Mn)
chez les poissons [Sugiura et al., 2000, Sarker et al., 2012a, Zhang et al., 2016]. Les
concentrations plasmatiques post-prandiales de minéraux sont ainsi plus importantes
chez la truite arc-en-ciel alimentée avec des FV supplémentées avec du phosphate de
calcium [Antony Jesu Prabhu et al., 2014]. Sarker et al. (2012b) ont observé que la
supplémentation en acide citrique (et en acide gras) dans le régime alimentaire végé-
tal augmente significativement la rétention de phosphore et d’azote chez la limande
(Limanda limanda), diminuant ainsi leur excrétion dans l'eau.

L’acide citrique peut également étre utilisé pour baisser le pH dans 'estomac
permettant d’améliorer 'activité de la pepsine et la digestion des protéines chez les

animaux [Mroz et al., 2000].

2.5.3 Procédés industriels pour I’amélioration des farines d’ori-
gine végétale

L’application de traitements spécifiques au moment de la fabrication des FV per-

met de limiter leur teneur en FAN. On retrouve notamment les procédés suivants :
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la concentration et 'extraction sélective des protéines a I'aide de solvants ou le trai-
tement thermique. C’est le cas notamment pour la farine de soja qui constitue I'une
des meilleures sources de protéines en remplacement des FP [Lemos et al., 2000|.
Toutefois, sans traitement préalable, la farine de soja ne peut étre incorporée a
de fortes concentrations dans les formules alimentaires en raison des FAN qu’elle
contient ® [Rumsey et al., 1994, Anderson et Wolf, 1995].

Comme beaucoup d’autres FV, la farine de soja a un profil en AAI déséqui-
libré en comparaison aux besoins en AAI du poisson et sa digestibilité est plus
faible qu'une FP [Wilson, 1989, Floreto et al., 2000]. Cependant, il est possible de
pallier ce probléme en réalisant une fermentation a 1’état solide en utilisant des
micro-organismes. La farine de soja ainsi traitée voit sa digestibilité augmentée et
le métabolisme des animaux amélioré [Holker et Lenz, 2005], grace a 'augmenta-
tion de la disponibilité des micro-nutriments (vitamine A et B) et de la teneur en
AAI [Weng et Chen, 2010]. Il serait ainsi possible de diminuer 'ajout de micro-

nutriments et d’AAI dans les aliments riches en FV.

2.5.4 Diversification alimentaire de ’apport en protéines d’ori-
gine végétale

Le mélange de différentes sources de F'V dans les formules alimentaires destinées
aux poissons carnivores permet également de limiter les effets négatifs observés lors-
qu’une seule source de FV est utilisée [Liti et al., 2006]. Une amélioration des perfor-
mances de croissance a ainsi été observée chez la truite arc-en-ciel [Lund et al., 2011],
la sole sénégalaise [Valente et al., 2016], le turbot [Bonaldo et al., 2011] et la morue
[Hansen et al., 2011], espéce pour laquelle, le mélange des FV est & méme de com-
penser les carences en méthionine et en lysine. Chez la daurade royale, un mélange de
farines de gluten de mais, de gluten de blé, de pois extrudés et de tourteau de colza
équilibrés avec des AAT améliore I’accrétion protéique [Gomez-Requeni et al., 2004].

Enfin, il est également possible d’utiliser alternativement des aliments riches en
FP et des régimes riches en FV pour supprimer ou limiter les carences dues aux FV
[Nandeesha et al., 2002].

D’autres stratégies sont également possibles comme 'utilisation de F'V génétique-

3. Cf. Tableau 4 page 35.
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ment modifiées, de probiotiques ou de nombreux additifs alimentaires, mais celles-ci
seront abordées dans la partie « Développement d’aliments fonctionnels destinés a

améliorer la résistance des poissons » page 85.

Pour résumer, quelques succés de substitutions partielles ou totales de la FP au
profit des F'V chez le poisson sont présentées dans le Tableau 5. Les taux d’inclu-

sions des FV varient en fonction des espéces.

Tableau 5 — Exemples de quelques études sur I'inclusion des farines d’origine végétale
sans altération des performances de croissance des poissons. Modifié d’aprés Daniel,

2018.

Espéce Régime Inclusion Référence
Farine de soja, blé complet, farines de gluten

Truite arc-en-ciel de mais et de blé. Supplémenté avec de la ly- 50% Cheng et al., 2003
sine

Truite arc-en-ciel Combinaison de pois, de haricots et de colza 44% Lund et al., 2011
Gluten de mais, concentré de protéines de soja

Truite arc-en-ciel jaune et farine de gluten de blé. Supplémenté  100% Lee et al., 2010
avec des AAI et du phosphate inorganique
Concentrés de protéines de pois, de canola, de

. . pomme de terre et de soja. Supplémenté avec

Truite arc-en-ciel des AAI, de la farine de krill et la fraction hy- 100 % Zhang et al., 2012
drosoluble de krill comme appétant

Bar européen Farn}es de gluten de rnats ot de blé, blé ex- 95 % Kaushik et al., 2004
trudé, tourteaux de soja et de colza
Farines de glutens de mais et de blé, pois ex-

Daurade royale trudés, tourteau de colza. Supplémenté avec 100 % Gomez-Requeni et al., 2004
des AAI
Farines de gluten de mais et de blé, petits pois

Daurade royale extrudés, tourteau de colza et blé entier ex- 75 % de Francesco et al., 2007
trudé
Meélange de farine de soja, concentrés de pro-

Morue téines de soja et de gluten de blé. Supplémenté 50 % Hansen et al., 2007
avec de la lysine et de la méthionine

Cobia Concentré de protéines de soja 94 % Salze et al., 2010

Turbot Mélange de farm“es de soja, de gluten de blé et 52 % Bonaldo sextitet al., 2011
de gluten de mais

Turbot Mélange de /gluten de’z.ble7 de fa.rlne de soja et 50 % Bonaldo et al., 2015
de concentré de protéines de soja

Carpe de roseau ia;;:es de graines de coton, de tournesol et de % Kopriicii et Sertel, 2012
Pois concentrés de protéines de soja et de

Sole sénégalaise pommes de terre, farines de soja, de gluten de 75 % Cabral et al., 2013
blé et de mais. Supplémenté avec des AAI

Sole sénégalaise Farmt.e de soja, de concer}tre protéique de soja 30 % Rodiles et al., 2015
et farine de gluten de blé

Sole sénégalaise bllemge de tourteau‘x de soja, de pois, de glu- 75 % Valente et al., 2016
ten de mais et de blé

Tambour rouge gizgge de concentrés de protéines de soja et 50 % Rossi et al., 2013

Carpe commune Graines de caoutchouc dégraissées 50 % Suprayudi et al., 2015

Corvina & nageoires Melange de concentrés de protéines de soja et 75% Minjarez-Osorio et al., 2016

courtes de mafs

Tilapia Tourteau de coton et son de blé 100 % Liti et al., 2006
Meélange de farines de soja et de gluten de blé.

Esturgeon sibérien Supplémenté avec AAT et du phosphate mono- 100 % Yun et al., 2014

calcique

Abréviations : AAI : acide aminé indispensable. FV : farine d’origine végétale.
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2.5.5 Les aliments aquacoles — évolution récente

Les premiers travaux expérimentaux réalisés sur la substitution des FP par des
FV avaient conduit & des baisses de performances chez le poisson carnivore. Néan-
moins, depuis les années 80, des améliorations significatives ont été apportées aux
matiéres premiéres d’origine végétale permettant ainsi d’augmenter la part des FV
dans les aliments aquacoles sans modification des performances.

Aujourd’hui, les aliments commerciaux peuvent contenir jusqu’a 80% de pro-
téines d’origine végétale (% de la protéine totale de l'aliment) grace a différentes
évolutions technologiques. I.’amélioration des performances trouve son origine dans
I’application de nouveaux procédés de fabrication des matiéres premiéres et des ali-
ments permettant de limiter facteurs anti-nutritionnels des F'V et d’augmenter la

valeur énergétique des aliments (Figure 8).
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FIGURE 8 — Développement des aliments aquacoles pour la salmoniculture en Nor-
vége [Tacon et al., 2011].
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Ces avancées techniques fondamentales se sont traduites par la diminution ef-
fective de la part des FP dans les aliments tout en améliorant les taux de conver-
sion des principales espéces de poissons carnivores (Figure 9). A I'horizon 2020,
les projections prévoient un taux d’incorporation des FP compris entre 1 et 12%
[Tacon et al., 2011] et leur utilisation pourrait étre quasiment nulle vers 2040 [Duarte

et al., 2009].
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FIGURE 9 — Evolution de la part de farine de poisson (ligne pleine) dans les aliments
pour poissons carnivores et taux de convertion correspondants (ligne en pointillés),
d’aprés les données de Tacon et Métian (2008).

2.5.6 Les aliments aquacoles — le futur

Les études sur les aliments aquacoles se poursuivent et se concentrent toujours
sur le remplacement des FP.

En 2000, 'utilisation de farines issues d’animaux terrestres dans les aliments
déstinés aux animaux d’élevage (y compris ceux destinés a aquaculture) a été in-
terdite en Europe en raison de la crise sanitaire de la vache folle (Arrété du 14
novembre 2000). Ces sources de protéines restent cependant utilisées dans de nom-

breux pays d’Asie et d’Amérique. En 2013, I'utilisation de farines animales a été
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de nouveau autorisée pour 'alimentation des poissons d’élevage sous la forme de
Protéines Animales Transformées (PAT) par la Commission Européenne. Ces PAT
sont désormais produites a partir de co-produits d’animaux destinés a ’alimentation
humaine contrairement aux farines animales qui provenaient d’animaux destinés a
I'incinération ou a l'utilisation comme matiéres fertilisantes. Néanmoins, les inquié-
tudes des consommateurs ameénent les producteurs d’aliments & ne pas considérer
ces sources de protéines dans les aliments aquacoles proposés en Europe.

En revanche, les co-produits d’origine marine (crustacés, mollusques et poissons)
sont une source intéressante de protéines pour ’alimentation aquacole car elles sont
mieux acceptées par les consommateurs. Outre leur transformation en farines, ils
peuvent étre également valorisés sous forme d’hydrolysat protéiques. Ce sujet sera
abordé dans le chapitre suivant : « Les hydrolysats de co-produits d’origine aqua-

tique » page 53.

D’autres matiéres premiéres candidates pour le remplacement des FP sont égale-

ment considérées par les fabricants d’aliments aquacoles :

Le krill

Le krill est une source de protéines trés intéressante. En effet, elle couple un profil
en AAT proche de celui des FP (Tableau 6) avec de bonnes propriétés appétentes.
C’est pourquoi, la farine de krill est souvent utilisée dans des aliments a base de FV
[Hatlen et al., 2017].

Tableau 6 — Comparaison de la composition de la farine de krill et des farines de
poisson [Médale et Kaushik, 2009).

AAI Farine de Krill  Farine de poisson
Protéines brutes 60,0 66,0-72,0

Arginine 6,0 5,8
Histidine 2,0 2,4
Isoleucine 4.9 4.3
Leucine 7,6 7,2
Lysine 8,2 7,5
Méthionine-Cystéine 4,8 3,7
Phénylalanine-Tyrosine 8,7 7,0
Thréonine 4,3 4,2
Tryptophane 1,2 1,0
Valine 5,4 5,1

Néanmoins, la farine de krill est trés riche en fluor (1 000 a 6 000 mg/kg), ce qui

limite son utilisation, la limite de fluor étant fixée a 150 mg/kg aliment sec par une
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directive européenne de 1999. Enfin, les ressources mondiales en krill sont limitées,
la biomasse est estimée a 44 millions de tonnes, et d’importants quotas de péche sont

imposés. En 2014, 316 408 tonnes de krill* (Euphausia superba) ont été péchées.

Les insectes

Depuis quelques années, les insectes font 1’objet d’un fort engouement pour la
production de farine. En effet, la Commission Européenne a autorisé leur utilisation
dans I’alimentation aquacole depuis le 1¢" juillet 2017. Sept espéces sont concernées :
la mouche soldat noire (Hermetia illucens), la mouche domestique (Musca domes-
tica), le ténébrion meunier ( Tenebrio molitor), le petit ténébrion mat (Alphitobius
diaperinus), le grillon domestique (Acheta domesticus), le grillon domestique tropi-
cal (Gryllodes sigillatus) et le grillon des steppes (Gryllus assimilis). Le tableau 7
présente les taux de protéines dans les farines d’insectes autorisées.

Tableau 7 — Quantités de protéines dans les farines d’insectes autorisées en alimen-
tation aquacole.

Espéce Quantité de protéines Reéférence
Hermetia illucens 42.1% Sanchez-Muros et al. (2014)
Musca domestica 37,5% Sanchez-Muroset al. (2014)
Tenebrio molitor 47,.8-67,3% Sanchez-Muros et al. (2014)

Alphitobius diaperinus 60,0% Adamkova et al. (2016)
Acheta domesticus 66,6% Sanchez-Muros et al. (2014)
Gryllodes sigillatus 56,8% Hall et al. (2017)

Gryllus assimilis 56,5% Bednarova et al. (2014)

Le profil en AAI qui est dépendant de I'espéce, est proche de celui de la farine
de soja [Barroso et al., 2014]. Leur utilisation chez la truite arc-en-ciel [St-Hilaire et
al., 2007, Sealey et al., 2011], le tilapia ( Oreochromis niloticus) |Jabir et al., 2012] et
le turbot [Kroeckel et al., 2012] & hauteur de 30% ne diminuerait pas la croissance
des poissons. Cependant, I'inclusion de teneurs élevées, peut modifier la qualité de
la chair et la composition en lipides [Mancini et al., 2017]. Ainsi, la teneur précise en
farine d’insectes qu’il est possible d’incorporer dans les formules alimentaires reste a
déterminer précisément pour chaque espéce. Toutefois, aujourd’hui, la disponibilité
en farines d’insectes reste trés limitée et, & court-terme, ne permet pas d’envisager

une incorporation a des teneurs ¢élevées dans les aliments aquacoles.

4. Données FAOSTAT.
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Les micro-algues

Les farines de micro-algues représente une source de protéines alternatives a la FP
interessante car elles peuvent contenir jusqu’a 70% de protéines et leur profil en AA
est adapté aux poissons d’élevage. A des taux d’inclusion relativement bas (2-10%),
elles semblent présenter de nombreux effets bénéfiques sur les poissons (réduction du
stress, croissance et santé des poissons) et les phénoménes d’inflammation intestinale.
Elles posseédent également des propriétés appétentes et d’agent liant, cette derniére
influencant la texture des aliments. Toutefois, au dela de 10% d’inclusion, les études
ont montré une baisse de la croissance et de 'appétence [Sheikhzadeh et al., 2012,
Norambuena et al., 2015]. Les micro-algues sont également trés regardées pour leur
teneur en acides gras oméga-3 [Sarker et al., 2016] et en molécules antioxydantes
tels que les caroténoides [Spolaore et al., 2006, Gouveia et al., 2008]. Tout comme

les farines d’insectes, leur disponibilité reste actuellement trés faible.
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3 Les hydrolysats de co-produits d’ori-

gine aquatique

3.1 Les co-produits d’origine aquatique

Les co-produits d’origine aquatique représente une excellente source de protéines
et leur disponibilité est importante. Ils proviennent des usines de transformation
des poissons (téte, viscéres, chute de parage, arétes, peau, écailles et queue) et des
crustacés (céphalothorax) destinés a la consommation humaine. Les co-produits re-
présentent en moyenne entre 30% et 60% du poids des animaux et le volume annuel
a été estimé & 63 millions de tonnes [Rai et al., 2012].

Le volume de co-produits générés ne devrait pas diminuer dans les prochaines
années car la part de produits de la mer transformés et consommés (filet de poisson,
crevettes décortiquées) ne cesse de progresser par rapport aux produits de la mer
entiers [FAO, 2016b].

La gestion et la valorisation des déchets restent des enjeux majeurs. Les coiits
environnementaux et les pressions économiques sont au cceur des préoccupations de

toutes les filiéres industrialisées.

93
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La filiére piscicole intégre de mieux en mieux ces questions d’impacts et de valori-

sation (Figure 10). Néanmoins il s’agit majoritairement d’un « re-traitement » des

co-produits (engrais, combustibles, biocarburant) qui n’apporte que peu de valeur

ajoutée au produit fini[FAO, 2012].

Téte (9-12%)

Arétes (9-15%)
+ Farine

Carcasse (15-20%)

+ Farine
* Collagéne +  Pulpe
. Gélatine M Huile

Farine
Alimentation
huile

Vicéres (12-18%)

* Farines
* Alimentation
*  Huile

* Enzymes

N N

Filet (40-60%)
Alimentation humaine

Peau (1-3%)
* Farine
Collagéne
Gélatine
Cuir

FIGURE 10 — Principales voies de valorisation des co-produits de poissons.

Seules quelques applications générent une meilleure valeur ajoutée, d’une part,

en nutrition humaine et animale en raison de la forte teneur en protéines et en acides

gras insaturés oméga-3 (EPA et DHA), et d’autre part, en santé humaine grace a la

production de composés fonctionnels [Suleria et al., 2015|. Le Tableau 8 présente

succinctement les principales valorisations agroalimentaires et pharmaceutiques des

co-produits d’origine aquatique.

Tableau 8 — Principales applications alimentaires et pharmaceutiques des co-produits
d’origine marine [Suleria et al., 2015].

Catégorie IV‘Iolec%lles Applications Source majeure App!lcatlon en
bioactives santé
Peptides et N Enduit comestible dans I'industrie . Anti-oxidant, anti-
L. Collagéne . . Poissons . A
protéines de la viande (ex : saucisses) hypertensif et anti-age
o - . - Pré i ite-
Alad Stabilisant, texturant ou épaissis- Poissons, en particulier revention et tralFe
Gélatine . . s . ment de la gastrite
sant dans les aliments allégés d’eau froide . .
atrophique chronique
Mollusques, crustacés, .
. - . . A 1 -
Albumine Fouetter, suspendre ou stabiliser poissons & faible teneur .nt%coagu ant et an
‘s tioxidant
en matieére grasse

Amélioration du
Chitine, Gélifiants, films protecteurs comes- transit, réduction

Poly- . - . ; 1 Crevettes, crabe, ho- X .
. chitosan, et  tibles, clarification et désacidifica- . de D’absorption des

saccharides P . . mard et krill .. .
dérivés tion des fruits lipides,  antitumoral,

bactéricide et fongicide
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Tableau 8 — Principales applications alimentaires et pharmaceutiques des co-produits
d’origine marine [Suleria et al., 2015 (Suite).

Catégorie

Molécules
bioactives

Applications

Source majeure

Application en
santé

Acides gras

Enzymes
marines

Vitamines
et sels
minéraux

Acides gras
Oméga-3

Pepsines,
gastri-
cines et
chymosines

Protéases
A sérine et
cystéine

Lipases

Trans-
glutaminases

Vitamines
(lipo- et
hydro-
solubles),
Fe, I, Mn
et Zn

Nutraceutiques (huile et capsules
de poisson), enrichissement du bé-
tail, aliments pour animaux et pré-
parations pour nourrissons

Digestibilité du lait et des aliments
pour poissons a présure froide

Stabilisation de la couleur dans
les produits alimentaires, atten-
drissage de la viande, durcissement
du hareng, fermentation du calmar

Nombreuses utilisations dans 1’in-
dustrie des graisses et des huiles

Amélioration des gels

Industrie alimentaire, pharmaceu-
tique et nutraceutique

Presque toutes les
sources marines.

Divers viscéres de corps
de poissons

Crustacés, mollusques
et calmar a nageoires
courtes.

Morue franche,
phoque, saumon,
sardine, maquereau

indien et daurade
Daurade rouge, truite
arc-en-ciel, maquereau,
doré jaune, foie de go-
berge et pétoncle

Presque toutes les
sources marines.

Développement visuel
et  neuronal, dimi-
nution du risque de
problémes cardiovas-
culaires, amélioration
de Darthrite et de
I’hypertension

Complément  alimen-

taire

3.2 L’hydrolyse de protéines

Deux types d’hydrolyse protéique sont couramment utilisées par les industries

agroalimentaires.

L’hydrolyse chimique, qui conduit au clivage d’une molécule mére en deux molé-

cules filles par une molécule d’eau. Elle se produit généralement en milieu fortement

acide ou basique et a4 haute température.
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L’hydrolyse enzymatique, qui est quant a elle catalysée par une enzyme. Le
site d’hydrolyse d’une protéine se situe au niveau de la liaison peptidique libérant
2 peptides (Figure 11 A). L’hydrolyse d’une protéine va conduire a la production
de peptides hydrolytiques sous 'action des endoprotéases et a la libération d’acides
aminés libres sous 'action des exoprotéases. Un hydrolysat protéique est donc un
mélange de peptides hydrolytiques et d’acides aminés libres (Figure 11 B). Leur
proportion relative variera en fonction des paramétres de process et des spécifica-
tions de(s) enzyme(s) utilisée(s). A 'échelle industrielle, ’hydrolyse enzymatique se

déroule en différentes étapes qui sont présentées en Figure 11 C.

liaison C. i i .
A piigs | Matiére premiére (Tissus) |
0 A o ™ S o l
[ [ 41 N i I A
NH,~CHTC——NH —CH—C~—OH + H—0OH —>» NHQ--(TH ~C—OH + NH," (‘EH C—OH Homogénéisation
. - rd ! i (Broyage)
g g " i
o l‘—i Température et pH !
— —_— —— e |
fonction fonction acide fonction . .
amide carboxylique  amine Ajoutde l'enzyme - - o oo

| Température 1
1 , ]
:_Duree de I’hydrolyse 1
_______________ 1
Inactivation del'enzyme

, (Chauffage)
y

B- L S
) Hydrolysat Refroidissement

7 A °c s et :‘"

Enzymes ?e"? > ] l
Centrifugation/Filtration
Peptides Acides aminés
Iydrolytiques libres l

Concentration/Séchage

l

‘ Hydrolysat protéique |

FIGURE 11 — Principes généraux de la réaction d’hydrolyse enzymatique. A. Prin-
cipe de la réaction d’hydrolyse intervenant au niveau de la liaison peptidique d’une
protéine. B. Cinétique de dégradation aboutissant & la production d’un hydrolysat.
C. Différentes étapes d’une hydrolyse enzymatique industrielle. Les paramétres a
maitriser sont encadreés.

Il est possible de classer les hydrolyses enzymatiques en 2 grandes catégories :
I’autolyse et I’hétérolyse. Dans le cas de 'autolyse, ce sont les enzymes endogénes
des matiéres premiéres (viscéres de poissons, tétes de crevettes, ...), gastriques,
pancréatiques (pepsine, trypsine, chymotrypsine) et lysosomales (cathépsines), qui
catalysent I’hydrolyse |Raa et Gildberg, 1982|. L’autolyse a l'avantage d’étre rela-
tivement facile a mettre en ceuvre car elle ne nécessite pas I'ajout d’enzymes. En

revanche, ’autolyse est difficile & controler et donc difficillement reproductible car



dépendante de nombreux facteurs : espéce d’origine des co-produits, saison de péche
ou d’élevage, température de stockage, et fraicheur de la matiére premiére, ... etc
[Benjakul et Morrissey, 1997].

L’hétérolyse, quant a elle, définit les réactions d’hydrolyse mettant en ceuvre des
enzymes exogenes ajoutées a la matiére premiére dans des conditions controlées. De
nombreuses protéases sont utilisées dans I'industrie agroalimentaire, elles sont d’ori-
gine végétale (papaine, bromolaine), animale (trypsine, chymotrypsine, pepsine),
ou microbiennes (issus de bactéries ou de levures). L’hétérolyse en systéme batch
(en opposition a I’hydrolyse continue) assure une meilleure reproductibilité process
aprés process et génére aussi des hydrolysats plus standardisés [Liaset et al., 2000].
Dans l'industrie, des mélanges d’enzymes peuvent étre utilisés. Le choix des enzymes
dépend de leurs propriétés (pH, température), de leur site de clivage (endoprotéases,
exoprotéases) de la matiére premiére ciblée (carnée, marine, végétale, unicellulaire)
et de leur cofit. Il est donc indispensable de prendre en compte le type d’enzyme et
les conditions d’hydrolyse (température, durée) afin de produire un cocktail d’en-
zymes correspondant aux objectifs industriels. Ainsi, & partir d’'une méme matiére
premiére, il sera possible de produire plusieurs types d’hydrolysats protéiques, ayant
des propriétés structurales et fonctionnelles différentes, en modulant et en maitrisant

les conditions d’hydrolyse.

3.3 Caractérisation analytique des hydrolysats de
protéines

Les hydrolysats de protéines sont généralement caractérisés par leur degré d’hy-
drolyse (DH), paramétre représentant le nombre de liaisons peptidiques clivées par
rapport au nombre de liaisons peptidiques initiales. Le degré d’hydrolyse définit les
propriétés physico-chimiques de 'hydrolysat [Mullally et al., 1995].

Différentes méthodes sont disponibles pour déterminer le DH d’un hydrolysat de
protéines : le dosage de la quantité d’azote libéré au cours de la protéolyse, la mesure
de la libération des groupements a-aminés par dosage spectrophotométrique et le

suivi des protons libérés (technique du pH-stat). Cette méthode est rapide a mettre

a7



en place et repose sur la mesure de la baisse du pH due a la libération des protons lors
de la rupture des liaisons peptidiques. La baisse de pH n’est pas directement mesurée
mais I'on dose en continu le volume de solution alcaline nécessaire au maintien du

pH constant (Equation 3.1).

h BXNb

DH = =
(%) htot axX MP x htot

x 100 (3.1)

3.1 — Calcul du degré d’hydrolyse. B = consommation de solution alcaline en ml.
N, = normalité de la solution alcaline. MP = Masse de protéine (NT x 6,25) en g. «
= degré moyen de dissociation du groupement a-aminés. hy,,; = nombre de liaisons
peptidiques dans la matiére protéique (7,501 méq/g).

Toutefois, la détermination du DH n’est pas suffisante pour caractériser un hy-
drolysat car pour un méme DH, plusieurs profils de masses moléculaires peuvent
étre obtenus. La détermination des profils peptidiques apportera des informations

plus précises sur les caractéristiques des hydrolysats.

Pour analyser les profils peptidiques des hydrolysats a I'issue du processus d’hy-
drolyse, plusieurs méthodes peuvent étre appliquées : 1’électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium |Liceaga-Gesualdo et Li-
Chan, 1999], la chromatographie d’exclusion stérique de haute performance [Guérard
et al., 2001] ou la spectrométrie de masse [Robert et al., 2015]. Toutefois, chaque mé-
thode utilisée indépendamment des autres ne sera pas suffisante pour caractériser
complétement les hydrolysats de protéines et plusieurs méthodes devront étre cou-
plées pour obtenir une meilleure caractérisation de leur structure. Les hydrolysats
de protéines complexes peuvent contenir plus de 1000 peptides de différentes tailles

[Robert et al., 2014, Robert et al., 2015].

Le développement d’'une méthodologie performante pour la caractérisation struc-
turale des hydrolysats a fait 'objet d’une étude dans le cadre de ce travail de thése.
Ce sujet sera abordé dans le chapitre « Caractérisation structurale des hydrolysats
de protéines : développement d’un outil d’analyse de la diversité et de [’abondance

en peptides de faible masse moléculaire » page 125.

o8
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3.4 Valeurs ajoutées des hydrolysats de co-produits
d’origine aquatique

Si certains co-produits d’origine aquatique sont actuellement valorisés en farines
(procédeés de cuisson suivi d’un séchage), le procédé d’hydrolyse permet d’apporter
de nouveaux bénéfices fonctionnels au produit fini. En effet, la production et la
concentration en peptides de faible masse moléculaire lors du procédé d’hydrolyse
permet a la fois d’améliorer les performances nutritionnelles du produit fini mais

d’apporter au produit fini de nouvelles propriétés fonctionnelles.

3.4.1 Bénéfices nutritionnels des hydrolysats de co-produits
d’origine aquatique

L’ajout d’hydrolysat de protéines dans l'alimentation des poissons est connue
pour améliorer les performances zootechniques chez plusieurs espéces de poissons :
la truite arc-en-ciel [Aksnes et al., 2006, Lates calcarifer [Srichanun et al., 2014|,
le saumon de I’Atlantique [Refstie et al., 2004], le bar européen [Cahu et al., 1999|,
Paralichthys olivaceus [Khosravi et al., 2015a], la bréme [Khosravi et al., 2015b].

Les gains de croissance observés chez les poissons nourris avec des hydrolysats
de protéines sont liés aux caractéristiques des hydrolysats et notamment a leurs
performances nutritionnelles. Ces derniéres s’expliquent par différentes propriétés.
En premier lieu, les hydrolysats de co-produits d’origine marine contiennent des
taux trés importants de protéines variant de 60 & 90%. Ces taux de protéines sont
supérieurs a ceux de la plupart des FP! [Choi et al., 2009]. Par ailleurs, les hy-
drolysats sont constitués de peptides de faible masse moléculaire [Espe et al., 1999,
Cahu et al., 1999, Liaset et al., 2000], qui permettent d’améliorer la digestibilité des
aliments [Bui et al., 2014], et par conséquent l'efficacité alimentaire [Aksnes et al.,
2006|. Zheng et al. (2014) ont démontré que les peptides de faible masse molécu-
laire présents dans les hydrolysats de protéines de poisson augmentent I'accrétion
protéique chez la plie japonaise.

A ces propriétés nutritionnelles s’ajoute également un bénéfice appétent des hy-

1. Cf. Tableau 3 page 31.
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drolysats, lié¢ a la présence d’acides aminés libres, qui permet d’augmenter la prise
alimentaire |Refstie et al., 2004].

Enfin, l'utilisation des hydrolysats de protéines lors du développement larvaire
des poissons présente des bénéfices fonctionnels. En effet, 1'utilisation ou 'ajout
d’hydrolysats permet une meilleure maturation du systéme digestif chez le bar euro-
péen |[Zambonino Infante et al., 1997]. Ils peuvent également améliorer la digestion

et assimilation des nutriments chez le flétan H.hippoglossus [Tonheim et al., 2005].

3.4.2 Bénéfices fonctionnels des hydrolysats de co-produits
d’origine aquatique

Les hydrolysats de protéines présentent également des propriétés fonctionnelles
de par leur teneur en peptides bioactifs, lesquels ont fait ’objet de nombreux travaux
de recherche.

Plusieurs études montrent que les hydrolysats de protéines permettent d’amélio-
rer la survie lors de challenges bactériens chez le bar européen [Kotzamanis et al.,
2007], P. olivaceus [Khosravi et al., 2017] et la bréme [Bui et al., 2014]. Il a égale-
ment été démontré chez le poisson que les hydrolysats de protéines étaient a méme
d’augmenter les taux d’immunoglobulines, du complément C3 ou du lysozyme im-
pliqués dans 'immunité [Khosravi et al., 2017, Bui et al., 2014, Tang et al., 2008].

Des activités antioxydantes ont également été mesurées dans les hydrolysats de
co-produits de poissons, notamment au niveau de la peau [Zamora-Sillero et al., 2018].

Enfin, des propriétés antibactériennes sur des pathogénes retrouvés en aquacul-
ture ont été démontrées en particulier avec les hydrolysats de crevette [Robert et

al., 2014] et de tilapia [Robert et al., 2015].

3.4.3 Autres domaines d’application des hydrolysats de co-
produits d’origine aquatique

De nombreux hydrolysats de poissons entrent dans la composition de produits nu-
traceutiques destinés a ’homme. Ces produits répondent & des besoins différents (di-
gestion, nutrition sportive, diminution du stress, performances cognitives, protection

cardio-vasculaire, diabéte, cholestérol, santé intestinale) [Chalamaiah et al., 2012|.
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En effet, 'identification de peptides fonctionnels d’origine marine fait 'objet de
nombreux travaux ces derniére années notamment dans le domaine de la médecine
[Cheung et al., 2015]. L’hydrolyse enzymatique des co-produits de poisson est un
moyen efficace de produire ces peptides d’intérét et de plus en plus d’études portent
sur la production de peptides hydrolytiques présentant des propriétés hypertensives,
anti-prolifératives, anti-diabétiques ou encore anti-inflammatoires

[Zamora-Sillero et al., 2018].
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4 Modéele d’étude :
Le bar européen Dicentrarchus la-

brax

Le bar européen est un poisson apprécié des consommateurs pour la qualité de sa
chair. Au cours de ce chapitre, dans un premier temps, nous décrirons cette espéce
de poisson puis nous nous attarderons sur ses besoins nutritionnels et ses spécificités
d’élevage en ferme aquacole. Enfin, nous terminerons en abordant les aspects relatifs

a la santé de cette espéce.

4.1 Présentation générale

4.1.1 Taxonomie (ID : 13489)

Super-classe : Poissons
Classe : Ostéichthyens
Sous-classe : Actinoptérygiens
Super-ordre : Téléostéens
Ordre : Perciformes
Sous-ordre : Percoidei
Famille : Mornidae
Genre : Dicentrarchus
Espéce : Dicentrarchus labraz
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Le bar européen ou loup de mer, « European seabass » en anglais et « lubina » en
espagnol a pour nom scientifique Dicentrarchus labraz (Linné, 1758).

La position systématique du bar européen est ambigiie. En effet, certains auteurs

le place dans la famille des Moronidae et d’autres dans la famille des Serranidae avec

les Morone et les Roccus.

4.1.2 Aire de répartition

Le bar européen est présent de la Norvege au Sénégal ainsi qu’en Méditerranée
et dans la mer Noire (Figure 12).

C’est une espéce cotiére appréciant les cotes rocheuses ou sableuses battues par
une mer bien oxygénée [FAO, 2006]. Grégaire, le bar vit en banc dés la fin de la vie
larvaire. Il s’agit d’une espéce eurytherme (5-28°C) et euryhaline (de 3-38%u).

Le bar européen fraie dans les eaux dont la salinité est inférieure a 35%g, prés des
embouchures des riviéres et des estuaires ou dans les zones littorales ol la salinité

est supérieure a 30%.

FIGURE 12 — Aire de répartition du bar européen sauvage (www.aquamaps.org).
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4.1.3 Eléments d’anatomie générale

Le bar européen atteint sa maturité sexuelle a la taille d’environ cinquante cm
et un poids d’un kg [FAO, 2006]. 1l posséde un corps symétrique, des nageoires
pectorales élevées sur les flancs, des nageoires pelviennes en position thoracique ainsi
qu'une nageoire dorsale épineuse. Les particularités du genre Dicentrarchus sont une
bouche protractile et des opercules épineux. Le bar européen posséde une nageoire
dorsale double : la premiére compte entre huit et neuf épines et la deuxiéme compte
une épine suivie de dix a quatorze rayons mous (Figure 13). Chez les femelles, la

téte est plus allongée |[Barnabe, 1976].

1¢" nageoire dorsale

2%me nageoire dorsale

» . / Nageoire caudale
i V- ___m..": = y 7

g —

Nageoire thoracique

Nageoires pelviennes
Nageoire anale

FIGURE 13 — DMorphologie générale du bar européen. Modifié d’aprés
[Bauchot, 1987].

4.1.4 Deéveloppement et croissance

A T’état sauvage, les femelles pondent des ceufs pélagiques de petite taille, environ
1,3 mm de diamétre en Manche [Kennedy et Fitzmaurice, 1972]. Les larves de 4
mm sont libérées entre 2 et 5 jours plus tard [Barnabe, 1976]. Le développement se
déroule en zone cotiére jusqu’a ce que les larves aient atteint une taille d’environ 10
mm [Jennings et al., 1992]. Elles migrent alors dans les zones estuariennes ou elles
resteront pendant les 3 premiéres années de leur vie. Le bar européen adulte a une
croissance lente et un age de maturité sexuel tardif. Les femelles ont une croissance

plus importante que les maéles.
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La croissance du bar européen dépend principalement de la température. C’est
pourquoi il existe des différences de développement le long de l'aire de répartition
entre le nord et le sud de I’Europe. D’autres facteurs influencent également la vitesse

de croissance, comme la disponibilité en nourriture et la physiologie des individus.

4.2 Pisciculture du bar européen

4.2.1 Production aquacole

Le bar européen a été le premier poisson marin n’appartenant pas aux salmonidés
a étre commercialement cultivé en Europe. De nos jours, il s’agit du poisson le
plus cultivé dans la région de la Méditerranée, avec la daurade royale. La Gréce, la
Turquie, I'Italie, ’'Espagne, la Croatie et I’Egypte sont les plus grands producteurs de
bar d’élevage [FEAP, 2016]. Les tonnages produits sont en constante augmentation
depuis les années 2000 (Figure 14). La production mondiale était de 162 399 tonnes
en 2015. Les principaux pays producteurs en 2015 étaient la Turquie (46,28%), la
Grece (21,79%), U'Espagne (11,45%), 'Egypte (8,83%) et I'Italie (3,57%). L’élevage
du bar européen est a présent bien documenté et les professionnels ont des aliments
adaptés et performants (pour revue : Kousoulaki et al. (2015) et Oliva-Teles et al.

(2000)).
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FIGURE 14 — Production mondiale de bar européen d’élevage. Données FAOSTAT.
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4.2.2 Elevage en ferme aquacole

Plusieurs systémes de culture sont aujourd’hui appliqués a I'élevage du bar eu-

ropéen.

Systémes lagunaires extensifs

Les systémes extensifs (Figure 15) constituent la méthode de production tra-
ditionnelle du bar d’élevage. Le principe est simple. Il s’agit de capturer dans les
lagunes les juvéniles arrivant de la pleine mer de février & mai, puis a les empécher
d’y retourner en automne. Les poissons se nourrissent des proies naturelles de la
lagune. Dans ce systéme le bar européen est toujours cultivé en polyculture avec des
espéces comme le mulet et "anguille. Tl faut 37 mois au bar européen pour atteindre
une taille commerciale de 400 g. Le rendement annuel d’une lagune est de 50-100

kg/ha.
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FIGURE 15 — Elevage extensif du bar [FAO, 2006].

Le systéme extensif peut étre optimisé avec le systéme semi-extensif. Il s’agit

d’enrichir le milieu en juvéniles et d’apporter une source alimentaire extérieure. Il est
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également possible de faire des aménagements de la lagune afin d’améliorer I’apport
d’aliments naturels (plancton et alevins) et les échanges d’eau pour en stabiliser les
paramétres (oxygéne, salinité). Enfin, il est possible de limiter la prolifération de la
végétation, consommatrice d’oxygéne, afin d’éviter la suffocation des poissons qui

entraine des pertes de production.

Systémes intensifs

C’est avec le développement de technique de production de masse des alevins
qu’ont débuté les systémes intensifs d’élevage [FAO, 2006]. Ce systéme est plus com-
plexe que le systéme extensif et fait intervenir différents acteurs au cours du cycle
de production du bar européen. Ce dernier est aujourd’hui principalement élevé en

systéme extensif (Figure 16).
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FIGURE 16 — Elevage intensif du bar [FAO, 2006].

Les systémes intensifs reposent sur la production, controlée en bassin, d’oeufs
par des géniteurs sélectionnés au sein d’écloseries. L’age optimal des géniteurs pour

la production d’oeufs est compris entre cinq et huit ans pour la femelle, et entre
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deux et quatre ans pour le male. Il est possible de moduler I'ovulation des femelles
en modifiant la photopériode artificiellement, la température de I'eau ou gréace a
des injections de gonadotrophine humaine. Apreés éclosion, les larves sont conservées
et nourries jusqu’au stade d’alevins. Ces derniers seront élevés du stade de pré-
grossissement, ot ils seront nourris avec un régime alimentaire controlé, jusqu’au
stade de juvéniles (1,5-2,5 g). Enfin, les juvéniles sont livrés aux pisciculteurs pour
une étape de grossissement dans des cages en pleine mer ou dans des structures
d’élevage fermées et controlées. Les bars atteignent alors 400-450 g en 18-24 mois
selon la température de 1’eau. Il est possible d’augmenter encore la croissance du

bar en controlant parfaitement les paramétres d’élevage (Figure 17).
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FIGURE 17 — Performance de croissance du bar européen en conditions optimales
d’élevage |Guillaume et al., 1999|.

Les systémes intensifs permettent de produire de 500 & 700 kg/ha/an. Les cotits
de productions en Italie ont été estimés a 0,30 € par juvénile et a 4,00 €/kg de
poisson sur ’ensemble du cycle d’élevage. Ces cotits sont répartis entre 1’écloserie
(30%), les unités de pré-grossissement (15-20%) et les fermes de grossissement (50—
55%). Il est a noter que le cott de 'aliment représente 40-60 % du cotit de production

d’un bar en fonction des pays.
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4.3 Nutrition du bar européen

4.3.1 Régime alimentaire

Le bar européen est un prédateur. C’est un carnivore strict qui a besoin d’un ré-
gime alimentaire contenant des taux élevés (43-50%) de protéines animales [Kaushik,
2002]. Au stade de post-larve et juvénile, il se nourrit de petits crustacés (Mysidacés,
Amphipodes, Corophium ou Cirripédes) et de larves de crustacés décapodes |Léauté,
1984]. A TI’age adulte, le bar devient un excellent prédateur. Il est capable d’ingérer
des proies de grande taille telles que des poissons (anchois, sardine, sprat, hareng,
merlan, tacaud, langon, gobie), des crustacés (crabes et crevettes) ou des mollusques

céphalopodes (seiches et calmars).

4.3.2 Besoins nutritionnels

La nutrition chez les poissons carnivores, se caractérise par leur besoin élevé
en acides aminés qu’ils utilisent préférentiellement comme source d’énergie, a la
différence des mammiféres qui tirent principalement leur énergie de la digestion des
sucres |Guillaume et al., 1999]. C’est la raison pour laquelle ce chapitre est focalisé
sur le métabolisme protéique.

De nombreuses études ont été réalisées depuis les années 80 dans le but de déter-
miner les besoins nutritionnels des poissons (protéines, lipides, acides aminés, vita-
mines..etc). Selon le type de régime alimentaire (herbivore, détritivore, omnivore, ou
carnivore) de I'espéce de poisson ciblée, ainsi que le stade d’élevage (larve juveéniles,
prégrossissement, géniteurs), les besoins nutritionnels seront différents. Les poissons
carnivores ont des besoins nutritionnels importants en protéines et spécifiques en
acides gras oméga-3 (Tableau 9), en raison de capacités limitées d’élongation et de
désaturation des acides gras.

Chez les poissons carnivores, il n’y a pas de réel besoin en glucides identifiés.
Les poissons utilisent peu ou pas cette source énergétique car ils ne possédent pas
toutes les enzymes nécessaires a leur digestion, notamment les [-glucanases et les
f-xylanases [Kuz'mina, 1996].

Certains poissons carnivores comme les salmonidés ont la capacité d’utiliser les
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Tableau 9 — Besoins nutritionnels de différents poissons. Modifié d’aprés
[Cahu7 2004].
Espéce Protéines (%) Acides gras essentiels Lipides (%)
Carpe commune 31-38 18 : 2n-6, 18 : 3n-3 1 1,1
Tilapia 35 18 : 2n-6 1
Truite 40 18 : 3n-3 0,8-1,7
Saumon 45 18 : 2n-6, 18 : 3n-3 1,0-2,5
Bar 45-50 20 : 5n-3, +22 :6n-3 1,7
Turbot 55 20 : 5n-3, +22 :6n-3 0,8

lipides comme source d’énergie. Les fabricants d’aliments utilisent cette spécificité
en incorporant des quantités importantes de lipides dans les aliments pour bénéficier

de P'effet d’épargne protéique de ces derniers |Guillaume et al., 1999].

Besoins protéiques

Les apports alimentaires en protéines doivent donc couvrir une partie des besoins
énergétiques et également fournir les acides aminés essentiels et non-essentiels en
quantité suffisante pour satisfaire les besoins d’accrétion protéique.

Chez les poissons carnivores, les AAI sont au nombre de 10 (Tableau 10). La
cystéine et la tyrosine ne sont pas considérées comme indispensables car ces AA sont

synthétisées respectivement a partir de la méthionine et de la phénylalanine.

Tableau 10 — Besoins en acides aminés indispensables |Guillaume et al., 1999].

Acide aminés Besoins Role
(g/16g d’azote)

Arginine (R) 2,0-6,0 Sécrétion d’insuline, d’hormone de croissance, syn-
thése des polyamines. Précurseur du monoxyde
d’azote

Lysine (K) 3,8-6,6 Précurseur a la carnitine

Histidine (H) 0,9-2,7 Pouvoir tampon du noyau imidazole, liaison des ions
métalliques (site actif des enzymes)

Thréonine (T) 0,6-5,0 La formation de glycine

Tryptophane (W) 0,2-1,1 Précurseur de la sérotonine

Isoleucine (I) 1,2-44 Antagoniste de ’absorption de L et de V

Leucine (L) 2,7-8,4 Antagoniste de ’absorption de I et de V

Valine (V) 0,6-5,5 Antagoniste de I’absorption de I et de la L

Méthionine (M) 1,3-3,6 Synthése de la cystéine, initiation de la synthése pro-
téique, précurseur de la choline, créatine et des po-
lyamines.

Phénylalanine (F) 2,0-6,5 Précurseur de la tyrosine, d’hormones thyroidiennes,

de la dopamine et de la mélanine

La carence en arginine entraine une chute de la croissance chez le bar européen

[Tibaldi et al., 1994]. Les carences en méthionine, en tryptophane ou en histidine
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intervenant dans la synthése de molécules essentielles peuvent engendrer des cata-
ractes, des scolioses ou un déséquilibre du métabolisme minéral chez les salmonidés

[Poston et al., 1977, Walton et al., 1984b, Waagboo et al., 2010].

4.3.3 Systéme digestif

Le systéme digestif représente ’ensemble des organes assurant l'ingestion, la
digestion des aliments et leur absorption : la cavité buccale, ’cesophage, I'estomac,
I'intestin, I’anus ainsi que deux glandes digestives : le foie et le pancréas (Figure

18).
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FIGURE 18 — Organes internes d’un poisson perciforme. (http ://marine-

bio.mbhs.edu)

L’ouverture du tube digestif se fait au niveau de la cavité buccale. Elle assure chez
les poissons une double fonction : une fonction digestive en assurant l'ingestion des
aliments et une fonction respiratoire. Le bar européen posséde une ouverture buccale
horizontale et des dents vomériennes formant une rangée permettant la prédation.

L’cesophage fait le lien entre la cavité buccale et 'estomac. Il est large et court
et posseéde une grande capacité de distension.

L’estomac est individualisé chez le bar européen. Il est coudé en forme de Y.
Il est séparé de l'intestin par une valvule ou un sphincter pylorique permettant
de controler I'avancée du bol alimentaire. Entre I'estomac et l'intestin, on trouve

des évaginations de la paroi intestinale appelées caeca pyloriques. On en dénombre
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ainsi 4 & 5 chez le bar européen |Garcia Hernandez et al., 2001]. Ces diverticules
aveugles ont la méme structure et le méme réle que la partie antérieure de 'intestin,
ils participent ainsi trés activement a la digestion et l'absorption des nutriments
[Buddington et al., 1997].

L’intestin fait suite a ’estomac et débouche sur I'anus situé en avant de la na-
geoire anale. Chez le bar européen, il est long et replié. L’intestin est ’organe dans
lequel se déroule ’absorption des nutriments. Il présente de nombreux replis cor-
respondants aux villosités chez les vertébrés supérieurs permettant d’augmenter la
surface d’absorption. Néanmoins, ces replis sont moins bien individualisés par rap-
port aux mammiféres et sont appelés pseudo-villosités. La muqueuse intestinale est

prismatique simple composée de différents types cellulaires (Figure 19).
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Les cellules intestinales les plus nombreuses sont les entérocytes ou cellules ab-
sorbantes. Elles sont hautement spécialisées dans la digestion et 1’absorption des
nutriments et sont dotées de microvillosités ou bordure en brosse au pole apical
augmentant la surface d’échange avec 'extérieur. On trouve également des cellules
a mucus appelées cellules caliciformes ainsi que des cellules endocrines responsables
de la sécrétion d’hormones (gastrine, cholécystokinine, greline, somatostatine, sero-
tonine [Holmgren et Olsson, 2009].

Des cellules appelées « rodlet cell » ont également été observées chez les pois-

sons. Elles se distinguent par la présence d’une couche fibreuse sous la membrane
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plasmique et de granules cytoplasmiques en forme de batonnets. Leurs fonctions
exactes restent inconnues mais des travaux les associent a des fonctions sécrétrices

[Vigliano et al., 2006] et immunitaires [Reite, 2005, Bosi et al., 2018|.

L’intestin est segmenté en différentes parties, mais contrairement aux vertébrés
supérieurs, celles-ci ne présentent pas de différenciations anatomiques externes. Ce-
pendant, des différences histologiques permettent de déterminer trois segments sou-
vent nommeés antérieur, moyen et postérieur, correspondant au duodénum, au jeju-
num et a l'iléon. La structure des entérocytes se modifie le long de l'intestin, dans
la partie moyenne ils se possédent de grandes vacuoles supranucléaires qui dispa-
raissent dans la partie distale. Dans cette derniére, les entérocytes perdent égale-
ment leur fonction d’absorption et présentent des microvillosités trés courtes ainsi
que de nombreuses mitochondries. On observe de plus, une diminution de la taille
des pseudo-villosités dans les parties moyenne et distale (Figure 20). Les différences
fonctionnelles entre ces trois segments ont été mises en évidence grace & 'analyse
différentielle de 'expression des génes. En effet, les parties antérieures et moyennes
sont spécialisées dans 'absorption des nutriments tandis que la partie postérieure

de l'intestin est spécialisée dans le déclenchement et la mise en ceuvre de I'immunité

chez le bar européen [Calduch-Giner et al., 2016].

F1GURE 20 — Coupe histologique d’un intestin de bar européen. Organisation his-
tologique de l'intestin. Clichés de microscopie optique au grossissement x4 et x40
des segments proximal (A et B), moyen (C et D) et distal (E et F) de Iintestin
[Robert, 2014].
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L’intestin joue également un role dans la santé chez les poissons car il participe
aux défenses immunitaires au niveau du tissu lymphoide associé au tube digestif
(GALT pour Gut Associated Lymphoid Tissue) !.

Le systéme digestif comprend également deux glandes principales, le foie et le
pancréas. [’organisation tissulaire du foie différe de celle des vertébrés supérieurs
par I'absence de lobes hépatiques. Le foie remplit les mémes fonctions que chez les
vertébrés supérieurs : détoxication, synthése et stockage du glycogéne, glycolyse et
sécrétion de bile.

Chez les poissons, la glycolyse sert davantage a fournir des précurseurs pour
la biosynthése de molécules variées qu’a produire du pyruvate pour l'oxydation
[Guillaume et al., 1999]. Les cellules du foie sécrétent de la bile de fagon continue.
Celle-ci contient de la bilirubine, des acides biliaires, du cholestérol, de la lécithine
et de nombreux autres composants. Les acides biliaires et d’autres composants de
la bile interviennent dans la digestion des graisses qui se déroule dans l'intestin. La
bile a aussi pour fonction de transporter jusqu’a l'intestin les produits liposolubles a
éliminer aprés leur passage dans le foie. Le foie joue en outre un réle essentiel dans
le cycle de dénaturation de 'hémoglobine. Les globules rouges sont détruits dans la
rate, ou la dégradation de I’hémoglobine produit de la bilirubine libre. La bilirubine
libre est toxique et peut étre nocive. Elle parvient au foie par voie sanguine et y est
transformée en bilirubine conjuguée, non toxique. Celle-ci est ensuite déversée dans
la bile, dont elle est un des composants majeurs [Mony et Duclos-Vallée, 2014].

Le pancréas est un organe diffus dont les nodules sont disposés dans le mésentére
et dans le foie. Le pancréas sécréte des enzymes digestives et assure également une

fonction endocrine comme chez les vertébrés supérieurs.

4.3.4 Nutrition protéique
Digestion

La digestion transforme les aliments ingérés en nutriments absorbables par ’or-
ganisme. Chez le bar européen, ce processus débute dans 'estomac ot la digestion
des protéines commence avec ’action d’une endoprotéase : la pepsine. Le précurseur

de la pepsine, le pepsinogéne, est produit par les cellules pariétales de ’estomac.

1. L’organisation cellulaire du GALT sera abordée a la page 80 de la section 4.4.1.
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Ces mémes cellules sécrétent ’acide chlorhydrique qui active la pepsine. La pepsine
fonctionnelle est également capable d’activer le trypsinogéne, précurseur de la tryp-
sine (cf ci-dessous). Le bol alimentaire sé¢journe dans Iestomac pendant plusieurs

heures avant de passer dans l'intestin pour continuer la I'hydrolyse protéique.

Dans l'intestin, les enzymes pancréatiques et intestinales prennent le relai. C’est
le cas notamment de la trypsine qui est sécrétée sous forme de zymogéne (le trypsi-
nogéne) puis activée dans l'intestin grace a 'action des entérokinases de la bordure
en brosse. La trypsine active a son tour les autres enzymes (chymotrypsine, car-
boxypeptidases A et B, élastases et collagénase). Chaque mécanisme d’action de ces

enzyme est spécifique (Tableau 11).

Tableau 11 — Sites de coupure des enzymes digestives protéolytiques
[Guillaume et al., 1999].

Enzymes Liaisons hydrolysées

Pepsine NH2 des acides aminés aromatiques et diacides
Trypsine COOH de l’arginine et de la lysine
Chymotrypsine COOH des acides aminés aromatiques
Elastase Acides aminés aliphatiques

Carboxypeptidases  Acides aminés Cter

Aminopeptidase Acides aminés Nter

Di- et tri-peptidase Liaisons peptidiques des di et tri peptides

Les protéines d’origines alimentaire sont ainsi clivées en peptides de tailles va-
riables. Les enzymes de la bordure en brosse des entérocytes (dipeptidyl peptidase
IV, leucine aminopeptidase, phénylalanine-glycine peptidase, v-glutamyl-transférase,
aminopeptidases....) terminent le clivage des peptides en acides aminés libres ou
di/tri-peptides pouvant alors étre absorbés par les entérocytes au niveau de l'intes-

tin.

Absorption

L’absorption des acides aminés libres et des di- et tri-peptides est réalisée par des
transporteurs membranaires des enterocytes de la paroi intestinale. Plusieurs familles
de transporteurs ont été décrites chez les mammiféres. Ils sont classés en fonction
de leur substrat. Leur mode de fonctionnement (uniport, symport ou antiport) est

représenté Figure 21.
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FIGURE 21 — Mécanismes d’absorption des acides aminés libres, di et tri peptides
dans les enterocytes intestinaux. Les transporteurs jouant un role connu dans I’ab-
sorption intestinale des acides aminés (aa) sont colorés. Les transporteurs identifiés
mais sans preuve de leur role dans I'absorption des acides aminés sont figurés en
blanc. Les fléches rouges correspondent a une absorption des acides aminées. La
concentration intracellulaire élevée en acides aminés neutres (aa’), due a laction
des transporteurs apicaux (B°AT1) et basaux (y"LAT1-4F2hc, T), entraine lab-
sorption active des acides aminés dibasiques (aa™) et de la cystine (CssC). Cette
absorption est également favorisée par le potentiel membranaire et par la réduction
intracellulaire de la CssC en cystéine (CSH) [Palacin et al., 2005].

Chez les poissons, les transporteurs de di/tripeptides et d’acides aminés libres ont
été peu décrits. Seuls deux transporteurs ont fait 'objet d’études : PepT1 et BYAT1.
PepT1 est un transporteur de la membrane apicale peu spécifique qui transporte
des di- et tri-peptides [Wang et al., 2017]. 1l a suscité un grand intérét et a fait
I'objet de nombreux travaux scientifiques sur 'alimentation des poissons d’élevage.
En effet, il permet de transporter plus d’acides aminés (sous forme de di/tripeptides)
avec un moindre colt énergétique comparé aux transporteurs d’acides aminés libres.
Il a été identifié chez le bar européen en 2009 |Terova et al., 2009]. Un deuxiéme

transporteur intestinal a été décrit, BY’AT1 [Margheritis et al., 2013).

Toutefois, méme s’ils n’ont pas encore été caractérisés, d’autres transporteurs

semblent étre présents chez les poissons [Saroglia et al., 2012]. Cette hypothése est
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étayée par de nombreux travaux portant sur les flux d’acides aminés a travers la
membrane intestinale qui suggérent l'existence de transporteurs semblables a ceux

des mammiféres.

4.3.5 Alimentation industrielle

Comme nous l'avons vu précédemment, le bar est un poisson carnivore. Les
formules alimentaires destinées a cette espéce contiennent donc une part non négli-
geable de FP pour les raisons nutritionnelles et réglementaires mentionnées précé-
demment. A ’heure actuelle, les FP représentent en moyenne 20% du produit final
pour des poissons en grossissement. Ce taux varie en fonction du stade de crois-
sance des bars et peut atteindre 50% a 60% pour des larves et juvéniles, en écloserie
et pré-grossissement. Les taux de protéines sont également plus importants pour
les aliments destinés aux alevins en raison de leur potentiel de croissance et, par

conséquent de leur besoins nutritionnels plus élevés (Tableau 12).

Tableau 12 — Composition d’aliments destinés & la pisciculture du bar européen (Le
Gouessant, source internet).

Produits : Protéine Lipide ED (MJ/kg) Stade physiologique
MARINSTART 64% 12% 19 Alevinage (<0,5-1,5 g)
NEOSTART 1 MER 52% 17% 19 Pré-grossissement (<2,5-10 g)
NEOSTART 2/3 MER 47% 18% 19 Pré-grossissement (10-50 g)
%E{S Mi%?gv ER EX- 43% 20% 18 Grossissement (50->400 g)
NEO REPRO MER 50% 11% 17 Reproduction (0,5—>2 kg)

Abréviation : ED : Energie digestible.

4.4 Santé chez le bar européen

Le bar européen d’aquaculture, comme toute espéce cultivée en élevage intensif
est susceptible d’entrer en contact avec des pathogénes dans les différents systémes
de culture qu’il rencontrera.

La santé des poissons dépend de l'interrelation de composantes endogéenes du
poisson et de I'environnement dans lequel il vit (Figure 22). L’environnement peut
étre la composante la plus impactante sur la santé des poissons. En effet, les va-
riations des paramétres abiotiques impactent directement la physiologie et la capa-

cité de résistance du poisson. Le statut physiologique et sanitaire du poisson est
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également en grande partie influencé par les pratiques de 1’élevage : densité dans
les cages/bassins, manipulation, vaccination, 1’équilibre nutritionnel de I’aliment,
taux de rationnement ... etc. Une variation importante ou chronique de ces fac-
teurs provoquera un stress du poisson, le rendant ainsi plus sensible aux pathogénes

[Kum et Sekki, 2011].

Age Densité
Espéce Installations
Souche Manipulations
Immunité acquise S.tatut. Héte Elevage
Résistance naturelle physiologique
Charge organique
Statut sanitaire Température
du poisson Nitrite
pH
02
co2
Type Toxiques
Espéce Pathogénes Nourrissage Environnement | Autres parametres (alcalinité,
Souche dureté)
Qualité
Quantité
Horaires
FIGURE 22 — Relation des différents facteurs dans la santé des poissons

[Kum et Sekki, 2011].

4.4.1 Le systéme immunitaire chez le bar européen

Le bar européen posséde les deux types de mécanisme de défense caractéris-
tiques des vertébrés : le systéme immunitaire inné et le systéme immunitaire
adaptatif. La Figure 23 présente les principaux acteurs des systémes de défense
immunitaire du bar européen. Le systéme immunitaire des poissons est composé par
des barriéres physiques (peau, muqueuses digestives et branchiales) visant a empé-
cher I'introduction de pathogénes tels que les virus et les bactéries dans I'organisme
[Alberts et al., 2002]. Lorsque les agents pathogénes pénétrent dans 1'organisme, une
réponse rapide et non spécifique est alors mise en place par le systéme immunitaire
inné [Litman et al., 2005|. Puis le systéme immunitaire acquis est activé et une ré-

ponse spécifique est appliquée par les effecteurs [Rauta et al., 2012].

Les organes de I'immunité. Le systéme immunitaire des poissons est trés proche

de celui des vertébrés supérieurs, néanmoins la composante acquise y est moins
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P IMMUNITE INNEE

Barrieres physiques Défense cellulaire el

Empéche I'entrée des Phagocytose Enzymes Antibactériennes
pathogénes Protéines non spécifiques

i Macrophages Systéme du complément
. Cellules dendritiques i
' ®

Défense _
Inflammation

,'/’

(CMH)
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— Lymphocytes B — > Anticorps
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\ ACQUISE — Lymphocytes T . ] destruction du pathogénes

_

FIGURE 23 — Schéma récapitulatif des systémes de défense immunitaire chez le bar
européen. CMH : complexe majeur d’histocompatibilité.

développée au profit de la composante innée [Sunyer et al., 2003]. 11 se compose
des organes lymphoides, principalement le rein, la rate et le thymus ainsi que le
GALT. Chez les poissons, le rein est un organe central car il assure la fonction
hématopoiétique et il est le lieu principal de la phagocytose, de 'apprétement de

I’antigéne et de la production d’immunoglobuline.

Le GALT est également trés développé chez les poissons, il se distingue par une
forte infiltration de lymphocytes T dans I’épithélium intestinal et de lymphocytes B
dans la lamina propia. On trouve également des granulocytes et des cellules eosino-
philes (pour revue, voir Rauta et al., 2012). La Figure 24 présente 1'organisation

du GALT.

Le foie joue également un role important dans 'immunité innée chez les poissons.
Wau et al. ont publié (2016) une étude transcriptomique sur 'interaction entre l'intes-
tin et le foie chez le tilapia en condition d’homéostasie mais également lors d’épisode
inflammatoire. Ils ont comparé les niveaux d’expression des transcrits entre les deux
organes et ils ont mis en évidence une plus grande diversité des transcrits surex-
primés dans l'intestin, centrés sur la réponse adaptative et la reconnaissance des
antigénes en condition d’homéostasie. Dans le foie, les transcrits surexprimés sont
majoritairement liés quant & eux a la réponse innée (systéme du complément). De

maniére trés intéressante, lors de I’épisode inflammatoire, I’écart d’expression entre
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FIGURE 24 — Muqueuse intestinale des poissons téléostéens. Ce tissu complexe
contient des cellules épihéliales impliquées dans la fonction de barriére intestinale
qui controle les transports para- et transcellulaires, au moyen de génes régulant ces
processus. Le tissu lymphoide associé a l'intestin (GALT) est contenu a I'intérieur
de la lamina propria ou 'on retrouve une population complexe de cellules immuni-
taires. La présence de cellules de type dendritique et de sous-populations de cellules
de type T n’a pas encore été complétement confirmée. Modifié d’aprés Martin, 2016.

I'intestin et le foie diminue. Il ont ainsi émis 'hypothése d’'une synchronisation des

réponses médiée par la bile vers le mucus intestinal .

La réponse immunitaire innée. La réponse immunitaire innée est le premier
niveau de défense mis en jeu pour lutter contre des agents infectieux. Elle n’est pas
spécifique de ’agent pathogéne infectant le poisson. Elle comprend des effecteurs
cellulaires mais également des acteurs moléculaires, agissant de différentes maniéres
pour ¢liminer ou prévenir la propagation des pathogénes, et qui sont représentés

respectivement dans les tableaux 13 et 14.

Tableau 13 — Cellules de I'immunité innée chez les poissons ainsi que leurs caracté-
ristiques fonctionnelles et leur mode d’action [Kum et Sekki, 2011].

Acteurs cellulaires Fonctionnement et mode d’action

Phagocytose et activation des phagocytes, production de cytokines,
mort intracellulaire, dégradation et présentation des antigénes, sécré-
tion des hormones de croissance et enzymes nécessaires au remodelage
des tissus endommageés, stimulation des lymphocytes T

Phagocytose et activation des phagocytes, sécrétion, production des
cytokines, mort extracellulaire, inflammation.

Cellules cytotoxiques non spécifiques Reconnaissance et lyse des cellules cibles, induction de ’apoptose des
(ou cellules « natural killer ») cellules infectées, synthése et sécrétion de l'interféron-~

Monocytes/Macrophages

Granulocytes (ou neutrophiles)
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Tableau 14 — Molécules humorales non spécifiques ainsi que leur composition et leur
mode d’action chez les poisssons modifié d’aprés [Kum et Sekki, 2011].

Composants humoraux

Nature

Mode d’action

Peptides antibactériens (his-
tone H2B, cecropine PI,
pleurocidine, parasine, hippo-
sine, dicentrarcine, piscidine,
SAMP H1)

Antiprotéases  (anti-protéase
al, anti-plasmine a2, macro-
globuline a2)

Céruloplasmine

Systéme du complément (CS8,
4, C5, C7, C8, C9 et leurs
isoformes, facteurs B et D)

Intérferon (INF) /protéines
des myxovirus (IFN-o, S,
IFN-y)
Lectines

Enzymes lytiques (lysozyme,
chitinase, chitobiase)

Anticorps naturels

Pentraxines (protéine réactive
C, sérum amyloide P)

Protéases (cathépsine L et B,
trypsin-like),

Transferrine/Lactoferrine

Protéine

Protéine

Protéine

Glycoprotéine ou Pro-
téine

Glycoprotéine  et/ou
protéine spécifique
d’un sucre en particu-
lier

Protéines catalytiques

Protéine

Glycoprotéine

Mécanisme de défense innée inductible et constitutif,
actif contre les bactéries, présent lors du développe-
ment de la réponse immunitaire spécifique chez les
poissons au stade larvaire

Réduit la capacité des bactéries & envahir et se propa-
ger

Fixe le cuivre

Favorise la fixation des pathogénes sur les phagocytes,
facilite 'inflammation, provoque la lyse osmotique ou
la mort apoptique

Aide & la résistance aux infections virales, inhibe la
réplication virale, les génes des interférons sont induc-
tibles.

Induisent les réactions de précipitation et d’agglutina-
tion, reconnaissance des pathogénes, facilitent la fixa-
tion de différences sucres en présence de Ca’t, ac-
tivent le systéme du complement, activité d’opsonisa-
tion et de phagocytose

Modifient la charge électrique & la surface des pa-
thogénes pour faciliter la phagocytose. Effets hémoly-
tique, antibactérien, antiviral et antiparasitaire. Opso-
nisation et inactivation des endotoxines bactériennes.
Reconnaissance et retrait des cellules sénescentes et
apoptotiques et autres antigénes du soi. Controle et
coordonne les réponses immunitaires innée et acquise.
Activité contre les protéines hapténées

Opsonisation ou activation du complement, facilite la
fixation des structures polysacharidiques en présence
de Ca??t, induisent la liberation des cytokines, faci-
litent la phagocytose des pathogenes par les macro-
phages.

Défense contre les bactéries, activité contre Vibrio an-
guillarum

Fixation du fer, agissent comme inhibiteur de la crois-
sance des bactéries, activent les macrophages

La réponse immunitaire adaptative.

La réponse immunitaire adaptative est le

prolongement de la réponse innée. Elle est plus spécifiquement dirigée vers un agent

infectieux donné. Les effecteurs principaux du systéme immunitaire acquis sont les

lymphocytes T et les lymphocytes B. Les premiers ont un roéle dans la coordination

des cellules immunitaires et sont capables de secréter des molécules cytotoxiques en-

gendrant la mort des pathogénes [Rauta et al., 2012]. Différents marqueurs des lym-

phocytes T ont été identifiés chez les poissons, dont les marqueurs CD8, CD4, CD28,
CD3e,TCRa, TCRb, TCRg et TCRz |Bernard et al., 2006, Yazawa et al., 2008]. Les

lymphocytes B sont quant a eux capables de produire des immunoglobulines. Des

Ig de la classe des IgM, IgD, IgT et IgZ/IgT ont été identifiées [Du Pasquier, 2001,

Hansen et al., 2005, Ohta et Flajnik, 2006, Ryo et al., 2010].
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Les cytokines. Elles régulent l'initiation, le maintien et 'amplification de la ré-
ponse immunitiaire. Les cytokines sont les messagers solubles du systéme immuni-
taire et ont la capacité de réguler de nombreux types de cellules de maniére auto-
crine, paracrine et endocrine, et peuvent également étre des effecteurs immunitaires

[King et al., 2001]. Le Tableau 15 présente les principales cytokines identifiées chez

les poissons.

Tableau 15 — Cytokines des poissons téléostéens ainsi que leurs fonctions et/ou

structure. Modifié d’aprés Aoki et al., 2008 .

Classe

Fonction /ou Structure

Membres

Cytokines de classe 1

Cytokines de classe 2

Chimiokines

Super famille du TNF

Famille des IL-1

Impliquées dans ’expansion et la différentiation. Pos-
sédent une superstructure & 4 hélices o

Impliquées dans la limitation des dommages a I’hdte
apreés 'agression. Possédent plus de 4 hélices a.

Régulent la migration cellulaire lors de I’homéostasie
et lors d’une inflammation. Protéines de petite taille
contenant 4 résidus cystéines conservés.

Impliquée dans 'inflammation et le développement des
organes lymphoides. Triméres protéiques compacts liés
aux membranes ou solubles.

Impliquée dans la réponse pro-inflammatoire. Protéines

I-6c et -8, IL-11 et -3, GCSF-«
et -3, leptine, Epo, PRL, GH, M17
son homologue (MSH)

IFN de type 1 (IFN-al, INF-a2),
IFN-v, IL-10, IL-20, IL-24

CXC (CXCL8-like, CXC-10, -
12, -13, -14), CC (CCL19/21/25,

CCL20, CCL27/28, CCL17/22,
MTP, MCP)
TNF-al,TNF-a2, TNF-N,

lymphotoxine-51, lymphotixine-32

IL-1a, IL-18, IL-18

riches en feuillets .

Abréviations : IL, interleukine ; INF, Interféron ; TNF, tumor necrosis fator.

4.4.2 Les principaux agents pathogénes chez le bar européen

Les agents pathogénes suceptibles d’affecter le bar européen sont d’origine bac-
térienne, virale ou parasitaire. Le déclenchement de la maladie n’est pas seulement
diie & la présence des microorganismes mais elle est le plus souvent associé a un
état de stress des poissons [FAO, 2016b|. Le tableau 16 présente les principaux
agents pathogeénes identifiés chez le bar européen et les symptdmes associés, ainsi
que les traitements curatifs. Encore aujourd’hui, pour certaines pathologies, comme

les myxosporidioses, il n’existe pas de traitement efficace.

Tableau 16 — Principales pathologies du bar européen [FAO, 2006].

Maladie Agent Type Symptomes Mesures
Maladie  Virale Prophylaxie;;
encephalo- Nodavirus Virus Nervosité Bonnes condi-
retinopathie tions d’élevage
) Anorexie; couleur foncée; ulcéres de  Vaccination
V. anguillarum; la peau; distension abdominale; splé-  des juvéniles ;
Vibriose V. ordali; Vibrio Bactérie beau; distens corminale; spl o '
s nomégalie ; viscérale pétéchie ; entérite  traitement anti-
PP nécrotique biotique
Photobactériose Photobacterium Anorexie; assombrissement ; spléno- . .
- PR L Traitement anti-
ou Pseudotuber- damsela subsp. Bactérie mégalie; lésions de la rate ou granu- c .
. biotique
culose pasteurella lomatose de rate (forme chronique)
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Tableau 16 — Principales pathologies du bar européen [FAO, 2006] (Suite).
Maladie Agent Type Symptomes Mesures
. Flexibacter mari- - Ulcéres de la peau; nécrose; érosion Traitement anti-
Myxobacteriose . Bactérie - -
timus des nageoires biotique
Mucobacterium Emaciation ; croissance faible ; hyper-
Mycobacteriose yee Bactérie  trophie du rein et de la rate avec des  Prophylaxie
marinum
granulomes
Epitheliocystose Chlamydia-like Bactérie  Nodules sur la peau et branchies Prophylaxie
Al Amyloodinium Dino- ) Peau foncee;. apparence trouble de la Tlae cmaione
occelatum flagellées  peau (maladie de velvet)
Crvpto- Crutocaryon ir- Lésions de peau; taches blanches ou
ypLo i 4 Ciliés taches blanches multifocales (maladie  Choc osmotique
caryoniase ritans .
marine des taches blanches)
Phi 1 - . . s
L hzlasterzAdes & Lésions de peau et branchies; dépig-
Scuticociliatose ; centrarchi ; Uro- . . P . .
o Ciliés mentation ; ulcérations; hémorragies Choc osmotique
autres ciliatose nema sp.; Tetra- .
de certaines zones de la peau
hynema sp.
Shaerospora
‘1 dzcentmrf:hz; ) Myzo- Réduction de la production ; réduction Pas de ftraite-
Myxosporidiose S.  testicularis; L . . o
sporidés du taux de croissance ; faible mortalité  ment
Ceratomyza
labraci
. ‘1 Micro- Réduction de la production; faible Pas de traite-
Microsporidiose Glugea sp. o .
sporidés mortalité ment
. Diplectanum ae-  Monogénes Peau trf)uble; rougeur localisée, avec Prophylaxie
Infestation bran- ) production excessive de mucus hy- .
. quans; D. lau- tréma- N ) . bonnes condi-
chiale ) perplasie épithéliale; hémorragie des . i
biers tode . tions d’élevage
branchies
ir;ﬁztlon & Al Anisakis spp. Nématode Larve dans la cavité coelomique Prophylaxie
Ceratothoa
. oestroides ; Crustacés Retard de croissance; nécrose des
Atteinte par des . . . . . .
Nerocilla  orbi-  (iso- branchies et tissus de la peau; adultes  Prophylaxie
Isopodes . .
guyi;  Anilocra  podes) et larves
physoides

4.4.3 Stratégie de vaccination chez le bar européen.

La présence d’une réponse adaptative chez le bar européen, permet de le vacci-

ner contre certains agents pathogénes reponsables des vibrioses. En pisciculture, le
bar est généralement vacciné par injection 4 mois aprés le début de 1’élevage (eau
a 17-19°C, poids moyen de 2 grammes). IlIs sont en effet déja matures immuno-
logiquement [dos Santos et al., 2000]. 11 est possible d’immuniser des poissons plus
jeunes mais la réponse immunitaire observée est a la fois moins importante mais
également plus lente par rapport aux animaux plus agés |Gravningen et al., 1998,
Dos Santos et al., 2001, Bakopoulos et al., 2003]. Pour les poissons plus jeunes, la
balnéation semble étre le moyen le plus efficace pour la vaccination car cette mé-
thode est plus représentative des voies naturelles de contamination par les branchies,
la bouche, U'intestin, I'anus et les blessures de la peau |Angelidis, 2006|. Des efforts
trés importants sont entrepris afin de permettre 'immunisation du bar européen

contre les nodavirus et notamment des juvéniles qui sont trés sensibles a cet agent



pathogéne |Buonocore et al., 2017].

4.5 Développement d’aliments fonctionnels destinés

a améliorer la résistance des poissons

Ces derniéres années, les aliments destinés aux poissons carnivores sont devenus

trés performants malgré la diminution de la part de FP au profit des FV 2. En effet,

la supplémentation de ces aliments avec des ingrédients fonctionnels a permis

de compenser les pertes de performances zootechniques et sanitaires liées aux fortes

teneurs de FV dans les aliments ®. Pour atteindre des performances élevées, différents

ingrédients peuvent étre ajoutés aux formules alimentaires (pour revue Dawood et

al., 2017). Le Tableau 17 présente quelques catégories d’ingrédients entrant dans

la composition des aliments fonctionnels.

Tableau 17 — Performances fonctionnelles des additifs alimentaires utilisés chez cer-
taines espéces animales aquatiques modifié d’aprés Dawood et al., 2017.

Reésistance
aux maladies

Références

Performance J
de . RepO{lse.s
Additif croissance et le;llmf‘allrf)
utilisation etp iylsxleo o
alimentaire glq
Probiotiques
(microor-
ganismes (+++) (+++)
vivants ou
inactivés)
Prébiotiques
(fibres non- (++) (+++4)
digestibles)
Synbiotiques
(pré-  +
probio- (+++) (+++)
tiques)
Immunos-
timulants
(B-glucane (+4) (+4+)
et lactofer-
rine
Nucléotides (++) (++4)

2. voir Figure 8 page 47.

(+++)

ES=S

Merrifield et al. (2010), Ringg et al. (2010a,b),
Aguirre-Guzman et al. (2012), Martinez Cruz et
al. (2012), Zhou et Wang (2012), Mohapatra et al.
(2013), Rico et al. (2013), De et al. (2014), Merrifield
et Ringo (2014), Navarrete et TovarRamirez (2014),
Perez-Sanchez et al. (2014), Akhter et al. (2015), Iwa-
shita et al. (2015), Dawood et Koshio (2016)
Yousefian et Amiri (2009), Merrifield et al. (2010),
Ringp et al. (2010b, 2014b), Patel et Goyal (2012),
Ganguly et al. (2013), Merrifield et Ringo (2014),
Song et al. (2014), Akhter et al. (2015), Iwashita et
al. (2015) et Dawood et Koshio (2016

Cerezuela et al. (2011), Dawood et Koshio (2016) et
Ringp et Song (2016)

Lin et al. (2011), Ringg et al. (2011), Alishahi et Aider
(2012), Ganguly et al. (2013), Meena et al. (2013) et
Ringp et Song (2016)

Li Et Gatlin (2006), Ringg et al. (2011) et Hossain et
al. (2016)

3. voir « Optimisation des régimes alimentaires riches en farine d’origine végétale » page 42.

85
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Tableau 17 — Performance fonctionnelle des additifs alimentaires utilisés chez cer-
taines espéces animales aquatiques modifié d’aprés Dawood et al., 2017 (Suite).

Performance

de Réponses
Additif croissance et 1mmun1f.a1re Re51stanc.e Références
utilisation et physiolo- aux maladies
alimentaire glque
Citarasu (2010), Chakraborty et Hancz (2011), Direk-
busarakom (2011), Harikrishnan et al. (2011), Lee et
Plantes () (+4) (+4) Gao (2012), Pandey et al. (2012), Hwang et al. (2013),
meédicinales Ramudu et Dash (2013), Reverter et al. (2014), Va-
seeharan et Thaya (2014), Syahidah et al. (2015) et
Van Hai (2015)
oArm:relis s Gislason et al. (1994), Vielma et al. (1999), Liickstadt
Oug gcidi_ @5 () ) (2008), Bai et al. (2015), Elala et Ragaa (2015) et Ng
fiants et Koh (2016)
Antioxydants “) (+4) (+4) Frigg et al. (1990), Gatlin et al. (1992), Lygren et al.

(1999) et Bai et al. (2015)

Amélioration : (++-) trés significative ; (++) significative; (+) probable et (-) controversée.

La supplémentation en AA dans les formulations alimentaires permet éga-
lement, chez certaines espéces, d’améliorer la santé des poissons. L’arginine per-
met d’augmenter la résistance aux maladies chez le poisson-chat (Ictalurus puncta-
tus) [Alejandro Buentello et Gatlin, 2001] et la sole sénégalaise [Costas et al., 2011].
La glutamine permet d’améliorer la réponse immunitaire innée chez le poisson-
chat [Pohlenz et al., 2012]. Chez 'ombrine (Sciaenops ocellatus), la glutamine per-
met d’améliorer la réponse immunitaire [Cheng et al., 2011b, Cheng et al., 2011a| et
d’augmenter les capacités de détoxification contre le stress oxydant [Hu et al., 2014].
Des résultats similaires ont été observés chez le poisson-chat jaune lors d’une sup-

pélementation du régime alimentaire avec de la méthionine |Elmada et al., 2016].

L’amélioration des performances de croissance et du statut sanitaire des pois-
sons par la supplémentation en ingrédients fonctionnels ouvre la voie & de nouvelles
formulations & la fois performantes et respectueuses de I'environnement. En effet,
les hydrolysats de protéines de co-produits aquatiques, de part leur origine et leur
composition en peptides bioactifs? et en AA libres sont des ingrédients fonc-
tionnels a forts potentiels pour une utilisation en aquaculture.

Il reste néanmoins a déterminer leurs niveaux de performance ainsi que leurs

profils de fonctionnalité. Ces deux aspects seront discutés dans les chapitres suivants.

4. voir « Bénéfices fonctionnels des hydrolysats de co-produits d’origine aquatique » page 60.



5 Contexte et objectifs de la thése

Ces travaux de thése s’inscrivent dans une thématique relative au développement
, scicul 1 . Ponvi
d’une pisciculture durable reposant sur des pratiques respectueuses de I’environne-

ment.

L’aquaculture est en pleine croissance et produit aujourd’hui la moitié des pro-
duits aquatiques destinés a la consommation humaine. Elle constitue ainsi un secteur
clé pour le maintien et ’amélioration de la sécurité alimentaire dans le monde. Au
cours de ces derniéres années, la part des FP dans la formulation des aliments a par-
ticuliérement diminué au profit des FV pour répondre aux nombreuses contraintes
économiques et environnementales. Le remplacement des FP dans les aliments des-
tinés aux poissons carnivores est un défi majeur pour I'industrie de 'aquaculture.
En effet, le développement d’aliments & faible teneur en FP doit tenir compte des
contraintes économiques liées & la productivité des fermes piscicoles, qui peut étre
impactée par une mauvaise performance des nouvelles formulations. En effet, si cer-
taines études ont démontré que le remplacement partiel des FP par des FV était
possible, il reste encore des points bloquants (nutrition, appétence, santé) a lever
pour atteindre un remplacement total des FP par des FV. Le développement de
nouvelles stratégies de formulation combinant protéines alternatives aux FP et in-
grédients fonctionnels pourrait permettre d’atteindre, avec des aliments a forte te-
neur en FV, des niveaux de performance proches de ceux observés avec des aliments

plus conventionnels.

Diana Aqua est une division du groupe Symrise spécialisée dans la production
d’hydrolysats de protéines destinés a la formulation d’aliments pour poissons et
crevettes, et ce, pour en améliorer les bénéfices appétence, nutritionnel et santé.
Plusieurs études réalisées par Diana Aqua chez le poisson ont pu montrer le potentiel

des hydrolysats de protéines pour la formulation d’aliments a faible teneur en farines

87



88 CHAPITRE 5. CONTEXTE ET OBJECTIFS DE LA THESE

de poissons. Ainsi, des essais menés chez le bar européen lors de la thése de Marie
Robert financée par Diana Aqua et soutenue en 2014, ont montré que les hydrolysats
de co-produits de crevette et de tilapia permettaient de formuler des aliments avec
seulement 5% de FP sans affecter les performances de croissance et de santé du
poisson.

Les hydrolysats de protéines restent des produits difficiles a caractériser de part
la diversité des matiéres qui les compose, leur richesse en peptides et les activités
biologiques qu’ils peuvent porter. Il est devenu nécessaire d’aller plus loin dans la
caractérisation de ces ingrédients fonctionnels pour mieux en comprendre la perfor-
mance. De plus, il n’existe aucuns travaux n’ayant étudié chez le poisson la réponse
du métabolisme aux hydrolysats de protéines d’origine alimentaire pour en expliquer

les mécanismes d’action.

Dans la continuité des travaux menées Robert (2014), ce travail de thése s’est
concentré sur la compréhension des mécanismes sous-jacents a la performance de
deux hydrolysats de co-produits (crevette et tilapia) chez le bar européen, grace au
développement d’outils innovants permettant d’analyser les paramétres structuraux
et les propriétés fonctionnelles des hydrolysats de co-produits d’origine aquatique
(Figure 25). Dans un premier temps, les études se sont focalisées sur le dévelop-
pement de méthodes de normalisation et de caractérisation de la quantité et de la
diversité en peptides de faible masse moléculaire puis sur 'identification des peptides
hydrolytiques d’hydrolysats de co-produits de différentes origines. Dans un second
temps, les travaux de recherche se sont orientés vers I’évaluation des performances
zootechniques et fonctionnelles des deux hydrolysats (tilapia et crevette) chez le bar
européen. Ainsi, les activités myotropes, d’une part, et la réponse du transcriptome
intestinal et hépatique, d’autre part, ont été étudiés dans le cadre de deux essais

zootechniques indépendants.
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FIGURE 25 — Résumé graphique des objectifs de la these.
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Deuxiéme partie

Matériels et méthodes
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1 Origine des hydrolysats de protéines

Les hydrolysats de protéines testés lors de ces travaux de thése ont été fournis
par Diana Aqua. Ils différent par l'origine de la matiére premiére : céphalothorax
de crevette (Litopenaeus vannamei), viscéres de thon (Katsuwonus pelamis), tétes
et arétes de saumon (Salmo salar), ou différentes espéces de Gadidae ou de tilapia
(Oreochromis niloticus), tétes et viscéres de calmar (Illex argentinus), krills entiers
(Euphausia superba), ainsi que par le procédé de fabrication. Les différentes co-
produits utilisés dans les procédés d’hydrolyse sont issus d’usines de transformation.
Pour la réaction d’hydrolyse, les matiéres premiéres congelées sont broyées a 6 mm
et chargées dans un réacteur thermostaté de 10 litres équipé d’un agitateur central
(40 tours.min™!). Les matiéres premiéres sont chauffées a 50 °C, puis soumises a des
procédés d’hydrolyse enzymatique différents, dont les spécifications (nature et dose
de T'enzyme, durée d’hydrolyse) ne seront pas détaillées dans ce manuscrit pour
des raisons de confidentialité. Aucune régulation du pH n’est appliquée pendant
I’étape d’hydrolyse. Cette derniére se termine par une inactivation des enzymes par
traitement thermique (80 °C pendant 15 minutes). Les hydrolysats sont ensuite
tamisés a 500 pm pour éliminer les déchets solides (arétes, carapaces, ...) puis séchés
par atomisation et conservés sous forme de poudre entre 0 et 4 °C jusqu’a utilisation.
Des antioxydants et conservateurs sont ajoutés aux hydrolysats pour assurer leur

stabilité dans le temps.
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Hydrolysat liquide ou en poudre

Extraction peptidique
(TFA 0,1%, 10 min, sous agitation)

Dilution a 1 UA4p,
(FA0,1%)

Séchage Speedvac

A J

Echantillon sec normalisé

T

HPSEC (iQuant) nLC-ESI-MS (iQual)
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FI1IGURE 26 — Méthodologie d’analyse des propriétés structurales des hydrolysats. Les
peptides des hydrolysats sont extraits puis les échantillons sont normalisés a 1’aide
d’un dosage spectrophotométrique. La quantité de peptide est déterminée grace
a des expériences de chromatographie liquide d’exclusion stérique. La diversité en
peptides est déterminée grace a une analyse de ’échantillon par chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse de type électro-spray. Enfin, les résultats
sont fusionnés dans un diagramme & deux dimensions.



2 Caractérisation des performances
structurales des hydrolysats de pro-
téines d’origine aquatique — approche

peptidomique

Toutes les analyses de caractérisation structurale des hydrolysats de protéines
ont été menées sur des extraits issus des échantillons fournis par Diana Aqua. La
méthodologie est présentée et discutée en détail dans le chapitre « Caractérisa-
tion structurale des hydrolysats de protéines : développement d’un outil d’analyse de
la dwersité et de 'abondance en peptides de faible masse moléculaire » page 125.
Néanmoins, pour faciliter la lecture de ce manuscrit, la méthodologie est présentée

succinctement Figure 26 ci-contre.

2.1 Extraction et pré-purification des peptides

Les extractions peptidiques des hydrolysats ont été réalisées en milieu acide.
Un gramme d’hydrolysat est homogénéisé dans 10 ml d’acide trifluoroacétique 0,1%
(TFA, HPLC-grade, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA) et incubé sous agi-
tation 10 minutes a température ambiante pour la caractérisation structurale des
hydrolysats ou une nuit a 4°C pour l'identification du peptide myotrope de I’hydro-
lysat de crevette. Aprés centrifugation pendant 15 minutes & 30 000 x g et a 4°C, le
surnageant est filtré sur un filtre en papier (Whatman) puis concentré sur colonne
SepPak C18 (Waters, Milford, Massachusetts, USA). La fraction organique est éluée
avec 80% d’acétonitrile (ACN, HPLC-grade, Sigma-Aldrich) a 0,1% de TFA. Une
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étape optionnelle de normalisation de ’échantillon est réalisée pour la détermination
des indices de quantité et de diversité en peptides des hydrolysats !. L’éluat est alors
dilué dans de I'acide formique a 0,1% (AF, HPLC-grade, Sigma-Aldrich). Tous les
échantillons sont aliquotés puis évaporés avec un speed vac. Les extraits secs sont

conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation.

2.2 Chromatographie liquide haute performance

2.2.1 Chromatographie liquide d’exclusion stérique (HPLSEC)

L’analyse de la quantité de peptides de faible masse moléculaire (seuil fixé & 1000
Da pour les raisons expliquées dans le § 2.6) est réalisée sur une chaine VARIAN
composée d'une pompe a gradient VARIAN-9012, d’un détecteur UV-VIS VARIAN-
9050 a 214 nm et d’un collecteur Biorad 2110. L’acquisition du chromatogramme est
gérée par le logiciel Masslynx (Waters). Nous avons utilisé une colonne Reprosil 50
SEC (AIT, Houilles, France) et un gradient isocratique eau/ACN/TFA (89,9/10/0,1

v/v/v) avec un débit de 0,7 ml.min~! pendant 45 minutes.

2.2.2 Chromatographie en phase inverse C18 (rpHPLC)

A Tissue des tests d’activité myotrope réalisés sur les différents hydrolysats de
protéines, des étapes de purification du peptide myotrope de 'hydrolysat de crevette
(montrant I'activité myotrope la plus importante) sont réalisées. Elle ont mis en
ceuvre un systéme UFLC Shimadzu composé d’une pompe LC-202A, d’un dégazeur
DGU-20A3R, d’un four CTO-10ASVP, d’un module de communication CBM-20A,
d’'un détecteur SPD-20A et d’'un collecteur FRC-10A. L’élution est conduite sur
une colonne EC 250/4 Nucleodur 100-10 C18-ec column (réf : 760003.40, Macherey-
Nagel, Hoerdt, France) avec un mélange ACN /eau/TFA (80/19,9/0,1, v/v/v) avec
un débit de 1 ml.min—!. Le gradient d’ACN est réalisé de 10% a 17% en 14 minutes
pour la premiére étape de séparation et de 0% a 8% en 55 minutes pour la seconde
étape de séparation. Toutes les fractions sont collectées lors du gradient d’ACN puis

sont évaporées a l'aide d'un speedvac et conservées a 4°C jusqu’a utilisation. Les

1. Voir méthodologie détaillée page 127.
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culots peptidiques secs sont re-suspendus dans 600 ul d’une solution de TFA & 0,1%

et injectés a raison de 50 pl par run.

2.3 Electrophoreése préparative (OFFGEL)

La technologie OFFGEL sépare les composants d’'un mélange liquide selon leur
point iso-électrique. Elle permet de décomplexifier ’échantillon en amont d’une sépa-
ration chromatographique en phase inverse. Les hydrolysats de krill sont traités par
électrophorése OFFGEL (3100 OFFGEL fractionnator, Agilent) selon une gamme
de pH s’étendant de 3 a 10 répartie dans 12 puits. Les extraits peptidiques sont
repris dans de I'eau puis 800 ul de cette solution sont ajoutés a 3200 ul de Peptide
OFFGEL Stock solution 1,25X (6 ml de glycérol + 600 ul de tampon OFFGEL).
Le gel du strip de séparation est monté sur le support et réhydraté par 40 ul de
tampon Peptide OFFGEL Stock solution 1X dans chacun des 12 puits. Les élec-
trodes sont hydratées dans cette solution et déposées en appui des puits. Aprés 15
minutes d’incubation, 150 ul d’échantillon sont déposés dans chacun des puits puis
de 'huile minérale est déposée sur les électrodes. Enfin, le support est placé sur la
plateforme et une tension est appliquée jusqu’a atteindre la valeur de 20 kV (en 18

heures environ).

2.4 Chromatographie liquide nano (nLC)

A Tissue de la séparation des composants par la technologie OFFGEL, une
seconde étape de fractionnement est réalisée a partir des 12 puits collectés. Les
échantillons sont préalablement dessalés et concentrés sur pC18 Omix (Varian).
La séparation chromatographique est menée sur un systéme nano-LC (Prominence,
Shimadzu). Les peptides sont concentrés sur une pré-colonne Zorbax C18 (5 x 0,3
mm, Agilent Technologies) puis séparés sur une colonne Zorbax C18 (150 x 75 um,
Agilent Technologies). Les phases mobiles sont composées d'un mélange eau/TFA
(99,9%/0,1%, v/v) (Phase A) ou d’un mélange eau/ACN/TFA (20%/79,9%/0,1%,
v/v/v) (Phase B). Les échantillons sont élués selon le gradient suivant : 7% de B
pendant 5 minutes, augmentation de la quantité de B de 7% a 70% en 183 minutes,

70 & 100% de B en 5 minutes puis retour & 7% de B. Le débit est paramétré a 300
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nl.min—!

auquel s’ajoute la matrice CHCA (Acide a-cyano-4-hydroxy cinnamique
a5 mg.ml™!) au débit de 1,2 ul.min~!. Les fractions de 30 secondes sont déposées

automatiquement sur une cible Opti-TOF# 384 spots par un AccuSpot (Shimadzu).

2.5 Spectrométrie de masse

2.5.1 nLC-ESI-orbiTRAP

L’analyse par spectrométrie de masse a ionisation de type électrospray (ESI-
MS/MS) permet d’analyser la diversité en peptides de faible masse moléculaire des
hydrolysats de protéines. Pour I'optimisation de cette analyse, les échantillons ont
été concentrés. Les extraits peptidiques réalisés a partir des différents hydrolysats
ont été chargés sur une colonne SepPak C18 (Waters) puis élués par un mélange
ACN/eau/TFA (20%/79,9%/0,1%, v/v/v). Aprés évaporation au speed vac, les
échantillons sont concentrés sur pC18 Omix (Varian). Le fractionnement chromato-
graphique des extraits est réalisé sur un systéme Ultimate 3000 (Thermo Scientific)
équipé d’une colonne Pepmap C18 (250 x 75 pm, 3 um, Thermo Scientific). Les
phases mobiles utilisées sont composées respectivement d’acide acétique (AcOH)
0,1% et d’un mélange eau/ACN/AcOH (20/79,9/0,1; v/v/v). Le nano-débit est fixé
4 300 nl.min~! et le profil du gradient est défini comme suit : 0,5% d’ACN par mi-
nute, de 0 & 30% d’ACN. L’analyse en spectrométrie de masse est conduite sur un

LTQ-Orbitrap Discovery (ThermoFisher) entre 200 et 1000 m/z.

2.5.2 MALDI-TOF/TOF

Les spectres de fragmentation des peptides composant les hydrolysats de krill,
sont réalisés en spectrométrie de masse de type désorption-ionisation laser assistée
par matrice couplé & un analyseur temps de vol (MALDI-TOF /TOF) sur la plate-
forme PROTEOGEN au moyen d’un AB Sciex 5800 équipé d’un laser OptiBeam. Le
systéme est calibré avant chaque analyse avec une solution contenant de la des-Arg-
Bradykinine, de 1’Angiotensine-I, de la Glul-Fibrinopeptide B, de TACTH (18-39)
et de 'ACTH (7-38). La précision de masse est de I'ordre de 50 ppm. Les spectres

MS sont acquis en mode réflectron par compilation de 1000 (5 x 200) spectres dans la



gamme de masse 800-4000 Da. L’intensité du laser est de 3200. Les spectres MS/MS
sont acquis en mode réflectron positif par compilation de 2500 (10 x 250) spectres
sous une intensité laser de 3900. Ils permettent 'identification des peptides grace au

logiciel Mascot associé aux banques de données transcriptomiques.

2.6 Détermination des indices de quantité et de di-
versité en peptide dans les hydrolysats

Pour ’analyse des indices de quantité et de diversité des peptides, le seuil de 1000
Da (peptides de moins de 10 AA) a été défini. Ils constituent la fraction la plus cou-
ramment trouvée dans les hydrolysats de protéines aquatique et la plus performante
pour le poisson en terme d’appétence, de nutrition et de santé [Cahu et al., 1999,

Refstie et al., 2004, Choi et al., 2009, Khosravi et al., 2015a, Khosravi et al., 2017].

L’indice quantitatif (iQuant) représente 'abondance en peptides de moins de
1000 Da dans I’hydrolysat. Il est basé sur I'intégration de 1’aire sous la courbe extraite

des valeurs du chromatogramme d’exclusion stérique (Equation 2.1).

aire des peptides inférieurs a 1000 Da

iQuant = 100 x (2.1)

aire totale

2.1 — Calcul de 'iQuant des hydrolysats (en %).

L’indice qualitatif (iQual) représente la diversité en peptides de moins de 1000
Da dans I'hydrolysat. Pour le calcul de cet indice, les valeurs en duplicat des masses
mesurées sont supprimées de 'analyse (+ 0,01 Da). iQual est basé sur les valeurs
des « peak list » obtenues a l'issue des séparations par nLC-ESI-orbiTRAP. Ce type
d’ionisation génére des ions multichargés. Il est indispensable de prendre en compte
ce parameétre lors de I'analyse d’iQual. Les « peak list » se composent d’une suite de

masse (m) détectées associées & un nombre de charge (z).
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Pour connaitre la masse réelle mesurée, il est nécessaire de multiplier la masse par

le nombre de charge et de soustraire 1 Da a la masse totale par charge (Equations

2.2 et 2.3).
masse réelle mesurée = (m x z) — z (2.2)
2.2 — Calcul des masses réelles mesurées (en Da).
iQual = 100 x nombre de masses réelles mesurées inférieures a 1000 Da (2.3)

nombre total de masses mesurées

2.3 — Calcul de I'iQual des hydrolysats (en %).

2.7 Deégradation d’Edman

Cette méthode permet d’identifier la séquence primaire N-terminale d’un peptide
purifié. Elle est utilisée pour 'identification du peptide myotrope de I’hydrolysat
de crevettes. Elle est réalisée sur un micro-séquenceur Protein Sequencing System
Model 494 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) couplé & un
analyseur d’acides aminés PTH Model 140 (Perkin Elmer - Applied Biosystems,
Foster City, Californie, USA) a la plateforme PISSARO de l'université de Rouen.
les peptides lyophilisés sont repris dans 30 ul d’une solution d’acétonitrile a 20% et
1% de TFA. Quinze ul. d’échantillon sont déposés sur « Biobrene » pré-conditionné
sur un disque en fibre de verre. Le disque contenant le peptide est ensuite intégré
dans 'appareil pour analyse et le nombre de cycles d’Edman est fonction du nombre
de résidus souhaités. Dans notre cas, 6 cycles. Aprés avoir déterminé la séquence
en acides aminés, une recherche d’homologie avec les séquences protéiques présentes

dans les banques de données est réalisée par le biais des outils bio-informatiques.
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2.8 Identification des peptides

Les séquences des peptides myotropes candidats obtenues par dégradation d’Ed-
man sont confirmées en comparant les profils de fragmentations basés sur I'occur-
rence des ions y, b et a obtenus par rpHPLC-ESI-MS? et les tables théoriques des
peptides candidats obtenues avec Protein Prospector (http ://prospector.ucsf.edu/
prospector/cgi-bin /msform.cgi ?form=msproduct).

Une analyse in silico est réalisée ensuite pour identifier les séquences des peptides
candidats. Le logiciel Peptraq |Zatylny-Gaudin et al., 2016] est utilisé pour recher-
cher les motifs des peptides candidats dans une base de données transcriptomique

annotée de Litopenaeus vannamei [Robert et al., 2014].
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3 Caractérisation des performances
fonctionnelles des hydrolysats de
protéines d’origine aquatique chez

le bar européen — approche in vivo

3.1 Autorisations réglementaires

Toutes les expériences menées chez le bar européen ont été réalisées selon les lois
Francaises et Européennes (article 13 de 86/609/EU) aprés autorisation du Ministére
de la Recherche et de ’'Enseignement Supérieur (APAFIS# 3087), du comité Comité
d’Ethique Normandie en Matiére d’Expérimentation Animale (numéro d’agrément
54), du comité d’éthique et de 'expérimentation animale interne de 1'Institut de
Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA) et du Departament d’Agricultura,

Ramaderia, Pesca, Alimentaci6 i Medi Natural (permis 7962).

3.2 Tests de conditionnement alimentaire chez bar

européen

3.2.1 Essai zootechnique réalisé a la station expérimentale

IRTA (Espagne)

Le premier essai de conditionnement alimentaire a été conduit dans les structures

d’élevage de 'IRTA (San Carles de la Rapita, Espagne). L’objectif de cet essai était
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d’étudier I'impact des hydrolysats de crevette et de tilapia sur les performances de
croissance, l'intégrité du tube digestif ainsi que la régulation transcriptomique de
I'intestin, du foie et du rein avant et aprés challenge bactérien chez le bar européen.

Les juvéniles de bar (poids moyen = 2,0 + 0.2 g) fournis par la pisciculture
Marina Mediterranea SI. (Andromeda Group, Burriana, Valencia, Espagne) sont
nourris avec un aliment commercial (OptibassL-2, Skretting, Espagne; 48,5% de
protéines, 16 % de lipides, 3,7 % de fibres, 6,4 % de cendres) pendant 2 semaines
pour la phase d’acclimatation. Les poissons sont ensuite répartis aléatoirement dans
des bassins circulaires en fibre de verre de 500 L & une densité initiale de 0,4 kg.m=3
(100 poissons par bassin).

Cing régimes alimentaires (4 réplicats par régime) ont été testés : un aliment
controle positif contenant 20% de FP (FM20), un aliment controle négatif contenant
5% FP (FM5), 3 aliment contenant 5% FP supplémentés avec 5% d’hydrolysat
de tilapia (FM5 + 5% TH), de crevette (FM5 + 5% SH) ou d’un mélange des 2
hydrolysats 50/50 (FM5 + 5% MH). La composition des régimes alimentaires est
fournie dans le tableau 18.

Avant le conditionnement alimentaire, les poissons sont pesés individuellement et
la longueur standard (SL) mesurée (poids moyen = 2,2 + 0,0 g; SL = 5,1 + 0,0 cm).
Pendant la phase de nourrissage, la température et le pH de I'eau (pHmétre 507,
Crison Instruments), la salinité (MASTER-20T, ATAGO Co. Ltd) et 'Oy dissout
(OX1330, Crison Instruments) sont régulés a de 23,2 + 0,5 °C, 7,5 + 0,2, 35,8 + 0,3
ppm et 6,2 £ 1,2 mg.L~!. Le débit d’eau dans les bassins est maintenu & environ
9,0 L.min~! au moyen d’un systéme de recirculation (IRTAmar®) qui maintient une
qualité d’eau optimale (ammoniaque : 0,08 + 0,04 ppm, nitrites : 0,032 4 0,02 ppm)
grace & une filtration mécanique et biologique associée a une irradiation ultraviolet
(UV). La photopériode suit les changements naturels saisonniers (février - avril, la-
titude 40°37°41’N). Les poissons sont nourris pendant 62 jours, en exces, 6 fois par
jour a laide de distributeurs automatiques ARVO-TEC T Drum 2000TM (Arvo-
tec, Finland) au taux de 4,5% de la biomasse. Aprés 31 jours d’expériementation,

cinquante poissons par bassin sont pesés pour ajuster la ration de nourrissage.
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Tableau 18 — Composition des régimes alimentaires (essai IRTA).

FM5 FM20 FM5 + FM5 + FM5 +
5% TH 5% SH 5% MH

Matiéres premiéres

Farine de poisson LT 50%  20,0% 5,0% 5,0% 5,0%
Hydrolysat de tilapia - - 5,0% - 2,5%
Hydrolysat de crevette - - - 5,0% 2,5%
Farine de gluten de mais 17,0% 11,0% 15,0% 15,0% 15,0%
Farine de gluten de blé 19.7% 14,0% 18,9% 18,9% 18,9%
Farine de colza 11,1%  7,0% 9,0% 9,0% 9,0%
Farine de soja 48% CP 17,0% 14,8% 15,0% 15,0% 15,0%
Farine de blé 10,0% 16,0% 12,8% 12,8% 12,8%
DL-Méthionine 0,6% 0,4% 0,5% 0,5% 0,5%
Monochlorhydrate de L-Lysine 1,6% 1,0% 14% 1,4% 1,4%
Phosphate de calcium 25%  12%  2,1% 2,1% 2,1%
Huile de poisson (inclusion) 32%  23%  2,9% 2,9% 2,9%
Huile de poisson (enrobage) 10,0% 10,0% 10,0% 10,0% 10,0%
Vitamines et minéraux (prémix) 2,3% 23%  2,3% 2,3% 2,3%
Composition proximale (% du produit)

Humidité 7,5% 8,8% 9,5% 8,4% 7.1%
Protéines brutes (N x 6,25) 41.4% 446% 42,0% 42.9% 43.2%
Lipides 195% 18,8% 19,0% 19,1% 20,1%
Cendres 23%  57%  5,1% 5,2% 5,2%
Energie (Kcal/g) 5,1 5,4 5,2 5,2 5,2

Abréviations : FM : farine de poisson, TH : hydrolysat de tilapia, SH : hydrolysat de crevette,
MH : mélange d’hydrolysats, LT : basse température, CP : protéines crues, N : azote.
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A la fin du conditionnement alimentaire (jour 62), aprés une période de jetine de
24 heures, le poids et la SL individuels sont mesurés pour tous les poissons. Durant la
manipulation et les pesées, les poissons sont anesthésiés avec 50 mg.L~! de MS-222
(Sigma Aldrich, Saint-Louis, EU). A Tissue du test de conditionnement alimentaire,
les poissons sont euthanasiés par surdosage de MS-222 (100 mg.L1). Le taux de
croissance spécifique (SGR pour « Specific Growth rate »), le facteur de condition
Fulton (K) et le taux de survie (SR pour « Survival Rate ») sont calculés selon les

équations 3.1, 3.2 et 3.3.

SGR = 100 x In (poids final) — In (poids initial)

3.1
durée (3.1)

3.1 — Taux spécifique de croissance. Le SGR s’exprime en % de poids par jour.

id
K =100 x —222 (3.2)
longueur
3.2 — Facteur de condition Fulton.
SR — 100 x nombre de poissons vivants & l'issue du conditionnement (3.3)

nombre initial de poissons

3.3 — Taux de survie. Le taux de survie s’exprime en pourcentage.

Les analyses transcriptomiques sont réalisées a partir d’un échantillonnage d’or-
ganes provenant de trois poissons (12 par régime) choisis aléatoirement dans chaque
bassin. La partie proximale de I'intestin, le foie et les reins sont prélevés sur lit
de glace et immédiatement congelés dans de 'azote liquide. Les échantillons sont

ensuite conservés a -80°C jusqu’a Uextraction des acides ribonucléiques (ARN).

L’extrémité proximale de I'intestin de cing poissons (quinze poissons par régime)
est également prélevée et conservée dans un tampon phosphate-formaldéhyde a 10%

pour ’analyse histologique.
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3.2.2 Essai zootechnique réalisé a la station expérimentale

d’IFREMER (Brest)

Un deuxiéme conditionnement alimentaire d’'une durée de 46 jours a été réa-
lisé dans les structures d’élevage du laboratoire PFOM-ARN au centre de I'Institut
Francais de Recherche pour I'Exploitation de la Mer (IFREMER) de Brest. L'ob-
jectif de cette étude portait les propriétés myotropes des hydrolysats de crevette et
de Gadidae chez le bar européen.

Quarante juvéniles de bars (poids initial de 10,3 £0,0 g) sont répartis aléatoi-
rement dans chacun des 24 bassins de 80 L correspondant a 8 régimes testés et 3
réplicats par régime. L’eau de mer (salinité : 35 g.1.7!) est filtrée (filtre a sable a
haute pression) et thermo-régulée (20+1°C) sans recirculation (« eau perdue »).

L’application d’une photopériode décalée (12 h de lumiére et 12 h d’obscurité,
a partir de 2 heures du matin) permet au personnel technique de collecter les féces
pendant les heures ouvrées. Les poissons sont nourris avec un distributeur automa-
tique (Arvotec, Finlande) avec une ration alimentaire fixée & de 3% de la biomasse
par jour, et un taux de conversion de I'aliment établi & 1,0 durant tout le test de
conditionnement. [’ajustement de la ration quotidienne est pilotée par le logiciel du
distributeur automatique de nourriture (Arvotec). Les régimes alimentaires consis-
taient en, un aliment contrdle positif contenant 20% de FP (FM20), un aliment
controle négatif contenant 5% FP (FM5), 6 aliments contenant 5% FP supplémen-
tés avec 1%, 5% et 10% d’un hydrolysat de crevette (FM5 + 1% SH, FM5 + 5%SH,
FM5 + 10% SH) ou 1%, 5% et 10% d’un hydrolysat de Gadidae (FM5 + 1% FH,
FM5 + 5%FH, FM5 + 10% FH). La composition des régimes alimentaires est fournie
dans le tableau 19.



Tableau 19 — Composition des régimes alimentaires (essai IFREMER de Brest).

FM20 FM5 FM5 + FM5 + FM5 + FM5 + FM5 + FM5 +
1% SH 5% SH 10%SH 1% FH 5% FH 10% FH

Matiére premiére
Farine de poisson premium (67% protéines) 9,73 - - - - - - -
Farine de poisson standard (65% protéines) 10,28 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04 5,04
Hydrolysat de crevette - - 1,00 5,00 10,00 - - -
Hydrolysat de Gadidae - - - - - 1,00 5,00 10,00
Farine de gluten de mais 11,47 16,64 15,98 15,15 14,11 15,98 15,15 14,11
Farine de gluten de blé 14,45 21,04 20,19 19,14 17,83 20,19 19,14 17,83
Farine de colza 9,50 10,45 10,06 9,57 8,96 10,06 9,57 8,96
Tourteau de soja 12,72 14,98 14,41 13,67 12,81 14,41 13,67 12,81
Blé dépélicullé 12,45 10,30 9,94 9,50 8,94 9,94 9,50 8,94
DL-Méthionine 0,35 0,54 0,52 0,49 0,46 0,52 0,49 0,46
Monochlorhydrate de L-Lysine 1,03 1,60 1,54 1,46 1,36 1,54 1,46 1,36
Phosphate de calcium 1,68 2,61 2,01 2,37 2,21 2,51 2,37 2,21
Huile de poisson (inclusion) 14,55 15,29 15,21 15,01 14,7 15,21 15,01 14,7
Vitamines et minéraux (prémix) 1,10 1,10 1,10 1,10 1,1 1,10 1,10 1,1
Cellulose 0,7 04 2,5 2.5 2,5 2.5 2,5 2,5
Composition proximale
Humidité (%) 8,05 8,68 8,23 8,78 9,38 8,23 8,78 9,38
Protéines brutes (N x 6,25%) 45,67 45,23 45,32 45,72 45,54 45,32 45,72 45,54
Lipides (%) 15,51 15,25 15,6 15,52 16,45 15,6 15,52 16,45
Cendres (%) 6,56 6,27 6,25 6,48 6,47 6,25 6,48 6,47
Energie (Kcal/g) 5,05 5,03 5,03 4,99 4,94 5,03 4,99 4,94

FM : farine de poisson, SH : hydrolysat de crevette, FH : hydrolysat de poisson, N : azote.

80T
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Le test zootechnique comporte deux étapes. Dans un premier temps les poissons
sont conditionnés avec les différents régimes alimentaires pendant 32 jours. Ils sont
nourris une fois par jour une heure aprés le début de la période diurne, pendant 45
4 60 minutes. La production des féces est ensuite mesurée pendant deux périodes
de 5 jours. Pendant cette phase, les poissons sont nourris une fois tous les deux
jours une heure aprés le début de la période diurne pendant 45 a 60 minutes. Les
féces sont collectés pendant 15 heures aprés le nourrissage, grace a un tamis placé
sous la sortie d’eau, puis regroupés, pesés et congelés (un contenant par bassin).
Durant la manipulation et les pesées, les poissons sont anesthésiés avec du MS-222
(50 mg.L™1). A Dissue du test de conditionnement, les poissons sont euthanasiés par

surdosage de MS-222 (100 mg.L ™).
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(a) Systéme semi-ouvert. (b) Colonne de dégazage.

FIGURE 27 — Bassins de la station marine de Luc-sur-mer. (a) systéme semi-ouvert
mis en place. La colonne de dégazage mise au point est indiquée en bleu. (b) Dé-
tail de la colonne de dégazage. La colonne est remplie de capuchons en plastique

permettant de réaliser un écoulement laminaire de I’eau qui conduit a un dégazage
aprés pompage.



4 Caractérisation des performances
fonctionnelles des hydrolysats de
protéines d’origine aquatique chez
le bar européen — approche in wvi-

tro

4.1 Aménagement de la station marine de Luc-sur-

Mer

Afin d’accueillir les bars européens a la station marine de Luc-sur-mer, deux
bassins spécifiques sont mis en place. La Figure 27 (ci-contre) présente I'installation
en circuit semi ouvert des bassins ainsi que le détail de la colonne de dégazage

fabriquée par la cellule technique du laboratoire BOREA.

Les poissons sont maintenus dans des bassins de 300 L. a une température de 15
+1° C a la station marine de Luc-sur-Mer (Université de Caen Normandie) et selon
la photopériode naturelle. Il s’agit d’un systéme semi-ouvert (50 L.min~! pour la
pompe de recirculation et 10 L.h™! pour le renouvellement d’eau). Les poissons sont
nourris ad libidum deux fois par jour avec un aliment commercial (BN-NATURE,
Le Gouessant, Lamballe, France) selon les tables de nourrissage fournies par le fabri-
quant d’aliment. Les poissons sont laissés a jetin 24 heures avant le prélévement de
tissus. L’extrémité proximale de I'intestin des poissons est disséquée et immédiate-

ment installée dans la chambre perfusée pour réaliser les tests d’activité myotrope.
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Le jetine des poissons en aquarium, la dissection de 'intestin et le test myotrope
sont réalisés dans une salle thermorégulée a 18°C. Les poissons sont euthanasiés par

surdose de MS-222 (100 mg.L™1).

4.2 Systéme d’enregistrement des contractions de
I’intestin in vitro

En collaboration avec le docteur Jimmy Rangama du Centre de Recherche sur
les Tons, les Matériaux et la Photonique (CEA/DSM/IRAMIS — CNRS/INP — EN-
SICAEN — Université de Caen Normandie), un systéme d’enregistrement et de vi-
sualisation des contractions de I'intestin a é¢té mis au point. Le systéme est basé sur
un micro-controleur Arduino® (https ://www.arduino.cc). L'interface du traceur a
été programmeée avec l'interface Qt (https ://www.qt.io). Le logiciel permet a la fois
de générer un fichier tabulé des valeurs mesurées par le capteur de force en temps

réel mais également d’annoter le fichier (Figure 28).

(a) Amplificateur. (b) Arduino. (c) Traceur

FIGURE 28 — Systéme d’enregistrement des contractions de I'intestin in vitro. (a)
Amplificateur multi-voies. (b) Micro-controleur Arduino et module externe de bran-
chement. (¢) Traceur permettant la visualisation des contractions.

Les tests myotropes sont réalisés sur la partie antérieure de I'intestin des bars.
Une section longue d’un centimeétre située juste apres les caeca piloriques est suspen-
due & un dynamométre (UF1 force sensor, LCM Systems, Newport, Isle of Wight,

United Kingdom) dans une chambre de 5 mL, au moyen d’un fil de nylon de 0,12 mm
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de diameétre. La tension du fil est calibrée a une valeur initiale correspondant & 1V L.
Le signal du capteur de force est transmis a 1’aide d’un amplificateur TB4M (World
Precision Instrument, Sarasota, Finlande) et les valeurs de tension sont tracées par
une imprimante a rouleau L200E (Linseis, Trenton, NJ, USA) ou affichées sur or-
dinateur par le systéme développé au sein du laboratoire. La chambre est perfusée
a un débit de 0,5 mL.min~! avec une solution de perfusion a 340 mOsm (glucose a
1mM, Sigma Aldrich; 9,945g.L~! d’Instant Ocean, Aquarium system, Sarrebourg,
France) maintenue a 18°C. Les fractions HPLC et les peptides synthétiques sont
injectés dans le flux de perfusion au moyen d’une valve 3-voies afin d’éviter tout

stress mécanique. Chaque expérience est réalisée au minimum en triplicat.

1.1V=1416g
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5 Caractérisation des performances
fonctionnelles des hydrolysats de
protéines d’origine aquatique chez
le bar européen — Analyses des pré-

lévement de tissus

5.1 Histologie

Lors du test de conditionnement alimentaire réalisé a I'IRTA, I'organisation tis-
sulaire de I'intestin proximal a été analysée en réponse aux différents régimes ali-
mentaires.

Aprés fixation dans tampon phosphate-formaldéhyde a 10% au moment du pré-
lévement, les échantillons d’intestins issus de 1’essai mené a 'IRTA sont déshydratés
dans une série alcoolique, rincés dans du xyléne, parafinés (Histolab ZX-60 Myr, Me-
dical Specialties MYR SL) et coupés en série de 2-3 um d’épaisseur (HM Microm,
Leica Microsystems Nussloch). Les sections sont colorées a I'Hématoxine-Eosine pour
la description générale histologique, tandis que les lames sont colorées a ’acide pério-
dique de Schiff (PAS) et au bleu Alcian (AB) a différents pH (1,0 et 2,5) pour mettre
en évidence les différents types de mucines produites par les cellules caliciformes. Le
PAS colore en magenta les mucines neutres produites par les cellules calciformes in-
testinales alors que le AB colore légérement les glycoconjugés sulphatés ionisés (pH
= 1,0) et I'acide sialique (pH = 2,5). Toutes les sections sont observées sous un mi-

croscope optique (Leica DM LB, Leica Microsystems) et photographiées (Olympus
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DP70 Digital Camera, Olympus Imaging Europa GmbH). Les images sont analysées
par la suite logicielle ANALYSIS (Soft Imaging Systems GmbH). Le comptage du
nombre total de cellules caliciformes (pleines et vides) et la mesure de la hauteur des
villi sont basés sur ’analyse de 8 & 10 champs choisis aléatoirement au niveau de la
muqueuse intestinale de 15 poissons pour chaque régime. Le comptage des cellules
calciformes dans les villi intestinaux est exprimé par unité de 100 pm, tandis que la
hauteur des wvilli et ’épaisseur ont été calculées selon la méthode de Escaffre et al.

(2007).

5.2 Extraction des ARN totaux

Lors du test de conditionnement alimentaire réalisé a 'IRTA, I'expression des
génes de l'intestin, du foie et du rein a été analysée par une technique en RNA-seq
(Ilumina). Les ARN totaux du foie, du rein et de la partie proximale de I'intestin de
trois poissons sont extraits séparément pour chaque bassin. Les organes sont broyés
(Mini-Beadbeater, Biospec Products Inc., USA) dans 1 ml de TRIzol (Ambion, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) et I'extraction est réalisée selon les recommen-
dations du fabricant. Les concentrations en ARN totaux sont déterminées au moyen
d’un dosage spectrophotométrique (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA) et la qualité et 'intégrité des ARN totaux sont vérifiées a partir du
ratio des absorbances a 260 et 280 nm et par gel d’électrophorése, respectivement.
Les échantillons d’'un méme bassin sont alors poolés avant de générer les banques
d’ADN complementaire (ADNc) pour ainsi obtenir 3 banques d’ADNc¢ par régime

alimentaire.

5.3 Séquencage Illumina

5.3.1 Préparation des banques d’ADNc

Les banques d’ADNc sont préparées au moyen d’un kit Illumina TruSeq RNA
Sample Preparation Kit v2 (Part# 15008136 Rev. A, Illumina Inc; San Diego, CA,
USA), selon le protocole du fabricant a partir d’'un pg d’ARN totaux par échan-

tillon. En résumé, les ARN messagers-poly-(A) sont purifiés a 1’aide de billes ma-
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gnétiques oligo dT (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) et sont rétro-transcrits en
ADNc au moyen du kit SuperscriptIl (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Le second
brin d’ADNc est ensuite synthétisé. Les ADNc double brin sont clivés en fragments
de 300 paires de bases a 1’aide d’un sonicateur Covaris S220 (Covaris Inc., Woburn,
MA, USA) (duty cycle 5%, intensity 3, 200 bursts per second, duration 50 s). Des
adaptateurs permettant d’identifier chaque échantillon sont ajoutés aux fragments
d’ADNCc double brin et une réaction de polymérisation en chaine est réalisée pour
amplifier les ADNc dans la banque. La qualité des ADN de la banque est testée
avec une Tape station 2200 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) et les concentrations
en ADN sont mesurées a I'aide d’un Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Enfin, 18
librairies différentes d’ADNc sont chargées dans les canaux de la flow cell (Illumina
Inc) & une concentration de 8 pM par ligne. Le séquencage en mode de lecture pairée
a 150 paires de bases est réalisé sur des séquenceurs Illumina Miseq et Nextseq a
la plateforme SESAME du Centre de Lutte Contre le Cancer Francois Baclesse a

Caen.

5.3.2 Analyse bioinformatique

L’analyse bioinformatique est réalisée a partir des données de séquencgage pro-
venant de la partie antérieure de l'intestin, du foie et du rein prélevés chez le bar
européen soumis a différents régimes alimentaires lors d’un essai zootechnique mené
a 'IRTA. L’objectif de ces prélévements était d’étudier la réponse sur le plan quan-
titatif du transcriptome intestinal, rénal et hépatique face a la réduction du ratio de
FP, dans un premier temps, puis a I'inclusion d’hydrolysats de protéines dans les ré-
gimes pauvres en FP, dans un deuxiéme temps. Pour rappel, les régimes alimentaires
testés sont : FM5 (5% de FP : contrdle négatif), FM20 (20% FP, contrdle positif) et
le régime appauvri en FP FM5 supplémenté avec 5% d’hydrolysat de tilapia (TH),
de crevette (SH) ou du mélange (MH) .

5.3.3 Génération du transcriptome

Les données brutes de séquencgage sont filtrées et nettoyées en utilisant les pa-

ramétres suivants : ILLUMINACLIP :adapter.fa :2 :30 :10 LEADING :5 TRAI-

1. Cf Tableau 18 page 105
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LING :5 SLIDINGWINDOW :4 :5 MINLEN :25. La qualité globale des séquences
est vérifiée avec FastQC (v 0.11.3). L’asssemblage global est mené avec Trinity 2.1.1.
Une étape de normalisation est conduite selon la couverture en kmer (kmer de 25 nu-
cléotides, couverture mazrimale de 30). Les contigs inconsistants générés par Trinity
sont retirés aprés le ré-alignement des lectures avec Bowtie (v 1.1.2), et l'estima-
tion de I’abondance relative est réalisée avec RSEM (v 1.2.22) pour déterminer les
valeurs de FPKM (pour « Fragments Per Kilobase Of Exon Per Million Fragments
Mapped ». Les deux logiciels sont lancés avec des scripts d’encapsulation perl four-
nis avec le paquetage Trinity. Enfin, seuls les transcrits ayant des valeurs de FPKM
supérieures a 1 et dont les isoformes représentent plus de 1% au sein de 'unigéne

sont conservés.

5.3.4 Annotation des transcrits

Les annotations des contigs sont réalisées en utilisant le workflow Trinotate
(http ://trinotate.github.io), selon [Haas et al., 2013|. Les séquences sont alignées
avec le logiciel BLAST contre la base de données NCBI nr (release 193) avec les pa-
ramétres suivants : maz BLAST hits 20, min Expect Value 1072 et contre la base de
données du protéome humain Ensembl (release 82) (BLASTX). Seuls les résultats
avec des E-values inférieures & 0,001 sont conservés. La prédiction de peptide est
réalisée avec Transdecoder. La recherche de similarité (blastp des peptides prédits
par Transcoder) est réalisée contre la base de données uniprot-swissprot (release
2015-05). La prédiction de peptide signal est réalisée avec signalP v4.1. La détection
de peptides transmembranaires est réalisée avec TMHMM v2.0c. La recherche de
domaines protéiques est réalisée avec hmmscan de la suite logicielle hmmer v.3.1b1

contre la base de donnée Pfam-A.

Enfin, 'annotation fonctionnelle du transcriptome est réalisée avec le workflow
Trinotate. La classification Gene Ontology (GO) des protéines prédites est réalisée
a partir des résultats BLASTX (E-Value hit : 1075, annotation cut-off : 55, GO
weight : 5). L’annotation Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) des
transcrits est basée sur les meilleurs résultats des recherches BLASTX et PFAM.
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5.3.5 Analyse de 'expression différentielle

L’analyse de I'expression différentielle des génes entre les régimes alimentaires
est réalisée avec le logiciel R et le paquetage DESeq?2.

Les analyses multiples sont prises en compte en controlant les FDR (« false dis-
covery rate ») & 5% avec la procédure de Benjamini-Hochberg. Les ARN cibles avec
des P-values ajustées inférieures a 0,2 et des différences d’expression d’un facteur
>1,4 (FC) étaient considérés comme différentiellement exprimés pour l'intestin. Ces
parameétres de filtrage sont conformes avec les autres études d’impact des régimes ali-
mentaires sur I'expression différentielle de génes de U'intestin [Krol et al., 2016|. Lors
de nos travaux sur le foie, les conditions de filtrage étaient différentes (p—adj < 0,1
et F'C' > |2|). Ces seuils ont également été déterminés en ce basant sur les différents
études nutritionnelles portant sur la régulation transcriptomique du foie. Le seuil de
FC est usuellement fixé & 2. Les seuils filtrage des valeurs de p-adj différent, quant
a eux, beaucoup en fonction des études nutritionnelles et se situent entre 0,001 et
0,2 [Martin et al., 2010, Overturf et al., 2012].

Afin d’étudier les annotations GO des génes différentiellement exprimés dans le
foie, une analyse d’enrichissement GO a été réalisée avec le paquetage GOseq du lo-
giciel R [Young et al., 2010]. Les catégories fonctionnelles avec une P —value < 0,05
ont été considérées comme significativement enrichies au sein des génes différentiel-
lement exprimés.

L’impact des régimes alimentaires contenant des hydrolysats de protéines sur les
voies de signalisation est suivi avec le logiciel Ingenuity Pathway Analysis software
(Qiagen, Hilden, Germany) avec les paramétres standards. Tous les génes différen-
tiellement exprimés annotés sont utilisés. Pour I'analyse sur le foie, seules les voies
métaboliques ayant obtenues un z-score supérieur a |2| sont considérées comme régu-
lées. Une valeur de z-score positive témoigne d’une activation et une valeur négative

d’une inhibition de la voie métabolique.
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6 Analyses statistiques des résultats

Pour la caractérisation structurale des hydrolysats, les valeurs d’'iQuant et d’iQual
sont exprimées comme la moyenne + 1’écart-type.

Pour les tests de conditionnement alimentaire, les résultats des analyses de poids,
longueur standard, de facteur de condition K, du taux de croissance des poissons,
ainsi que de la taille des wvilli intestinaux, du nombre de cellules caliciformes, de
la composition proximale des régimes alimentaires, du taux de survie et d’émission
des féces, sont exprimés comme la moyenne + ’erreur moyenne. Les données sont
traitées par une analyse de la variance & un facteur suivie d’un test de Tukey. Les
valeurs mesurées sont considérées comme statistiquement différentes si P < 0,05.

Pour I'analyse de la comparaison des termes GO avec le logiciel WeGO, un test
de Pearson Chi-Square est réalisé pour déterminer les différences significatives entre

les régimes alimentaires (P < 0,05) [Ye et al., 2006].
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Troisiéme partie

Caractérisation structurale des
hydrolysats de protéines :
développement d’un outil d’analyse
de la diversité et de 'abondance en

peptides de faible masse moléculaire
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1 Introduction

Pour le développement de la pisciculture et d’une alimentation durable, la re-
cherche de nouveaux ingrédients capables de remplacer les FP dans les aliments
aquacoles est devenue un objectif majeur. Les hydrolysats de co-produits aqua-
tiques sont d’excellents produits de substitution car ils présentent des taux élevés
de protéines hautement digestibles. De nombreuses études ont démontrés qu’un ap-
port alimentaire en hydrolysat de protéines apporte un bénéfice sur la croissance des
poissons ! ainsi que sur le statut sanitaire? des poissons carnivores.

La performance du procédé d’hydrolyse peut étre influencée par de nombreux
paramétres (température, enzyme, durée) résultant sur des modifications des profils
moléculaires® des peptides et protéines. Ces changements pourront impacter les
performances fonctionnelles des hydrolysats, celles-ci étant directement liées aux
paramétres structuraux (quantité, diversité) des peptides hydrolytiques.

Si les hydrolysats de protéines sont généralement caractérisés par leur DH, ce
paramétre n’apportera aucune information sur le profil de masse moléculaire et la
diversité en peptides. Il n’existe pas a I’heure actuelle de méthode standardisée et
normée pour l'analyse fine du profil peptidique d’hydrolysats complexes d’origine
agroalimentaire. Certaines techniques comme 1’électrophorése sur gel en condition
dénaturante ou la chromatographie liquide d’exclusion stérique sont utilisées en la-
boratoire mais ne permettent pas d’avoir une image trés précise de la composition
en peptides des hydrolysats. Il est donc indispensable de développer des outils plus
discriminants permettant de visualiser les différences structurales des hydrolysats
dans le but de mieux controler la standardisation du process de fabrication des hy-

drolysats ainsi que de pouvoir relier les performances fonctionnelles de I’hydrolysat

1. Cf « Bénéfices nutritionnels des hydrolysats de co-produits d’origine aquatique », page 59.
2. Cf « Bénéfices fonctionnels des hydrolysats de co-produits d’origine aquatique », page 60.
3. Cf « L’hydrolyse des protéines », Figure 11 page 56.

125



126 CHAPITRE 1. INTRODUCTION

de protéines au profil moléculaire des peptides.

L’objectif de ce chapitre est de présenter I'outil méthodologique d’analyse des hy-
drolysats de protéines développés au cours de ces travaux de thése. Cette méthodolo-
gie a pour but de permettre la comparaison des paramétres structuraux (abondance
et diversité des peptides) d’hydrolysats de protéines de différentes origines (matiére

premiére) et ayant subi des process de fabrication différents.



2 Démarche expérimentale

2.1 Hydrolysats de protéines

Pour le développement de cette méthodologie, nous avons utilisé un large panel
d’hydrolysats de protéines différant par :

- origine de la matiére premiére : céphalothorax de crevettes (Litopenaeus van-
namei), viscéres de thon (Katsuwonus pelamis), tétes et arétes de saumon (Salmo
salar), ou de différentes espéces Gadidae ou de tilapia (Oreochromis niloticus), tétes
et viscéres de calmar (Illex argentinus), krills entiers (Euphausia superba).

- le procédé appliqué (spécifications et dose d’enzyme, traitement thermique) et

par la forme galénique (poudre, liquide ou concentré).

2.2 Caractérisation structurale des hydrolysats de
protéines

La premiére étape du développement de la méthodologie consiste en une nor-
malisation des hydrolysats basée sur un dosage spectrophotométrie UV a 214 nm
suivi d’une dilution a une unité d’absorbance (1 UAg 4, ). En effet, la spectrométrie
UV permet une quantification linéaire des échantillons. Elle se base sur la loi de

Beer-Lambert (Equation 2.1).
A=exLxC (2.1)

2.1 — Equation de Beer-Lambert. A : Absorbance. ¢ : Coefficient d’extinction mo-
laire en L.mol t.cm™! L : Longueur du trajet optique en cm. C : Concentration en
mol. L=t
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128 CHAPITRE 2. DEMARCHE EXPERIMENTALE

Si la loi de Beer-Lambert est utilisée pour le dosage de solutions pures (& unique),
nous avons considéré que tous les hydrolysats dilués a 1 UAg4,, avaient le méme

coeflicient d’extinction molaire.

Nous avons choisi de doser les peptides & une longueur d’onde de 214 nm car
elle correspond & I'absorbance maximale de la liaison peptidique et permet de
s’affranchir de la composition en acides aminés des hydrolysats. A l'inverse, la mé-
thode au bleu de Coomacie n’est pas indiquée pour le dosage des peptides de faible
masse moléculaire. En effet, le bleu de Coomacie ne se fixe que sur les acides aminés
aromatiques (F, H, W et Y). Ce dosage est donc plus indiqué pour le dosage des
protéines totales car elles présentent moins de variation dans le ratio des AA aroma-
tiques versus non aromatiques. Les hydrolysats dosés a 214 nm sont ensuite dilués a
1 UA. Un volume constant d’hydrolysat dilué est ensuite concentré sur SepPak C18
puis séché. Les quantités finales de peptides sont exprimées en équivalent X ml a 1
UA. Ainsi, tous les échantillons normalisés de 50 ml & 1 UA contiendront la méme
quantité de peptides indépendamment de leur conditionnement initial (poudre,

liquide ou concentré).

Aprés cette étape de normalisation, deux analyses de caractérisation de la struc-
ture des hydrolysats de protéines sont menées : I’analyse de 'abondance en pep-
tides par chromatographie liquide haute performance d’exclusion stérique
(HPLSEC) et ’analyse de la diversité en peptides par chromatographie liquide
en phase inverse en tandem avec la spectrométrie de masse de type élec-

trospray (rpHPLC-ESI-MS).

L’analyse en HPLSEC permet d’analyser les profils peptidiques des hydrolysats
en les séparant en fonction de leur masse moléculaire. Cette technique a été
utilisée pour analyser les peptides et les hydrolysats depuis de nombreuses années
[Guérard et al., 2001, Irvine, 2003| toutefois la disponibilité de nombreuses colonnes
d’exclusion stérique aux spécifications trés différentes, rend difficile la comparaison
inter-laboratoire des données. Le temps de rétention des peptides dans la colonne

est inversement proportionnel au logarithme décimal de leur masse moléculaire.

La phase mobile dans une moindre mesure, le débit et la température influencent
les temps de rétention des peptides. Il est donc nécessaire de déterminer la relation

entre le temps de rétention et la masse moléculaire au moyen de calibrants de masses



moléculaires connues adaptés aux spécifications de la colonne d’exclusion stérique

retenue pour 'analyse. La Figure 29 présente les données de calibration utilisées.

3.03
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FIGURE 29 — Données de calibration de la colonne de HPLSEC utilisée.

L’analyse de la diversité en peptides des hydrolysats de protéines par nLC-ESI-
MS, une méthode de chromatographie liquide en tandem couplée a la spectrométrie
de masse de type electrospray, est aujourd’hui utilisée pour identifier certaibs pep-
tides dans les produits laitiers et céréaliers |Picariello et al., 2012|. Mais a notre
connaissance, elle n’a jamais été utilisée pour analyser des hydrolysats peptidiques
complexes. L’analyse en nLC-ESI-MS est trés sensible et permet de détecter pep-
tides de masse moléculaire a partir de 100 Da a des quantités proches de la picomole

[Arnott et al., 1993].

2.3 Représentation des résultats de caractérisation

structurale des hydrolysats de protéines

Pour représenter les résultats issus des analyses en HPLC et en spectrométrie de
masse, nous avons choisi de les exprimer en fonction d’un seuil unique répondant
a une question précise, plutot qu’en classe de valeurs (gammes de masses pour la
HPLSEC et gammes de m/z pour la spectrométrie de masse). Dans ces travaux de
thése, le choix a été fait de déterminer dans les hydrolysats de protéines, quelle était
la proportion de peptides ayant une masse moléculaire inférieure & 1000 Da et quel
était leur ratio dans la diversité. Cela permet d’obtenir un score en pourcentage

du produit et de représenter graphiquement les résultats des hydrolysats dans un
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130 CHAPITRE 2. DEMARCHE EXPERIMENTALE

diagramme & deux dimensions facilitant la comparaison des hydrolysats entre eux.



3 Reésultats et discussion

La méthodologie développée pour la

Powder or liquid hydrolysate .
; yerew caractérisation structurale des hydroly-

Peptide extraction . . .
m_ﬁfo TFEA. 10 min RT, under shaking)  StS de protéines a fait 'objet d’un ar-

Dilution at 1 UAy ticle soumis dans Food Chemistry en

(0.1% FA)
Speedvac evaporation 2018 intitulée : « A standardized and ef-
Dry normalized samples ficient method to characterize the struc-

/ \ ture of aquatic protein hydrolysates » .

Cet article présente la méthodologie

HPSEC nLC-ESI-MS ..
Peptide amount Peptide diversity de la normalisation des hydrolysats sous
(iQuant) (iQual) . .. .
différents conditionnements (poudre/li-
quide/concentré), Panalyse structurale
_ 100% de la diversité en peptides par nLC-ESI-
E 80% - L MS, T'abondance en peptide par HPL-
%ﬁﬂ%— SEC ainsi que la représentation gra-
g . c g .
40% . . : phique bi-dimensionnelle des résultats
35%  45%  55%  65%  75%
iQual (diversity)

permettant de comparer facilement les
parameétres structuraux des hydrolysats.
Les applications du développement de ce nouvel outil de caractérisation d’hydroly-
sats complexes de protéines sont :

- la vérification de la standardisation des produits fabriqués, d’un batch a 'autre,

- I'analyse et la compréhension des conséquences des modifications des conditions
opératoires de I’hydrolyse sur les profils moléculaires des peptides générés,

- la corrélation des spécifications moléculaires des hydrolysats de protéines a la
réponse des poissons lors de conditionnement alimentaire et de challenges environ-

nementaux ou bactériens induits.
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Highlights:

1) A method designed to characterize protein hydrolysate structure

2) Protein hydrolysates are characterized by peptide amounts and diversity

3) Protein hydrolysate structure is mapped in a 2D-diagram

4) The method can be used to improve product standardization

5) The method can be used to link hydrolysis processes and hydrolysate specifications

Abbreviations: ACN: acetonitrile, DH: degree of hydrolysis, ESI: electrospray
ionization, FA: formic acid, HPLC: high performance liquid chromatography, HPSEC:
high performance size exclusion chromatography, LMW: low molecular weight, MS:
mass spectrometry, MW: molecular weight, n-LC: nano-liquid chromatography, SD:
standard deviation, TFA: trifluoroacetic acid.

Abstract

We developed a fast and standardized method to characterize the profiles of low-
molecular-weight peptidgsom manufactured protein hydrolysat&tandardization and
performances of protein hydrolysates depend on peptide composition (amount, size,
diversity) and strongly depend on raw materials and hydrolysis pesc@&se degree of
hydrolysis permits to determine how the hydrolysis process is carried out, but it cannot
be applied to manufactured hydrolysates.

Our method can characterize any kind of hydrolysate, whether solid or liquid, in terms of
peptide amount and diversity by combining HPSEC and nLC-ESI-MS analytical tools.
Low-molecular-weight peptide amounts and diversity are merde@ih diagrams that
allow for rapid comparisons among hydrolysates.

Keywords: Protein hydrolysate; hydrolysis process; peptide profile; HPSEC; nLQESANS
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1. Introduction mass ranges or specific peptides (§&&'man et al.,

Interest forprotein hydrolysates has been growing2015) for a review). Nevertheless, it is difficult to

in the last decadedVhatever their origin (plants compare quantitative results when peptide amounts

marine animals, meat, milk, etc.), manufactureth the hydrolysates vary or when raw materials are

protein hydrolysates have demonstrated botbf different origins.

nutritional and functional benefits for human food )

and animal feedShahidi & Janak Kamil, 2001) This study presents a fast and.standardlzed method

Hydrolysisof raw materials produces peptides witH® characterize complex protein hydrolysatéte

biological (antimicrobial, antioxidant, Used different products of various origins

antihypertensive...) activity (Kim & Mendis, containing different protein concentrations  to

2006) Protein hydrolysates of marine origin are th&/@lidate a method based on the use of two indexes

most represented hydrolysates on the food and feling into account LMW peptide amounts and

markets. In aquaculture feeds, they are used for th&iVersity

palatability, nutrition, and health performances

(Cahu, Zambonino Infante, Quazuguel, & Le Gall,

1999; Choi, Hur, Choi, Konno, & Park, 2009; 2. Materials and methods

Gisbert et al., 2012; S. Khosravi et al., 2015; Sana2.1 Hydrolysate sampling

Khosravi etal., 2015, 2017; Refstie, Olli, & StandalWe selected different raw material origins and

2004). different hydrolysis processto have a wide panel

of protein hydrolysates available for comparisons

®The finished products were provided by DianaAqua
Symrise group, Elven, France)The protein

Enzymatic hydrolysis of proteins yields a mixtur
of free amino acids, dfi-, tri- and oligo-peptides,

and increases the occurrence of polar groups and rolysates were produced as followd andA2

solubility of hydrolysate compoundsristinsson & = g0 \white shrimp I(itopeneus vannamei), with

Rasco, 2000)in aquafeeds and other applications,yitional enzymatic treatment for A2 as compared

the functional properties of protein hydrolysate§0 AL; B from Nile tilapia Oreochromis niloticus);
directly result from their amino acid and peptide~; 4ndc2 from salmon galmo salmar) from >
composﬂmn(l;spe, Sveler, Hogoy, & L|eo!, 1999) gifferent production sites and different raw
and from peptide molecular weigfiiaset, L'e.d’ & materials but using the same enzyrbd; and D2
Espe, 200Q) The advantage of applying agqm tyna Thunnus sp.) with a shorter hydrolysis
hydrolysis process is that different types of peptidgo 54 gifferent raw materials for D2 as compared
mixtures may be produced from a same ra DL E from argentine shortfin squidiliex

material. This variation depends on the proce%gentinus)'Ffrom @d (Gadus morua); G1 andG2
parameters (enzyme specification_s, hydrolysiﬁom anta,rctic krill Euphausia supérba), with

; X ) %dditional thermal treatment for G2 as compared to
etc.),' and results_ in end-products with qlfferenbl_ Hydrolysates were produced from the
functional properties. As a result, the. f'n'Shedcephanthorax of white shrimp Litopenaeus
products have different functional properties. vannamei), from the frames of fish and squid from
The hydrolysis level of proteinss usually foqd processing plantspr from whole animals
characterized by the degree of hydrolysis (DH), i.krill).
the number of cleaved peptide bonds reldyivie
the number of initial peptide bond8viullally,

O’callaghan, Fitzgerald, Donnelly, & Dalton, 2.2 Extraction of hydrolytic peptides and
1995. The DH is determined during the hydrolysis normalization of concentrations before
process and cannot be applied to manufactured analysis
hydrolysates To further characterize protein The method is summarized Figure 1. Peptides
hydrolysates after the hydrolysis processveral were extracted prior to mass spectrometry and
methodscanbe applied to analyze peptide profilesliquid chromatography analyses. One gram of
sodium dodecyl sulfatpelyacrylamide gel hydrolysate powder or 1 ml of liquid hydrolysate
electrophoresis (Liceaga-Gesualdo & Li-Chan, was homogenized in 10 ml of 0.1% HPLC-grade
1999)  high-performance  size  exclusiontrifluoroacetic acid (TFA- Sigma-Aldrich Saint-
chromatography (HPSEQ)Guérard, Dufosse, De Louis, Missouri, USA solution for 10 minutes and
La Broise, & Binet, 2001)or mass spectrometry centrifuged 10 min at 20,000 x g. The supernatant
(Robert et al., 2015)These methods alone are noiwvas filtered on Whatman paper, then dilutedl
sufficient to fully characterize protein hydrolysatesabsorbance unit (AU) at a wavelength of 214 nm in
and should be coupled to reach a better overview afi HPLC-graded.1% formic acid (FA- Sigma-
their structure. Complex protein hydrolysates capldrich) solution. Fifty ml of extract diluted to 1
contain more than 1,000 peptides of different size&U were concentrated on a Sep-Pak C18ec classic
(Robert et al., 2014, 2015) cartridge (WatersMilford, Massachusetts, USA),
eluted by acetonitrile (Sigma-Aldrich)/water/FA

Peptide extraction from protein hydrolysates 9f80/19.9/0.1, viviv), evaporated on a SpeedVac
animal tissues is well documented, and many ' '

protocols deal with the purification of different
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concentrator, and kept at 4°C untii mastPRFQGNGKP: 98.89% purity— Genecust,
spectrometry and HFEC analyss. Ellange, Luxembourg), and 1,058.71 Da
(KKKKPLFGL: 91.25% purity— Proteogenix).

Hydrolysate to be normalized

ycronsate - allie o J‘ Liquid 2.5 Determination of the quantitative index of
Powder Hrarelysate the hydrolysates
19 (powden) or 1mi(iquid) of bydralysate per 10 mi of extraction The quantitative ineix of LMW peptides (iQuant)
_ ) represerdd the abundance of peptides with
(o T 0 o s shaking) molecular weights below 1,000 Da. Based on the
Centrifugation integration of the area under the curve extracted
(10 minRT, 10,000x o) from chromatogram data, iQuant was calculated as:

Supernatant filtering Whatman paper

iQuant (%)= 100 x [area of peptides with a MW <
B 1,000 Da x total sample ar§a

.
Spectrophotometric assay

(214nm) Dilution at 1 UA, ..

(0.1% FA)

2.6 Determination of the qualitative index of

| the hydrolysates

Normalized extract (50mi) The qualitative indx of LMW peptides (iQual)

o oo ntrao" represergdthe diversity of peptides with molecular

weights below 1,000 Da in the hydrolysateo
determine this indexidentical measured masses

were removed from analysis 0.01 Da). Based on
the peaklist data recorded from the nLC-ESI-MS

Figure 1: Method used to normalize hydrolysate samplesebefoanalysisiQual was calculated as:
analysis. TFA: Trifluoroacetic aci®T: Room temperature; FA:

Formic acid; UA Unit of absorbance. iQual (%) = 100 x [number of peptides with a MW
< 1,000 Da x total number of peptidés

Speedvac evaporation

2.3 Diversity of peptidein the hydrolysates
Peptide extracts were suspendedair®.1% FA
solution, andhen chromatography was performed o
on an Ultimate 3000 nLC system (Thermo 2.7 Statistical analyses

Scientific Waltham, Massachusetts, USA)_EXtracUon, normalization, HI_DSE_C.andLCtrESI-
Peptides were separated on a Pepmap C18 coluf$ analyse were performed in triplicate to assess
(250 x 75 pm, 3 pm Thermo Scientific). Mobile the. methods with 3 different hydrolysa.tes:_ two
phases consisted of 0.1% FA, 99.9% water (v/v) (Ahrimp hydrolysates (Al and A2) and a Nile tilapia
and 0.1% FA, 20% water in 79.9% ACN (v/v/v)hydrolysate (B). iQuant and iQualere expressed
(B). The nanoflow rate was set at 300 nl/min, an@s means Standard Deviation (SD).

the linear gradient was 0.96% of ACN per minute

from 2% to 60%. ESMS analysis was performed

on a Q-Exactive mass spectrometer (Thermd Results and discussion

Scientific) in the 2002,000 m/z range. 3.1 iQuant and iQual method validation

The reproducibility of the method was evaluated for

peptide extraction and for HPSEC and nLC-ESI-
2.4 Amountsof peptide in the hydrolysates MS assays. All experiments
High-performance steric exclusion chromatograph{extraction/normalization, iQuant and iQual assays)
(HPSEC) characterization was performed on were performed in triplicate. Results are
VARIAN system equipped with a UV (21dm summarized ifFigure 2. During method validation
wavelength) detector (Agilent technologies, Santfie highest iQuant (90.2%) and iQual (69.67%)
Clara, CA, USA). Elution was carried out on a 30yyalues were observed for the shrimp hydrolysate
x 8 mm, 5 pm ReproSil 50 SEC column (AIT,A2. The lowest iQuant (68.43%) value was
Houilles, France) with acetonitrile/water/TFAObserved for the Nile tilapia hydrolysate B. The
(10/89.9/0.1, viviv) at a flow rate of 0.7 ml/min.lowest iQual (57.78%) value was observed for the
Each peptide extract was dissolved in 100 pl ¢fhrimp hydrolysate Al. Variability was very low
HPSEC eluent, and 20 ul were injected. Théor the three hydrolysates both by HPSEC and nLC-
HPSEC system was calibrated with three synthetfeSI-MS, especially by HPSEC (coefficient of
peptides: 949.59 Da (KKPLFGLF: 84.41% purity variation < 1%). The liquid chromatography
Proteogenix, Schiltigheim, France), 1,000.13 D&ethod analyzed the peptide profiles of the
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iQuant£SD (CV)  84.87+0.39% (0.45%) 90.20£0.44% (0.48%) 68.4320.44% (0.64%)
iQualtSD (CV)  57.78+3.95% (6.84%) 60.67+2.33% (3.34%) 61.1822.08% (3.39%)

Figure 2: Figure 2. HPSEC and mass spectrometry profiles recaladiéag the validation stepdydrolysate list: Al: shrimp, low
degree of hydrolysis, A2: shrimp, high degree of hydiiglyB: Nile tilapia.Values are means of 3 replicates + standard deviations
(SD). A. HPSEC chromatograms and calibatrion curvalLB-ESI-MS peaklists. C. Determination of iQuant a@dal indices based

on HPSEC and nLC-ESI-MS results, respectively. The gagxé index of LMW peptides (iQuant) represents dbeindance of
peptides with molecular weights below 1,000 Da i ltlydrolysate. Based on the integration of the ardarurine curve extracted
from chromatogram data. The qualitative index of LMVjgtikes (iQual) represents the diversity of peptides mithecular weights
below 1,000 Da in the hydrolysate. To determine thitexn identical measured masses were removed from anat@sid (Da).
Based on the peaklist data recorded from the nLC-EShM#fysis. Coefficients of variation (CV) are givendéach sample.

135



hydrolysates by separating peptides according &l (49.66;76.54): kril, G2 (52.38;73.33): G1 + tinel
their molecular weight. This technique has beefeatment

used to analyze peptides and hydrolysates for Aé)nce the reproducibility of the method was

years (Guerard et al., 2001; Irvine, 20(_)3)n validated, protein hydrolysates were analyzed and
addition, we measured pepnd_e diversity using nL compared in single-shot analyses (1 extraction, 1
ESI-MS, ~a tandem liquid chromatographyy,noec iy 1 nLC-ESI-MS run). Results are

technique coupled with mass spectrometry. Thi resented inFigure 3. We conducted single
technique is widely used for peptidomic analyses analyses while assum.ing the highest SD values
food p_roducts(PlcaneIIo, Mamong, Addeo, & observed during qualification (0.44% for iQuant
Ferranti, 2012)but to our knowledgé& had never and 3.95% for iQual) to take into account the
been usedb analyze complex protein hydrolysates.reprod'ucibility of the method. HPSEC and nLC-
nLC-ESI-MS is very sensitive, it measures peptidESI-MS results allowed us. to draw graphical

gﬁ;’sgﬁoxﬁyl L%n:higgpglgzomole levehrnott, representations of iQuant and iQual and then
' ' compare hydrolysates in terms of peptide

We chose a threshold of 1,000 Da, i.e. peptidedbundance and diversity. Thus we determined the
containing less than ~ 10 amino acids. They mak&ffects of raw material origin and of the process on
up the most commonly found fraction in marinethe final specifications of the hydrolysates. iQuant
protein hydrolysates and the sie@fficient one to Vvalues ranged from 48% to 90%. The range of iQual
supply palatability, nutrition and health benefitsvalues was narrower, from 42% to 69%. Shrimp
(Cahu, Zambonino Infante, Quazuguel, & Le GallhydrolysatesAl (57.78;84.8) & A2 (69.67;90.20)
1999: Choi, Hur, Choi, Konno, & Park, 2009:both had similar high iQuant values but well
Gisbert et al., 2012; S. Khosravi et al., 2015; Sandlifferentiated iQual values, indicating that the
Khosravi et al., 2015, 2017; Refstie, Olli, & Standalfurther hydrolysis process of A2 yielded more
2004)evenif high contents of LMW peptides causeLMW  peptides.  Tilapia  hydrolysate B

the feed to taste bittéAdler-Nissen, 1984) (61.18;68.43)had an iQual value similar to the
average value of the other protein hydrolysates, and

one of the highest iQual values. Salmon
hydrolysatesC1 (42.94;71.35R% C2 (44.62;75.86)

had iQuant values similar to those of the tilapia
hydrolysates, but their iQual values were lower.
These two hydrolysates were produced from

3.2 Determination of the iQuant and iQual
indexes of the hydrolysates.

100%

A2 different salmon raw materials and were processed
UL in two different factories; this could explain the
_ 80% c2 61 Al differences in peptide amounts (iQuant) observed
§ b= gz 'E B _F between C1 and C2. Concerning peptide diversity,
a c1 L L .
2 o - there were no significant differences between C1
D2 and C2. Tuna hydrolysat&xl (56.65;87.02& D2
L (49.84;47.60) had different iQuant values
40% | | | corresponding to their different hydrolysis levels:
35% 45% _Zﬂl 65% 5% the lower hydrolysis level of D2 resulted in a lower
1Qua

iQuant. To a lesser extent, D2 iQual value was
impacted and was lower than D1 iQual value. Squid
Figure 3: Graphical representation of peptide amounts anﬁydrmysateE (56.97'67.57) had average values

diversity. The quantitative index of LMW peptides (i&ht) ; .
represents the abundance of peptides with moleculaghtgei both for iQuant and iQual. Cod hydrOIysaFe

below 1,000 Da in the hydrolysate. Based on the iategr of  (66.53;67.57)had an average iQuant value and a
the area under the curve extracted from chromatogesm @he  very high iQual value, similar to that of the shrimp
qualitative index of LMW peptides (iQual) represente t hydrolysate (A2), the most hydrolyzed product.

diversity of peptides with molecular weights below D,@x in . . .
the hydrolysate. To determine this index, identical measu Flna”y’ krill hydrOIysatesGl (49'66'76‘54)& G2

masses were removed from analysi§.01 Da). Based on the (52-38;73-33had relatively similar p_r0ﬁ|es despite
peaklist data recorded from the nLC-ESI-MS analysiorfrars ~ the additional thermal process applied to G2. These
correspond to the highest standard deviation valussrotd  resyits show that most of the hydrolysates contained
_durlngthe qualification step, i.e. 0.44% for iQuand 3.95% for an abundance (iQuant) of LMW peptides of ca.
iQual. o .
Hydrolysate list: Al (57.78;84.87): shrimp low hydrolysis, A2 _70 %, and_ that t_hey were th_en d|3_mb_Uted along the
(69.67;90.20): shrimp high hydrolysis, B (61.68;68.48)te iQual axis. This observation highlights a high
tilapia, C1 (42.94;71.35): salmon production site 1, C3ariability in peptide diversity among hydrolysates,

(44.62;75.86): salmon production site 2, D1 (56.688) Tuna : : :
raw material 1, D2 (49.84;47.60): Tuna raw materialE2, while the proportions of LMW peptides were

(56.97:67.57): Argentina shortfin squid, F (66.3335): cod, Similar across the different products. This result
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emphasizes that an analysis solely based on theidy offers an efficient tool for adapting
amount of LMW peptides will only give a hydrolysate processing parameters to specific
fragmentary view of the peptide composition of theargets. It could also be used to predict the
hydrolysates. Similarly, the hydrolysates with theootechnical performances of newly developed
highest iQual values (A2 and F) had very differenhydrolysates by comparing their position in the 2D
iQuant values. This is again evidence that botdiagram with known protein hydrolysates, i.e.
iQuant and iQual analyses are required tshrimp, tilapia or krill hydrolysates testedimvivo
characterize protein hydrolysates of differentrials (Bui, Khosravi, Fournier, Herault, & Lee,
origins and produced from different processes. Th2014)

graphical method based on the 2 axes proved | )

efficient to thoroughly characterize the structure ofrotein hydrolysates of aquatic by-products have
hydrolysates. Each axis compensated for the blif{émonstratedin vitro functional (antibacterial,
areas of the other and allowed for a full appreciatiofntioxidant, immunostimulant) properties owing to

of the peptide composition of each hydrolysate. the presence of bioactive peptides that could have
applications in animal and human healttim &

Although the degree of hydrolysis (DH) has ofterMendis, 2006)It is essential to carry out functional
been used to characterize protein hydrolysates, suiests on samples of different origins and galenic
an approach has downsides. It is not sufficient tfiorms (liquid or powder) in standardized conditions
characterize hydrolysates because several peptite be able to compare performances among
profiles can be observed for a given DH andhydrolysates of different origins and/or produced
therefore for a same level of peptide bond cleavagé®m different processes. The normalization step
depending on the cleavage site of the enzyme(diescribed here is a key point of hydrolysate
used for hydrolysis. The abundance and diversity aharacterization. It could also help standardize
LMW peptides produced at the end of the processamples to analyze the functional performances of
are more relevant parameters to characterize ahgdrolysates usintn vitro tests.

discriminate protein hydrolysates. This study o )

demonstrates that combining HPSEC and nLC-ESfUr  method - significantly improves the deep
MS is efficient to reach this objective. Thecharactenz_atmn_ of co_mplex prot_em hydrolysates.
experimental set-up we propose was suitable fo°f the first time, it is possible to develop
analyze our samples (one-shot, 1,000 Da Cut_oﬂiﬁydrolysatels while b'e_tter.understandlng the impact
Therefore it is obviously up to each user to defin8f Processing modifications on their structural
the number of replicates and the cut-off values igroperties, with the perspective of correlating their

adapt the method and achieve their objectives. characteristics to functionaln(vitro andin vivo)
properties in order to fine-tune hydrolysis to

The performance of a protein hydrolysate is tightlgpecific performances.

correlated to its peptide profile and struct(fEepe, i )

Sveier, Hogoy, & Lied, 1999; Liaset, Lied, & Espe,Funding: This work was supported by the

2000) so it is critical to control the performance ofASsociation Nationale de la Recherche et de la

the hydrolysis process and the specifications of theechnologie (grant number 2014/1274).

finished products. The method developed in this
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4 Analyse comparée de deux hydro-
lysats de krill issus de deux process

de fabrication différents

En complément des travaux précédents, deux hydrolysats de krill (HC6v1 et
HC6v2,) ont été soumis a des analyses plus poussées dans le but d’obtenir la cou-
verture analytique de la gamme de masses moléculaires des peptides la plus large
possible. Le produit HC6v2 différe de HC6v1 par 'application d’un traitement ther-
mique supplémentaire.

Ainsi, trois types d’analyses différentes a partir d’échantillons normalisés (équi-
valent 50ml & 1 UAy14,,,) ont té réalisées :

— Une analyse directe des masses moléculaires avec un spectrophotomeétre de

masse de type MALDI-TOF-TOF (Abscience).

— Une analyse des masses moléculaires avec un spectrométre de masse de type
MALDI-TOF-TOF (Abscience) aprés séparation successives sur électropho-
rése de type OFFGEL et nano-LC suivie d’un dépot sur cible MALDI 384
puits.

— Une analyse des masses moléculaires par chromatographie liquide en phase
inverse C18 en tandem avec un spectrométre de masse de type électro-spray
(nLC-ESI-orbiTRAP) pour la détection des peptides de tailles inférieures a
700 Da.

Tous les spectres de fragmentations générés ont ensuite été analysés avec le lo-

giciel MASCOT. Ce logiciel a permis de déterminer a ’aide d’une base de données
transcriptomique de krill, la séquence des peptides fragmentés a partir du spectre

MS/MS de chaque peptide.
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140 CHAPITRE 4. ANALYSE COMPAREE

La Figure 30 présente les peptides identifiés pour I’hydrolysat de krill ayant
subi les conditions d’hydrolyse standard (HC6 v1). Chaque croix correspond & un
peptide différent. Les peptides identifiés sont représentés par leur masse en dalton

et par leur point iso-électrique théorique défini par leur séquence en acides aminés.

4000 4000 4000

3000 3000 + 3000

2000 2000 + 2000

Calculated mass (Da)

1000 -| 1000 e 1000 -|

Theorical phi Theorical phi Theorical phi

FIGURE 30 — Peptides identifiés dans I’hydrolysat de krill. Trois approches ont été
employées : une mesure directe en MALDI-TOF-TOF (gauche), une mesure directe
en LC-ESI-orbiTRAP (milieu) et une mesure aprés une séparation par OFFGEL 12
puits suivie de 12 nLC-MALDI-TOF-TOF (droite).

A Tissue des analyses, 1800 peptides ont pu étre identifiés dans I’hydrolysat de
krill ayant subi la condition d’hydrolyse standard (HC6v1) et 1600 dans I’hydro-
lysat ayant subi la condition d’hydrolyse prolongée (HC6v2). La comparaison des
résultats a permis de mettre en évidence que la différence des conditions d’hydrolyse
influence la composition peptidique et que seulement 220 peptides sont communs
aux deux hydrolysats (Tableau 20), tandis que les paramétres iQuant et iQual sont
relativement proches entre les deux produits. Ces résultats apportent un argument
supplémentaire a I'importance de la caractérisation fine des hydrolysats pour une
meilleure compréhension des procédés de fabrication et de la performance fonction-
nelle des produits chez I’animal.

Le couplage de différentes techniques de préparation des échantillons et de me-
sure sur différents spectrométres de masse a permis de valider a nouveau le cou-
plage séparation OFFGEL et MALDI-TOF-TOF comme méthode performante pour
I'identification des peptides d’'un hydrolysat complexe de protéines.

Tableau 20 — Résultats de I'identification des peptides des hydrolysats de krill.
iQuant iQual Peptides identifiés Peptides spécifiques

HC6 v1  76,54% 49,66% 1756 1536
HC6 v2 73,33% 52,38% 1310 1090




5 Conclusion

Le développement d’outils d’analyse, de normalisation et de caractérisation consti-
tue une étape importante et indispensable pour I’étude des propriétés fonctionnelles
des hydrolysats de protéines. La disponibilité d'une méthodologie éprouvée et per-
formante offre de nouvelles perspectives dans le développement et 'optimisation des
procédés d’hydrolyse enzymatique pour la fabrication des hydrolysats de protéines.
Elle permettra d’évaluer, de comprendre et probablement d’anticiper les paramétres
permettant de piloter le process (choix et dosage du cocktail d’enzymes, tempéra-
ture et durée de la réaction d’hydrolyse, température et durée du palier de pasteu-
risation). La maitrise des différents paramétres et la meilleure compréhension de
leurs conséquences sur les spécifications du produit fini permettront de produire une
gamme plus élaborée d’hydrolysats de protéines, de plus en plus aptes a répondre &

des demandes ciblées sur le plan fonctionnel.

La disponibilité de cette méthodologie analytique constitue une avancée impor-
tante dans le cadre de la démarche de standardisation des produits. Il est en effet
trés important pour un industriel de disposer d’outils analytiques permettant de

vérifier que le produit répond aux standards de fabrication prédéfinis.

Enfin, ces résultats représentent une premiére étape franchie dans le projet de cor-
relation des performances fonctionnelles des hydrolysats de protéines chez ’animal
et a la concentration de certaines classes de peptides. En effet, il est & présent pos-
sible de classer les hydrolysats en fonction de paramétres structuraux et de mesurer
I'impact de la diversité ou de la quantité de peptides dans un hydrolysat sur effi-
cacité alimentaire d'une formulation, la régulation métabolique et les performances

de croissance des poissons.
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142 CHAPITRE 5. CONCLUSION

Toutefois, lors de I'identification des peptides constitutifs des hydrolysats de krill,
nous avons montré que ces deux hydrolysats, malgré une matiére premiére de dé-
part identique, étaient constitués de peptides trés différents méme s’ils présentent
des valeurs d’iQual (diversité) et d'iQuant (quantité) relativement proches. Ces ré-
sultats montrent qu’il pourrait étre nécessaire d’aller encore plus loin dans I'analyse
des hydrolysats de protéines notamment lorsque ces derniers sont issus de procédés
mettant en ceuvre des enzymes ou cocktails d’enzymes ayant des sites de clivages

non spécifiques.

Le développement de tests fonctionnels permettant d’évaluer les performances des
hydrolysats de protéines constitue le deuxiéme volet incontournable de la phase de
caractérisation. En effet, la connaissance du profil moléculaire d’'un hydrolysat n’est
a I’heure actuelle pas suffisante pour prédire 'impact de ces derniers sur les perfor-
mances de croissance, sur le métabolisme et sur la santé des poissons ni d’ailleurs

pour déterminer leurs propriétés fonctionnelles.

La caractérisation fonctionnelle des hydrolysats passe par le développement d’ou-
tils fonctionnels in vitro de mesure de la performance. La détermination des proprié-
tés fonctionnelles tels que le pouvoir antioxydant, les propriétés antimicrobiennes ou
myotropes nécessite de réaliser des réplicats rigoureux d’échantillon pour mener a
bien les tests, afin de pouvoir avoir recours a une analyse statistique des résultats et
ainsi attribuer des niveaux de fonctionnalité aux différents hydrolysats. La normali-
sation des échantillons, décrite dans ce chapitre, est donc un pré-requis indispensable

pour la caractérisation fonctionnelle in vitro des hydrolysats.

La méthodologie décrite dans 'article « A standardized and efficient method to
characterize the structure of aquatic protein hydrolysates » page 132 a été appliquée
lors des expériences in vitro décrites dans le prochain chapitre de ce manuscrit et

ayant abouti & I'identification d’un peptide myotrope dans I'hydrolysat de crevette.
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Caractérisation fonctionnelle des
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1 Introduction

1.1 Importance du transit digestif chez les poissons

Le temps de transit des aliments dans l'appareil digestif du poisson est un
paramétre important & prendre en compte en pisciculture car il influence le taux
d’alimentation [Jobling, 1980] et, in fine, les performances de croissance des poissons
[Riche et al., 2004]. En effet, les poissons d’aquaculture ne sont pas alimentés en
continu mais la ration est répartie sur plusieurs nourrissages. Un rationnement
alimentaire optimisé des poissons permet donc a la fois de diminuer les cotts
de production en limitant le gaspillage des aliments mais également d’assurer une

prise de poids optimale aux poissons.

Chez les poissons, le temps de transit alimentaire dans 'appareil digestif est af-
fecté par de nombreux facteurs tels que ’environnement (température, salinité),
la physiologie du poisson (espéce, stade de développement) mais également la for-
mulation et le process de fabrication des aliments |[Adamidou et al., 2009|.
Ce dernier point est notamment trés important lors de la mise au point d’ingré-
dients alternatifs pour remplacer les FP. En effet, chez les poissons carnivores, les
régimes contenant des FV augmentent le temps de rétention de la nourriture
dans l'intestin en raison de leurs fortes teneurs en fibres et en sucres complexes
[Storebakken et al., 1999|. Cela peut se traduire par une baisse de 'utilisation ali-
mentaire ainsi que par une détérioration de la physiologie intestinale notamment
en raison de la fermentation des sucres dans 'intestin. Inversement, il semblerait que
les matiéres premiéres d’origine marine présentent des propriétés fonctionnelles in-

fluencant la motilité intestinale avec pour conséquence un transit optimisé.
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1.2 Mécanisme du transit alimentaire

La description du transit alimentaire dans ’estomac ne sera pas abordée dans
ce manuscrit et se focalisera sur celle de l'intestin. Le transit alimentaire intestinal
est un processus ordonné assuré par la musculeuse de l’intestin'. Celle-ci est
composée de cellules musculaires lisses disposées en couches circulaires internes et
couches longitudinales externes. Le muscle lisse digestif se comporte donc comme
un syncytium fonctionnel car toutes les cellules musculaires se contractent de ma-
niére synchronisée. Il se contracte de facon lente et soutenue en réponse a une
stimulation, se relache sous I'influence de neurones inhibiteurs (Figure 31a).

Les neurones sensitifs sont reliés a différents types de récepteurs localisés dans
la paroi digestive : mécanorécepteurs, chémorécepteurs et thermorécepteurs, récep-
teurs polymodaux. Les motoneurones sont de deux types : excitateurs et inhi-
biteurs. Les motoneurones excitateurs libérent de ’acétylcholine au contact de la
membrane des cellules musculaires lisses, provoquant une dépolarisation membra-
naire et la survenue de potentiels d’action induisant une contraction musculaire.
Les motoneurones inhibiteurs libérent des médiateurs différents (vasoactive intesti-
nal peptide (VIP) et monoxyde d’azote notamment) qui entrainent une hyperpola-
risation membranaire, et donc une relaxation de la fibre musculaire lisse. De trés
nombreux interneurones intégrent les signaux sensitifs et organisent les réponses ex-
citatrices ou inhibitrices, rendant possibles les réflexes entériques tels que le réflexe

péristaltique (Figure 31b) |[CDU-HGE, 2014].

1. Cf « Coupe histologique d’un intestin de bar européen Figure 20 page 74
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FIGURE 31 - (a) Réflexe péristaltique. Le point de départ est la stimulation d’un mé-
canorécepteur de la paroi par le passage du bol alimentaire. L’activation du neurone
sensitif va déclencher une réponse motrice faite en amont d’une contraction de la
couche circulaire interne et une relaxation de la couche longitudinale, ce qui entraine
un rétrécissement de la lumiére digestive et une augmentation de pression, et en aval
d’une contraction de la couche longitudinale et une relaxation de la couche circulaire
avec comme conséquence un raccourcissement du segment digestif et une diminution
de pression. Il se forme ainsi un segment d’amont propulsif et un segment d’aval ré-
ceptif qui permet la progression du bol alimentaire, le phénoméne se reproduisant
de proche en proche dans le sens oral-aboral. (b) Péristaltisme digestif : alternance
coordonnée et propagée de contraction /relaxation des deux couches musculaires di-
gestives. Abbréviations : CCI : couche musculaire circulaire interne, CLE : couche
musculaire longitudinale externe. Illustration : Carole Fumat [CDU-HGE, 2014].
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1.3 Régulation de la prise alimentaire chez les pois-
sons

La prise alimentaire chez les poissons téléostéens est affectée par des facteurs
externes tels que la température et la photopériode, le stress, les prédateurs et la
disponibilité de la nourriture, ainsi que par des facteurs internes tels que la géné-
tique, le stade de développement, le remplissage de l'intestin et I’énergie stockée.
La régulation de la prise alimentaire est majoritairement controlée par le systéme
endocrinien (pour revue Rgnnestad, 2017). Le systéme endocrinien régule la prise
alimentaire au niveau de I’hypothalamus mais également le long du tube digestif

(Figure 32).
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FIGURE 32 — Principales voies de régulation de la prise alimentaire chez les poissons.
L’hypothalamus contréle 'appétit et I'équilibre énergétique. Il intégre les signaux
périphériques liés a la prise alimentaire, a la digestion, au métabolisme et au stockage
de I'énergie. Ceux-ci comprennent non seulement les signaux endocriniens, mais
également d’autres signaux tels que des systémes centraux de détection des niveaux
des nutriments et la présence ou ’absence d’aliments dans le tractus gastro-intestinal
via des afférences vagales se projetant vers le cerveau |Rgnnestad et al., 2017|.
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1.4 Reégulation de la motilité intestinale chez les
poissons

De nombreux acteurs sont impliqués dans la régulation de la motilité intestinale :
peptides, dérivées d’AA et de nucléotides ou molécules inorganiques (Figure 33). 11
existe également beaucoup d’inconnues sur les mécanismes d’actions de régulation de
la motilité intestinale : effets directs ou indirect, propagation ou non des contractions
ou effet de rétro-peristaltisme [Holmgren et Olsson, 2009]. Dans ce chapitre, seuls

les acteurs peptidiques de la régulation du transit intestinal chez les poissons seront

décrits.
Innervation extrinséque
(vagale et splanchnique)
<— Oral Anal —>
ACh, GAL?
Plexus 5-HT?, VIP?
myentérique
PACAP/
GRP VIP
cGRP  ,\ NO
- . ' N — -
Contraction w 4= Couche musculaire circulaire 4mp Relaxation

FIGURE 33 — Composés agissants sur les neurones controlant la contraction de la
musculeuse intestinale des poissons. Certains composés agissent directement sur
les neurones réponsables de la contraction des fibres musculaires et d’autres par
Iintermédiaire des récepteurs neuronnaux cholinérgiques ou seroténiques. En rouge
figurent les régulateurs myotropes et en bleu les régulateurs myosuppresseurs. De
nombreux mécanismes ne sont pas encore élucidés. Ils sont figurés par des (7). Abré-
viations : 5-HT, 5-hydroxytryptamine (sérotonine); ACh, acetylcholine ; CGRP, cal-
citonin gene-related peptide; GAL, galanine ; GRP, gastrin-releasing peptide; NO,
monoxyde d’azote ; PACAP, pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide ; TK,
tachykinines; VIP, vasoactive intestinal polypeptide. Modifié d’aprés Holmgren et
Olson (2009).

Chez les poissons, de nombreux peptides myotropes ont été identifiés : les
tachykinines (TK), la cholécystokinine (CCK), la galanine, la ghréline (GRL), le
peptide li¢ au géne de la calcitonine (CGRP), le neuropeptide Y (NPY) et quelques
autres [Holmgren et Olsson, 2009]. Tls participent a la mobilité du bol alimentaire et

a I’émission des excréments. Ils sont également impliqués dans la vidange gastrique
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qui est a l'origine du retour de ’appétit du poisson |Riche et al., 2004].

Il existe deux grandes catégories de peptides myotropes intestinaux ceux qui
stimulent la contraction (myotrope) et ceux qui inhibent la contraction (myo-
suppresseurs). Seuls les peptides agissant sur les terminaisons nerveuses seront

abordés dans les paragraphes suivant.

Les TK stimulent la contraction de 'intestin chez la raie épineuse (Amblyraja
radiata), le dipneuste américain (Lepidosiren paradoza), le polyptére du Sénégal
(Polypterus senegalensis) et la truite arc-en-ciel mais pas chez les myxines (Myzini-
dae) et la lamproie de riviére (Lampetra fluviatilis) [Jensen et al., 1991].

Elles stimulent également la motilité dans 'estomac et l'intestin de la morue
[Jensen et Holmgren, 1985, Jensen et al., 1987, Jensen et al., 1993]. Les TK peuvent
agir directement sur le muscle de l'intestin des poissons ou via les neurones choli-
nérgiques |Kitazawa et al., 1986, Jensen et al., 1991] ou sérotoninérgiques
[Jensen et Holmgren, 1985, Jensen et al., 1991]. Pour le moment, la signification
physiologique de ces trois modes d’action différents n’a pas été élucidée. La GRL qui
est produite dans ’estomac, provoque in vitro une augmentation faible mais signifi-
cative du tonus basal intestinal chez le poisson zébre (Danio rerio) [Olsson et al., 2008].
Bosi et al. (2007) suggérent, en se basant sur les travaux portant sur l'action de la
galadine dans I'estomac, que cette derniére jouerait un role de modulation de I'acti-
vité cholinergique dans l'intestin des poissons. Le NPY induit la contraction in vitro

de l'intestin de morue, mais seulement a forte concentration [Shahbazi et al., 2002].

Certains peptides ont des effets myosuppresseurs sur l'intestin des poissons. Le
VIP et le PACAP (Pituitary adenylate cyclase-activating peptide) ont un effet prin-
cipalement inhibiteur sur le muscle lisse de l'intestin [Holmgren et Olsson, 2009).
VIP inhibe Dactivité des contractions du rectum chez le requin épineux (Squalus
acanthias) |[Lundin et al., 1984]. Le PACAP réduit les contractions intestinales spon-
tanées in vitro chez la morue et la truite arc-en-ciel [Holmgren et Olsson, 2009].
De méme, le PACAP inhibe l'activité de l'intestin chez le poisson zébre et du
rectum chez Pastragale japonaise (Uranoscopus japonicus) [Matsuda et al., 2000,
Holmberg, 2004]. Le CGRP inhibe les contractions spontanées de 'intestin chez la

morue in vitro via un effet direct sur les muscles lisses [Shahbazi et al., 1998]. Dans



I'intestin chez la morue, une relaxation initiale aprés exposition a la somatostatine

est parfois suivie d’une contraction [Jensen et Holmgren, 1985].

Certains peptides montrent des effets plus variables. La CCK diminue I'amplitude
des contractions spontanées dans l'intestin tout en augmentant la tension au repos
[Olsson et al., 1999]. En revanche, la CCK posséde un effet stimulant in vitro chez la
morue [Jonsson et al., 1987|. La CCK et les peptides apparentés ont également un
effet excitateur sur I'intestin chez les rajidés et le requin épineux, mais les réponses
sont faibles et irréguliéres [Andrews et Young, 1988, Aldman et al., 1989).

Tout ces travaux montrent que l'intestin est la cible de nombreux peptides myo-
tropes aux mécanismes d’actions complexes, qui, physiologiquement agissent géné-

ralement ensemble.

1.5 Etude de D’activité myotrope d’hydrolysats de
protéines

Les hydrolysats de protéines étudiés sont majoritairement composés de peptides
de faible masse moléculaire et ont déja montré des propriétés fonctionnelles?. A
notre connaissance, il n’existe pas de travaux chez le poisson portant sur les effets
myotropes des matiéres premiéres d’origine marine ou d’hydrolysats de protéines.
Au cours de cette thése nous avons donc étudié les propriétés des hydrolysats sur la
contraction de l'intestin de bar in wvitro et 'effet induit sur le transit intestinal en
conditions in vivo.

Les résultats de ces essais ont fait, en partie, I’'objet de la soumission d’une pu-
blication « Shrimp by-product hydrolysate induces intestinal myotropic activity in
Furopean seabass (Dicentrarchus labraz) » dans la revue Aquaculture. Les chapitres
suivants compilent la démarche expérimentale, les protocoles et les résultats, com-

plétés par certains résultats non publiés dans 'article.

2. Cf « Bénéfices fonctionnels des hydrolysats de co-produits d’origine aquatique », page 60.
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2 Démarche expérimentale

Les études de conditionnement alimentaire chez le poisson sont souvent longues et
cotiteuses. Au cours de ces travaux de thése, nous avons développé un outil d’analyse
wn vitro rapide a mettre en ceuvre permettant de classer les hydrolysats de protéines
selon leurs propriétés myotropes ou myosuppressives. Ce test in vitro intervient
en amont ou en paralléle des tests in vivo de conditionnement alimentaire chez le
poisson. Il s’agit d’un test fonctionnel basé sur la mesure de la contraction de la
partie proximale de l'intestin de bar fixée dans une cuve de perfusion et suspendu a
un capteur de force (Figure 34). Les variations du tonus sont enregistrées en temps
réel au moyen d’un systéme développé au sein du laboratoire BOREA . L’analyse
des propriétés myotropes a ainsi été mesurée sur les 11 hydrolysats de protéines
d’origine aquatique fournis par Diana Aqua?. Des expériences dose-réponse sont

réalisées afin de déterminer les seuils d’activités des hydrolysats.

FIGURE 34 — Cuve de perfusion et enregistreur a rouleau. Les fléches correspondent a
des injections de concentrations croissantes en hydrolysat de co-produits de crevette.

1. Cf « Systéme d’enregistrement des contractions de l'intestin in vitro », Figure 28 page 112.
2. Voir liste des hydrolysats page 93.
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Une étude de conditionnement alimentaire a également ét¢ menée chez le bar en
station expérimentale de I'Ifremer de Brest. Les poissons sont nourris avec des ali-
ments contenant deux hydrolysats de protéines (hydrolysat de crevette et hydrolysat
de Gadidae) ayant des propriétés myotropes différentes dans le but de déterminer
si les différences observées in vitro se manifestent également in vivo par une modi-

fication de la cinétique d’émission des féces?.

3. Cf « Conditionnement alimentaire de 'IFREMER (Brest) », page 107.



3 Reésultats et discussion

Les résultats des activités myotropes mesurées in vitro sont groupés par origine
des co-produits : crustacés, poissons et calmar (Figure 35). Il est intéressant de
noter que le classement par origine est corrélé avec le type d’effet observé. Les hydro-
lysats de crustacés montrent des activités myotropes importantes. Les hydrolysats
de poissons montrent des performances myotropes et myosuppressives execptés 1’hy-
drolysat de tilapia qui présente une activité exclusivement myotrope. L’hydrolysat

de calmar est quant a lui myosuppresseur.
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F1GURE 35 — Effet des hydrolysats sur 'intestin de bar. Le chiffre au dessus de I'histo-
gramme correspond au nombre de répétitions effectuées. Les quantités d’hydrolysats
testées correspondent & des extraits peptidiques secs de 15ml & 10 UAsi4m-
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Le Tableau 21 montre les seuils d’activitiés des hydrolysats de protéines étudiés.
La majorité des hydrolysats (8 sur 11) ont un seuil d’activité inférieur & 0,1 UA;45m.
En revanche, le seuil d’activité de I’hydrolysat de tilapia est le plus élevé avec une
quantité comprise entre 10 et 100 UAsisnm. Cette notion de seuil d’activité est im-
portante car elle pourrait conditionner, & ’avenir, la quantité d’hydrolysat a inclure

lors de la formulation des aliments pour obtenir un effet activateur (myotrope).

Tableau 21 — Seuils d’activité myotrope des hydrolysats testés. Les analyses ont été
effectuées avec des concentration croissantes d’hydrolysats (15 ml) allant de 0,1 &
100 UAs14nm. Les échantillons avaient préalablement été séchés puis repris dans 1
ml de solution de perfusion.

seuil de réponse (UAgi4nm) masse correspondante  volume correspondant

Crevette 1 <0,1 <18,1 ng -
Crevette 2 <0,1 <21,3 ng -
Krill 1 <0,1 <28,9 ng -
Krill 2 0,1-1 22.6 -226 11g ;
Tilapia 10-100 - 1,51 - 15,1 ml
Morue <0,1 <18,4ng -
Saumon 1 <0,1 - <523 nl
Saumon 2 <0,1 - <32,7 ul
Thon 1 <0,1 - <729 nl
Thon 2 <0,1 <62,6 ng -
Calmar 1-10 - 1,53 -15,3 ml

L’analyse in vitro des propriétés myotropes des hydrolysats de protéines a été une
premiére étape dans leur caractérisation fonctionnelle. Pour confirmer ces résultats, il
est important de poursuivre ’analyse avec des tests de conditionnement alimentaire

i vivo pour mettre en évidence l'effet myotrope a ’échelle de 'organisme.

3.1 Détermination des activités myotropes in vivo
de deux hydrolysats de protéines chez le bar
européen

Les travaux suivant ont étudié 'effet de régimes alimentaires contenant deux des
hydrolysats de co-produits précédemment testés (I'hydrolysat de crevette et I’hydro-
lysat de Gadidae) sur la modulation du transit alimentaire chez le bar européen. Ces

hydrolysats ont été choisis car : i) ils présentent des activités myotropes différentes,
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ii) leurs seuils d’activité sont comparables lorsqu’il y a une activité myotrope, iii) il
était industriellement possible de les inclure a des teneurs élevées dans les régimes
alimentaires. Ces hydrolysats ont été incorporés a hauteur de 1%, 5% et 10% dans
une formule alimentaire contenant 5% de farine de poisson, et comparés a une for-
mule plus riche en farine de poisson (20%). La cinétique d’émission des féces est
déterminée lors d’un test de conditionnement alimentaire en station expérimentale
(IFREMER, Brest) d’une durée de 46 jours. Des juvéniles de bar sont conditionnés
(repas unique) pendant 32 jours et la croissance des animaux enregistrée. Les féces

sont récoltés en fin d’essai sur deux périodes de 5 jours consécutifs.

3.1.1 Propriétés myotropes in vivo de ’hydrolysat de Gadi-

dae

L’analyse des performances de croissance avec I'hydrolysat de Gadidae révéle
qu’une inclusion a hauteur de 1% a permis de compenser la diminution de FP de 15
a 5% dans le régime (Figure 36). L’inclusion de 5 ou 10% d’hydrolysat de Gadidae
ne permet pas d’avoir un taux spécifique de croissance supérieur a celui observé avec
les régimes alimentaires contenant 5% FM + 1% hydrolysat de Gadidae et 20% de
FP.

2.0
TMC p < 0.05

18 -
&

o
917 A
16

15 -

FM20 FME + FME + FME +
1%6FH 5%FH 10% FH

FIGURE 36 — Taux spécifiques de croissance obtenus avec I’hydrolysat de Gadidae.
Les conditions avec des lettres identiques ne présentent pas de différence significa-
tive (P>0.05). Abréviations : FH, hydrolysat de poisson (Gadidae), FM : farine de
poisson.
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La Figure 37 présente les résultats de cinétique d’émission des féces obtenus avec
I'hydrolysat de Gadidae. La diminution de 15% de farine dans le régime alimentaire
n’influence pas significativement la vitesse du transit. Les résultats obtenus avec
I’hydrolysat de Gadidae montrent qu’il n’y a pas d’effet significatif de I'incorporation
de I'hydrolysat & 1% et 5% dans I’aliment en comparaison aux aliments contenant 5%
(FM5) et 20% (FM20) de FP. Onze heures aprés le nourrissage, la quantité de féces
émis par les poissons nourris avec le régime contenant 10% d’hydrolysat de Gadidae
est significativement plus élevée que celle des poissons nourris avec les régimes FM5H
et FM20 (P<0.05). La diminution sensible (P>0.05) de la quantité de féces émis
sept heures aprés le nourrissage laisse supposer un léger effet myosuppresseur de

I’hydrolysat de Gadidae uniquement observé a de forts taux d’incorporation dans

-
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F1GURE 37 — Cinétiques d’émission des féces obtenues avec ’hydrolysat de Gadidae.
Les conditions signalées avec une étoile correspondent a des différences significatives
(P< 0.05). Abréviations : FH, hydrolysat de poisson (Gadidae), FM : farine de
poisson.
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3.1.2 Identification d’un peptide myotrope dans I’hydrolysat
de crevette et implication potentielle dans la perfor-

mance de croissance du bar européen

[’étude des propriétés myotropes de I’hydrolysat
ih de crevette a fait 'objet d’un article en révision dans
T quaculture la revue Aquaculture en 2018 : « Shrimp by-product hy-

S drolysate induces intestinal myotropic activity in Fu-

. .. - . ropean seabass (Dicentrarchus labraz) ». Ces travaux
font mention de :

- la capacité de I’hydrolysat de crevette a accélérer

la vitesse de transit intestinal de régime alimentaire

contenant de fortes teneurs en V.

-
f#nn.--...r_._':ll'lr-mrlnl-'-q

- du maintien et de 'amélioration des performances

de croissance par rapport au témoin riche en FP
lorsque I’hydrolysat de crevette est inclu & hauteur de 5 et 10% respectivement.

- de la découverte d’un peptide myotrope (KNPEQ) issu du clivage de I’hémo-
cyanine par le couplage de tests fonctionnels in wvitro, la purification des peptides
par rpHPLC et l'identification du peptide lui-méme par dégradation d’Edman et
LC-ESI-orbiTRAP.

- des propriétés myotropes réversibles jusqu’a 10pM et durable a partir de 100
pM du peptide synthétique KNPEQ.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The transit time of feed through the digestive tract of fish is very important in fish culture because it can impact
Hydrolysate fish feeding rates and growth rates, and feed utilization. We identified a myotropic peptide in a shrimp
By-product (Litopenaeus vannamei) hydrolysate used in aquaculture fish feeds. It is a new pentapeptide (KNPEQ) cleaved
Dicenfrarchus labrax from crustacean hemocyanin, that does not share sequence homology with peptides known to have myotropic
ET::E:; activity in fish. We monitored the effect of this hydrolysate in European seabass (Dicentrarchus labrax), (i) in vivo

during a feeding trial with low fish meal diets including shrimp hydrolysate, and (ii) in vitro on isolated intestine
perfused with hydrolysate extracts. The dietary shrimp hydrolysate accelerated feces emission and led to con-
tractions in perfused intestine. Different steps of purification of shrimp hydrolysate by reverse phase high per-
formance liquid chromatography coupled with intestine in vitro assay were applied in order to purify the
myotropic peptide. The sequence of the peptide was determined using both Edman degradation and mass
spectrometry fragmentation. We confirmed then in vitro that the KNPEQ-mimetic peptide stimulated the con-
traction of the intestine in a transient manner at concentrations of 1 and 10uM, and for > 10h at a con-

Bioactive peptide

centration of 100 pM.

1. Introduction

In fish, the feed transit time through the digestive tract is affected by
many factors such as the environment (temperature, salinity), phy-
siology, as well as feed ingredients or the processing method
(Adamidou et al., 2009; Honorato et al., 2014). The feed transit time is
an important parameter to take into account when formulating fish
feeds because it influences the feeding rate (Jobling, 1980) and fish
growth performances (Riche et al., 2004). These two parameters are
monitored very precisely in aquaculture. These parameters are also
very important for managing feed efficiency.

Many myotropic peptides have been identified in fish: tachykinins
(TK), cholecystokinin (CCK), galanin, ghrelin, the calcitonin-gene-re-
lated peptide, neuropeptide Y (NPY), and a few others (Susanne
Holmgren and Olsson, 2009). They participate in bolus mobility and
feces emission. They are also involved in gastric emptying, which is
linked to the return of fish appetite (Riche et al., 2004). However, their
mechanism of action is still quite difficult to elucidate. Tachykinins can

stimulate gut contraction, but differently in different fish species
(Jensen et al., 1991). Ghrelin is produced in the stomach, and slightly
but significantly increases intestinal basal tension in vitro in zebrafish
(Catharina Olsson et al., 2008). Bosi et al. (2007) elucidated the me-
chanism of action of galanin in the stomach, and suggested that it
played a role in modulating cholinergic activity in fish gut. NPY in-
duced in vitro contraction of cod gut, but only at high concentrations
(Shahbazi et al., 2002). Myotropic peptides also had various effects.
CCK decreased the amplitude of spontaneous contractions in the in-
testine while increasing basal tonus (Olsson et al., 1999). In contrast, it
had a stimulating effect in Atlantic cod (Jonsson et al., 1987). Chole-
cystokinin and related peptides also had an excitatory effect on the
intestine of Rajidae and dogfish, but responses were weak and incon-
sistent (Andrews and Young, 1988; Aldman et al., 1989).

With the development of sustainable aquaculture, a major effort is
being made to reduce the use of fishmeal (FM) for ecological and
economic concerns (Duarte et al., 2009). Many studies are focused on
the replacement of FM by other sources of proteins such as plant-based
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meal (PBM). Nevertheless, PBM could contain anti-nutritive factors and
could not be adapted to the diet of carnivorous fish such as European
seabass (Dicentrarchus labrax) (Francis et al., 2001; Krogdahl et al.,
2005).

The incorporation of PBM in carnivorous fish feed could slow down
the feed transit time in the gut and delay feces emission in the intestine
due to their high fiber and sugar contents (Storebakken et al., 1999). On
the other hand, PBM could also accelerate feces emission by causing
diarrhea for the same reasons (Krogdahl et al., 2010). The consequences
could be a decline of feed utilization as well as deterioration of gut
health. In addition, the amino acid composition of PBM is not well
balanced to meet the requirements of carnivorous fish species. Conse-
quently, such feeds including high levels of PBM have to be supple-
mented with essential free amino acids to avoid nutrient deficiency
(Médale and Kaushik, 2009). Moreover, the low palatability of PBM is
also an issue that requires supplementation with attractants to stimulate
the feeding behavior of carnivorous fish fed diets formulated with such
raw materials.

Protein hydrolysates manufactured from fisheries and aquaculture
co-products have been studied more and more these last years as pro-
mising alternative ingredients to FM. The low-molecular-mass peptides
that are found at high level in protein hydrolysates manufactured from
fish and crustacean co-products have very high protein digestibility and
palatability, and could also improve fish health (Refstie et al., 2004;
Cahu et al., 1999; Choi et al., 2009; Gisbert et al., 2012; Khosravi et al.,
2015a; Khosravi et al., 2017; Khosravi et al., 2015c¢).

In a previous study, Robert et al. (2014) demonstrated that the main
protein found in a commercial shrimp hydrolysate (Actipal HP1™) was
hemocyanin (Robert et al., 2014), a well-documented protein able to
generate functional hydrolytic peptides (Robert et al., 2014; Zanjani
et al., 2016; Arancibia et al., 2014; Moltedo et al., 2006; Coates and
Decker, 2017). In line with these data, we investigated the myotropic
properties of dietary shrimp hydrolysate as well as the fish growth
performances through a nutritional trial conducted in European sea-
bass. We also carried out in vitro trials on isolated intestine sampled
from European seabass to evaluate the myotropic activity of shrimp
hydrolysate and its peptidic fractions. Finally, we set up peptidomic
tools to identify and characterize the peptide involved in the myotropic
activity.

2. Materials and methods
2.1. Diets

Five diets were formulated by Diana Aqua (Symrise group, Elven,
France) (Table 1): 2 diets containing FM at 5% and 20% of dry matter
(diets FM5 and FM20), and 3 diets containing graded levels of a com-
mercial shrimp protein hydrolysate (SH, commercial name Actipal
HP1™), included at 1, 5, and 10% of dry matter in the FM5 diet. Shrimp
protein hydrolysate was produced from fresh cephalothorax of farmed
white shrimp (Litopenaeus vannamei) by Diana Aqua. Briefly, shrimp
heads were ground (10 mm), and then hydrolysis was conducted in a
closed reactor after addition of an exogenous protease. At the end of the
hydrolysis process, the enzyme was inactivated and the liquid hydro-
lysate pasteurized at 95°C for 30 min. At the end of the hydrolysis
process, solid wastes (shell) were separated by centrifugation, and the
liquid fraction was spray-dried to reach the following specifications: dry
matter 95%, crude protein 68.2%, crude fat 8.6%, ash 12.2%, soluble
protein 92% of total proteins. All the diets were formulated by Diana
Aqua (Symrise group, Elven, France) and the manufacturing was sub-
contracted to a technical center for extrusion. Briefly, raw materials
were ground at 1 mm and then extruded through a twin-screw extruder
according to the following parameters: water addition 24%; screw
speed 350 rpm; extrusion temperature 125 °C; die plate temperature
110 °C; dryer 115 °C. Konjac powder was added at 1% of the diet for all
the dietary treatments to get more cohesive feces and to make their

381

Aquaculture 497 (2018) 380-388

Table 1
Formulation and proximate composition of the experimental diets.

FM20 FM5 FM5 + 1% SH FM5 + 5% SH FMS + 10% SH

Raw materials

FM prime 9.7 0.0 0.0 0.0 0.0
(67% CP)

FM standard 103 50 5.0 5.0 5.0
(65% CP)

Shrimp 0.0 0.0 1.0 5.0 10.0
hydroly-
sate

Corn gluten 11.5 16.6 16.0 15.2 14.1

Wheat gluten 145 21.0 20.2 19.1 17.8

Rapeseed 9.5 10.5 10.1 9.6 9.0

Soya cake 127 150 14.4 13.7 12.8

Wheat, 12.2 9.7 11.4 11.0 10.4
dehulled

Methionine 0.4 05 05 0.5 0.5

Lysine 1.0 1.6 1.5 1.5 1.4

MCP 1.7 2.6 2.5 2.4 2.2

Fish oil 146 153 15.2 15.0 14.7
(inclusion)

Premix 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1

Konjac meal 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Proximate composition”

Dry matter (%) 91.9 91.3 91.8 91.2 90.6

Crude protein ~ 45.7 452 453 45.7 45.5
(%)

Crude fat (%) 155 153 15.6 15.5 16.5

Ash (%) 6.6 6.3 6.3 6.5 6.5

Energy (Kcal/ 5.1 5.0 5.0 5.0 4.9
8)

Starch (%) 9.9 9.6 9.6 9.1 9.0

Fiber (%) 9.1 9.7 9.3 9.1 9.0

Abbreviations: FM: Fish meal, SH: shrimp hydrolysate, CP: crude protein, MCP:
Mono calcium phosphate.

@ Analysis performed by Up Sciences laboratory (Saint Nolff, France): Dry
matter (EU N°152/2009, Desiccation 103 °C, 4 h), crude protein (ISO 16634-1,
Dumas method), fat (EU N°152/2009, solvent extraction after acid hydrolysis),
ash (Incineration 550 °C, 8 h), energy (EU N°152/2009), fiber (AOAC 985.29),
starch (enzymatic method NF V18-121).

collection more accurate. All the diets were balanced for deficient
amino acids according to the requirements determined for European
seabass (Wilson, 2002). All the diets were isoproteic (45.5 * 0.2% of
crude protein), isolipidic (15.7 * 0.4% of crude fat) and isoenergetic
(5.0 = 0.0 Kcal/kg).

2.2. Animals and feeding trial

The trial was conducted on European seabass in the experimental
flow-through facilities of the IFREMER (centre de Brest, France) for
46 days. Seawater (salinity: 35g/L) was filtered through a high-pres-
sure sand filter, and thermoregulated at a temperature of 20 + 1°C.
Triplicate groups of 40 European seabass juveniles (initial mean body
weight: 10.3 = 0.0g), from Aquastream farm (Ploemeur, France),
were reared in 15 tanks of 80L capacity (flow rate: 3 L/min; photo-
period: 12h light; 12 h dark; light on at 2:00 am, light off at 2:00 pm).
Three tanks were randomly allotted to each diet. The fish were fed with
an automatic feeder (Arvotec, Finland) at a feed ration of 3% of their
biomass per day and feed waste collected at the end of feed distribution.
Daily feeding rate adjustments were managed by the feeder software
program, with a food conversion ratio set at 1.0 throughout the trial.
The trial took place in two steps. Firstly, the fish were conditioned with
the different diets for 32 days. They were fed once a day (at 3:00 am) for
60 min. Secondly, the release of feces by fish was monitored over two 5-
day periods. Feces were collected for 15h post-feeding using a sieve
placed under the water outlet, pooled, weighed, and frozen (one bucket
per tank) then dried (105 °C, 24 h) at the end of the trial to calculate the
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relative amounts of feces emission. During handling and weighing, the
fish were anesthetized with 50 mg/L of MS-222 (Sigma Aldrich, Saint-
Louis, MO, USA). At the end of the trial, the fish were euthanized with
an overdose of MS-222 (100 mg/mL).

2.3. In vitro myotropic assay

European seabass (body weight: 3 = 0.0 g) were purchased from
Aquastream farm (Ploemeur, France) and maintained in 300-L race-
ways at 15 + 1°C at the Marine Station of Luc-sur-Mer (University of
Caen-Normandy, France) (sand-filtered seawater; flow rate: 50 L/min;
natural photoperiod). The fish were fed a 1-mm commercial feed (BN-
nature pre-grower, Le Gouessant, Lamballe, France) according to the
feeding table. They were fasted for 24 h prior to tissue sampling. On the
sampling day, they were euthanized with an overdose of MS-222
(100 mg/mL). The myotropic assay was immediately performed using
the anterior section of freshly isolated seabass intestines. Each organ
was suspended on a dynamometer (UF1 force sensor, LCM Systems,
Newport, Isle of Wight, United Kingdom) with a nylon thread (0.12-mm
diameter) initially calibrated at a tension of 1V, in a 5-mL muscle
chamber. The signal was transmitted by an amplifier (TB4 M, World
Precision Instrument, Sarasota, Finland), and contractions were dis-
played on an L200E printer (Linseis, Trenton, NJ, USA) or with a
homemade digital voltmeter based on Arduino technology (https://
www.arduino.cc) coupled to the Qt application programming interface
(https://www.qt.io). The muscle chamber was continuously perfused at
a flow rate of 0.5 mL.min ! with a fresh 340 mOsm perfusion solution
at pH 8.9 (1 mM glucose, Sigma Aldrich; 9.945 g.L.~* of salt for artificial
sea water, Instant Ocean - Aquarium system, Sarrebourg, France)
without any recirculation. All the trials were carried out in a thermo-
regulated room at 18 °C. The perfusion solution and system were ba-
lanced at 18 °C prior to starting the trials to avoid any thermal shock
and degassing trouble. HPLC fractions of shrimp hydrolysate and syn-
thetic peptide were injected in the perfusing flow using a three-way
valve to avoid mechanical stress. All the fractions obtained by rpHPLC
were assayed, and each analysis was performed in triplicate.

2.4. Ethics statements

The present work was performed in accordance with French and
European policies and the guidelines of the French Animal Care
Committee (Agreement number: APAFIS#3087) and the regional
ethical committee (Comité d'Ethique Normandie en Matiére
d'Expérimentation Animale, CENOMEXA; agreement number 54).

2.5. Peptide extraction from shrimp hydrolysate

One gram of shrimp hydrolysate was diluted in 10 mL of 0.1%
HPLC-grade trifluoroacetic acid (TFA - Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, USA) solution overnight at 4°C, and centrifuged 10 min at
20,000 x g. The supernatant was Whatman-paper filtered, and diluted
to 1 absorbance unit (AU) at a wavelength of 214nm in 0.1% TFA
solution. Each diluted extract was concentrated on a Sep-Pak Cl8ec
classic cartridge (Waters, Milford, Massachusetts, USA), eluted by
water/acetonitrile/TFA  (89.9/10/0.1, v/v/v), evaporated on a
SpeedVac concentrator, and kept at 4 °C until use. HPLC-grade acet-
onitrile (ACN) was purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Louis,
Missouri, USA).

2.6. rpHPLC

Reverse-phase high-performance liquid chromatography (rpHPLC)
separation was performed on a UFLC Shimadzu system composed of an
LC-202A pump, a DGU-20A3R degassing unit, a CTO-10ASVP oven, a
CBM-20A communication bus, a SPD-20A UV-VIS spectrometer de-
tector, and an FRC-10A fraction collector (Shimadzu, Kyoto, Japan).
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Elution was carried out on an EC 250/4 Nucleodur 100-10 C18-ec
column (ref 760003.40, Macherey-Nagel, Hoerdt, France) with ACN/
water/TFA (80/19.9/0.1, v/v/v) at a flow rate of 1 mL/min. The ACN
gradient was performed from 10% to 17% in 14 min for the first se-
paration step, and from 0% to 8% in 55 min for the second separation
step. All the fractions were collected throughout the ACN gradient,
evaporated on a speedvac concentrator, and kept at 4 °C until use. Dried
peptide extracts and fractions were dissolved in 600 pL of 0.1% TFA
solution, and 50 uL were injected.

2.7. rpHPLC-ESI-Q3 MS?

Reverse-phase high-performance liquid chromatography coupled
with electrospray mass spectrometry (rpHPLC-ESI-Q3 MS?) was per-
formed at the PRISM platform (Centre de Lutte contre le Cancer
Francois Baclesse, Caen, Lower Normandy, France). Analyses were
carried out with a UHPLC Nexera X2 system consisting of two binary
pumps with an auto-sampler and a column oven (Shimadzu, Kyoto,
Japan). The UHPLC system was interfaced with an electrospray inter-
face to a triple quadrupole mass spectrometer (LCMS 8030Plus;
Shimadzu). Elution was carried out on a 5-um EC 250/2 Nucleodur C18
Gravity column (ref 760,101.20, Macherey-Nagel) with ACN/water/
TFA (80/19.9/0.1, v/v/v) solution at a flow rate of 0.5 mL/min. The
acetonitrile gradient was performed from 0 to 20% in 20 min. Dried
fractions were dissolved in 500 pL of 0.1% TFA solution, and 50 uL were
injected. Fragmentation energy levels were —15 and —35eV.

2.8. Edman degradation

Peptide sequences were determined using a Procise Protein
Sequencing System, Model 494 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) coupled to a Model 140 PTH amino acid analyzer
(Perkin Elmer - Applied Biosystems, Foster City, California, USA) with
the routine protocol.

2.9. Peptide identification

The peptide sequences obtained by Edman degradation were con-
firmed by comparing the fragmentation profiles based on the occur-
rence of y, b, and a ions from the rpHPLC-ESI-Q3 MS? with the theo-
retical fragmentation table of KNPEQ using Protein Prospector (http://
prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form =
msproduct). Then in silico analysis was conducted to identify KNPEQ.
Peptraq software (Zatylny-Gaudin et al., 2016) was used to search for
the KNPEQ pattern in an annotated Litopenaeus vannamei transcriptomic
database (Robert et al., 2014).

2.10. Statistical analysis

Growth rate and feces release data were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's multiple comparison
test. Differences among treatments were considered significant at
p < .05. Statically differences (P < .05) in contraction duration were
analyzed by Student t-test. Results are expressed as means = SEM.

3. Results
3.1. In vivo feeding trial

The results of the feeding trial are presented in Table 2. The specific
growth rate (SGR) was significantly increased, both by the level of FM
(FM5 vs. FM20) and the level of shrimp hydrolysate included in FM5
(P < .05). The fish fed the FM5 + 10% SH diet showed the highest
growth performance. Supplementation of the FM5 diet with 5% shrimp
hydrolysate allowed them to reach a similar growth performance as the
positive control (FM20). Supplementation with 1% of shrimp
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Table 2
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Total feed intake, specific growth rate and feed conversion ratio of European seabass fed the five experimental diets.

Diets FM20 FM5

FMS5 + 1% SH FMS5 + 5% SH FMS5 + 10% SH

543.7 + 41.5™
1.65 = 0.09°
1.28 + 0.09™

620.6 + 31.8°°
1.84 + 0.02°
1.15 + 0.04™°

Total feed intake (g)
SGR (%)
Feed conversion ratio

572.4 + 36.9° 640.2 = 18.4° 674.6 + 2.3*
1.69 = 0.05° 1.83 = 0.03" 1.93 = 0.01*
1.23 + 0.08" 1.12 = 0.02* 1.07 * 0.00*

Abbreviations: FM: Fish meal, SH: shrimp hydrolysate, SGR: specific growth rate. Values are means of triplicate groups and presented as mean + SD. Values with

different superscripts in the same line are significantly different (P < .05).
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hydrolysate (FM5 + 1% SH) did not significantly improve the fish
growth rate as compared to the negative control (FM5). There was no
statistical difference between FM5 and FM20 in total feed intake and
FCR. Total feed intake increased with graded inclusion levels of shrimp
hydrolysate in the diets, but significant differences were only observed
for 5 and 10% of shrimp hydrolysate inclusion as compared to FM5.

The feces released by the fish were monitored for 15h (corre-
sponding to the period of maximum feces release) after feeding for all
dietary treatments (Fig. 1). No significant difference was observed be-
tween the negative (FM5) and positive (FM20) controls (P > .05). Nine
hours after feeding, the amount of feces release was significantly higher
for FM5 + 5 and 10% SH as compared to the other diets. Then, between
9 and 13h, 5% and 10% shrimp hydrolysate inclusion in the FM5 diet
resulted in significant differences only when compared to FM5. Re-
garding relative values of feces emission (Fig. 1), a significant differ-
ence was observed 9h post-feeding between the fish fed the diet con-
taining the highest amount of shrimp hydrolysate (FM5 + 10% SH)
(P < .05). Beyond 9h post-feeding, no significant difference was ob-
served anymore until the end of feces collection, even if feces release
tended to be lower in fish fed diets including 5% and 10% of shrimp
hydrolysate.

3.2. Peptide purification from shrimp hydrolysate

First, the myotropic properties of the whole shrimp hydrolysate
were investigated. For that purpose, raw shrimp hydrolysate was tested
on perfused anterior intestines of european seabass. Shrimp hydrolysate
induced the contraction of the intestine (Fig. 2A). The purification of
the myotropic peptide required 2 successive rpHPLC separation steps.
The chromatogram of the second step is presented in Fig. 2B. The in-
jection of purified fraction 12 into perfused seabass intestine induced

9-11H
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Fig. 1. Results of the in vivo feeding trial with shrimp
hydrolysate. Triplicate groups of 40 European sea-
bass juveniles were randomly allotted in 80 L tanks to
each diet. A. Specific Growth Rate (SGR, %) of fish at
the end of the trial. Bars (SEM) with different su-
perscript letters indicate significant differences ac-
cording to Tukey's multiple comparison test. B. Time-
course of feces release expressed in relative amounts.
Error bars represent SEM; (*) represents a significant
difference according to Tukey's multiple comparison
test. Abbreviations: FM5, 5% fish meal diet; FM20,
20% fish meal diet; SH, shrimp hydrolysate diet; SGR,
specific growth rate.

11-13H 13-15H

very quickly an increase of the tonus, followed by a cyclic contraction
of the intestine that lasted at least 12 h (corresponding to the end of the
acquisition time) (Fig. 2C).

3.3. Peptide identification from shrimp hydrolysate

The above-mentioned fraction 12 was analyzed by Edman de-
gradation. The main component of this fraction 12 was a pentapeptide
whose putative sequence was Gly/Lys-Asn-Pro-Glu-Gln. Fraction 12
was also analyzed by nLC-ESI-MS/MS. The mass of the main component
was 615Da. The fragmentation spectrum of the main component of
fraction 12 is presented Fig. 3A. By comparing it with the theoretical
fragmentation peak list of Gly/Lys-Asn-Pro-Glu-Gln, we confirmed that
Lys-Asn-Pro-Glu-Gln (KNPEQ) was the primary sequence. Then, the
KNPEQ pattern was looked for in a home-made Litopenaeus vannamei
protein database using a home-made software program called peptragq.
Only one protein showed the KNPEQ pattern, and it was annotated as
hemocyanin. The corresponding protein was identical to L. vannamei
hemocyanin CAA57880.1 (Genbank). The position of KNPEQ is pre-
sented in Fig. 3B. Alignment of L.vannamei hemocyanin with hemo-
cyanins from 5 other species is presented in Fig. 3C. Hemocyanin is a
conserved protein among some Arthropoda and Mollusca, but the
KNPEQ pattern is only found in the C chain of hemocyanin from lobster
(Panulirus interruptus) and L. vannamei.

3.4. Contractile activity of the synthetic KNPEQ peptide

Edman degradation experiments led to the sequencing of 3 other
peptides eluted in the fraction 12 (2 dipeptides and 1 tripeptide) also
containing KNPEQ. The contractible activity of the synthesized peptides
was investigated on continuously perfused seabass anterior intestine.
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Fig. 2. Purification of the myotropic peptide from shrimp hydrolysate. A. Myotropic effect of shrimp hydrolysate before the purification steps (n = 28 different fish).
B. Second purification step by reverse-phase high-performance liquid chromatography (n = 4). Arrow: myotropic fraction. C. Myotropic effect of fraction 12 (n = 3

different fish).

All the peptides identified (KNPEQ and the 3 others) were tested alone
and mixed together. Only KNPEQ induced in vitro gut contraction.
Increasing doses of KNPEQ (1, 10, and 100 pM) were successively in-
jected into the same intestine, waiting for the intestine to return to a
normal contraction pattern between injections. At 1 uM, KNPEQ injec-
tion induced a sharp contraction and a slight increase of the intestine
tonus for 10 min (Fig. 4A). At 10 uM, KNPEQ injection induced a new
sharp contraction and a slight tonus increase of the intestine for 16 min
(Fig. 4B). At 100 um, the effect of KNPEQ on the intestine was very
different: only a slight increase of the tonus after the injection was
observed, but a prolonged effect on the amplitude of contractions was
monitored for 10 h (Fig. 4C). Contraction durations were significantly
different (P < .05) ie. 2.3 * 0.4 and 6.7 *= 1.6 times longer with
10 uM and 100 uM respectively compared to the duration obtained with
the injection of 1 pM of KNPEQ mimetic peptide.

384

4. Discussion

In a context of sustainable development of aquaculture, great efforts
are made to reduce FM utilization. The large availability of marine and
aquaculture by-products could allow for partial replacement of wild-
fish-derived FM (Hardy and Tacon, 2002; Naylor et al., 2009). How-
ever, these by-products deserve to be well processed to enhance their
nutritional value and bring new functionalities to the end products. In
this perspective, enzymatic hydrolysis of proteins is a very efficient way
to improve aquafeed palatability, nutritional quality, and functional
properties (Gildberg, 1994; Chalamaiah et al., 2012; Kim, 2013). Some
aquatic protein hydrolysates are known to promote fish growth per-
formances but also health (Kotzamanis et al., 2007; Khosravi et al.,
2015a, 2015b, 2015¢; Khosravi et al., 2017), and shrimp hydrolysate
improved gut cell organization by increasing intestinal villi height
(Leduc et al., 2018). In fish, the feed gastrointestinal transit time could
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Fig. 3. Peptide identification. A. MS/MS spectrum of natural KNPEQ. K/Q is dued to the ESI-MS/MS accuracy. B. KNPEQ localization in hemocyanin from Litopenaeus
vannamei (CAA57880.1); red: KNPEQ sequence C. Multiple hemocyanin-related sequence alignment centered on the position of KNPEQ (squared). Ly-hemocyanin:

hemocyanin from Litopenaeus vannamei (CAA57880.1); Al-hemocyanin B chain:

B chain of hemocyanin from Astacus leptodactylus (P83180.1); Ha-Pseudohemocyanin

2: Pseudohemocyanin-2 from Homarus americanus (Q6KF81.1); Ca-hemocyanin: subunit 2 of Hemocyanin from Carcinus aestuarii (P84293.1); Pv-hemocyanin:

Hemocyanin from Palinurus vulgaris (P80888.2); Pi-hemocyanin A, B, and C:
P80096.1). (For interpretation of the references to colour in this figure legend.

be impacted by many parameters such as fish physiology, environ-
mental factors, but also feed composition (Adamidou et al., 2009) and
processing parameters (Honorato et al., 2014). The feed gastrointestinal
transit time is an important parameter to monitor when testing new raw
materials and feeds in fish (Dias et al., 1998). Differences in feed transit
time could impact feeding rates (Jobling, 1980), feed nutrient digest-
ibility (Storebakken et al., 1999), and the return of appetite (Riche
et al., 2004). In our study, the replacement of fishmeal in the FM5 diet
was compensated for by a combination of plant-based meal, but this did
not affect the gastrointestinal transit time of the FM5 diet. This could be
explained by the fact that we used a combination of transformed plant-
based proteins (gluten and oilcake) containing low levels of fiber,
starch, and antinutritional factors. The use of a mixture of plant-based

A, B, and C chains of hemocyanin from Panulirus interruptus (P10787.1, P04254.2,
, the reader is referred to the web version of this article.)

meals is known to counter-balance negative effect of PBM (AA profile
and antinutritional factor) observed on carnivorous fish fed with a
single origin of dietary PBM (Gémez-Requeni et al., 2004; Liti et al.,
2006; Lund et al., 2011; Hansen et al., 2011; Valente et al., 2016). More
precisely concerning intestinal transit time, Hansen et al. (2006) did not
observed any modification on gastric evacuation rates or in the time
spent in the upper intestine of Atlantic cod fed a mixture of wheat
gluten meal and soy protein concentrate.

However, feed utilization and growth rates were negatively influ-
enced by FM replacement, providing evidence for lower performances
of the FM5 diet despite the combination of different sources of PBM and
the supplementation of essential amino acids. These results confirm the
lower performance of such low FM feeds observed in other studies
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Fig. 4. Dose-dependent myotropic activity of the synthetic KNPEQ peptide. All experiments were conducted in triplicate with different fish. A. The effect of synthetic
KNPEQ at 1 and 10 uM was clear and transient. B. The effect of synthetic KNPEQ at 100 pM was slight and prolonged.

conducted in carnivorous fish species (Estévez et al., 2011; Francis evidence for the good nutritional value of protein hydrolysate and
et al., 2001; Ribeiro et al., 2014; Santigosa et al., 2011). In this study, confirms data recorded in Asian seabass (Srichanun et al., 2014). More
the supplementation of the FM5 diet with shrimp hydrolysate restored generally, these results with dietary protein hydrolysates included in
growth performances as well as feed utilization from 5% dietary in- low FM diets are consistent with other studies conducted in other car-
clusion, indicating the return to a good palatability and nutritional nivorous fish species (Khosravi et al., 2017; Khosravi et al., 2015a,
balance of the feed. The better feed intake recorded in fish fed dietary 2015b, 2015¢).

shrimp hydrolysate confirmed the good attractiveness and palatability Our study showed that the speed of feces release by European sea-

performances of protein hydrolysate already observed in salmon bass was influenced by the graded level of dietary shrimp hydrolysate.

(Refstie et al., 2004). In addition, the improvement of feed utilization, Interestingly, the speed of feces release by European seabass was in-

when shrimp hydrolysate is included in feed formulae, gives new fluenced by the graded level of dietary shrimp hydrolysate, confirming
386
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the dose-response effect of myotropic peptide KNPEQ on intestine
motility observed in vitro.

The present study investigates the myotropic activity of shrimp
hydrolytic peptides. Different analytical methods were associated, i.e.
peptide separation by chromatography, peptide characterization by
mass spectrometry, Edman sequencing, and in vitro myotropic assays
based on fish gut electrophysiology. Taken together, they allowed us to
purify and identify a peptide fraction from shrimp hydrolysate re-
sponsible for myotropic activity in fish intestine. This peptide (KNPEQ)
is cleaved from hemocyanin, namely the main protein identified to date
in the raw material (shrimp head) used to manufacture the shrimp
hydrolysate (Robert et al., 2014). Peptides derived from hemocyanin
have already demonstrated antibacterial (Robert et al., 2014), anti-
cancer (Zanjani et al., 2016; Arancibia et al., 2014; Moltedo et al.,
2006), and immunostimulatory properties (Coates and Decker, 2017).
To our knowledge, this is the first time, that such myotropic activity has
been demonstrated in a peptide derived from hemocyanin. The peptide
KNPEQ does not share any sequence homology with myotropic peptides
already identified in fish (Holmgren and Olsson, 2009), which makes it
a new class of myotropic peptide.

The synthetic KNPEQ peptide showed myotropic activity at a very
low concentration (1 M) and a more prolonged effect at 100 uM only.
Interestingly, the in vitro myotropic assay on perfused dissected intes-
tine did not reflect the natural KNPEQ activity cut-off. This high con-
centration of peptides required to induce in vitro contraction was also
observed with NPY in cod (Shahbazi et al., 2002). Therefore, KNPEQ
could have an effect at a lower concentration on the whole intestine.
Moreover, it could work within a combination of peptides, as described
for antibacterial peptides from protein hydrolysate (Robert et al.,
2014). The mechanism of action of KNPEQ is still to be identified to
understand if the peptide acts directly on gut muscular fiber or in-
directly via cholinergic or serotoninergic neurons such as TK (Holmgren
et al., 1985; Takio et al.,, 1988; Jensen and Holmgren, 1991). The
KNPEQ peptide may also demonstrate myotropic activity on other
seabass organs. For example, galanin showed myotropic activity on
both the stomach and gut of flatfish (Bosi et al., 2007). Moreover, it
would be interesting to check if such myotropic activity of the KNPEQ
peptide is confirmed in other fish and terrestrial vertebrates, as the
literature shows that the responses of myotropic compounds may
sometimes show high intra-species variability (Andrews and Young,
1988; Aldman et al., 1989).

Finally, it would be interesting to quantify the level of peptide
KNPEQ in shrimp hydrolysate and to compare the effect of dietary
KNPEQ peptide and whole shrimp hydrolysate on the feed gastro-
intestinal transit time in European seabass. That would also allow
checking if this peptide is working alone or in combination with other
peptides composing the shrimp hydrolysate.

To conclude, this study demonstrated that shrimp protein hydro-
lysate contains a peptide KNPEQ showing myotropic activity on
European seabass intestine in vitro. This functional effect of shrimp
hydrolysate was confirmed from a nutritional trial conducted in sea-
bass. We observed a stimulation of intestine motility resulting in ac-
celerated feed gastrointestinal transit time, along with improved
growth performances and feed utilization. These results offer feed nu-
tritionists and formulators a new solution to manage feed gastro-
intestinal transit time in fish and to formulate performing low-fish-meal
feed for carnivorous species. Finally, the in vitro myotropic assay on
perfused intestine developed in this study could be a fast and per-
forming tool to investigate the response of fish intestine to a new raw
materials intended to be used in fish feed formulae.
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4 Conclusions

Le temps de transit alimentaire dans le systéme digestif du poisson est un para-
meétre déterminant dans I’évaluation des performances d’un aliment. Il influencera la
quantité d’aliment ingéré, D'efficacité alimentaire et les rejets azotés, parmi les para-
meétres les plus importants. Le développement de la méthode d’analyse des activités
myotropes in vitro représente un outil fiable et précis qui devrait permettre a terme
de sélectionner des ingrédients pour leurs propriétés myotropes avant de réaliser les

tests chez le poisson.

Les analyses réalisées lors de ces travaux ont montré que les propriétés myotropes
des hydrolysats de protéines dépendent directement de 'origine de la matiére pre-
miére qui compose ’hydrolysat. Il apparait que les hydrolysats de crustacés sont ma-
joritairement myotropes tandis que ceux issus de co-produits de poissons présentent
a la fois des effets myotropes et des effets myosuppresseurs. Enfin, I’hydrolysat de
calmar est le seul véritable hydrolysat présentant une activité myosuppressive.

Lors de la réalisation des essais de conditionnement alimentaire chez le bar eu-
ropéen, il est apparu que les deux hydrolysats amélioraient les performances de
croissance des bars nourris sur aliment & faible teneur en FP (5%). Toutefois, les
deux produits ne sont pas égaux en terme de dose d’incorporation avec un effet dose
clair pour ’hydrolysat de crevettes inversement a I’hydrolysat de Gadidae, confir-
mant 'importance de 1'origine de la matiére premiére et du profil peptidique dans la
performance du produit. De méme, seul I’hydrolysat de crevette a permis d’accélé-
rer la vitesse du transit selon une réponse effet-dose en début et fin de mesure de la
cinétique d’émission des féces (par phénoméne de compensation). Il est aussi impor-
tant de noter que les effets observés sur l'intestin de bar ne peuvent étre considérés

comme établis pour d’autres espéces de poissons d’élevage.
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[’analyse des propriétés myotropes de I’hydrolysat de crevette a permis d’aboutir
a la purification d’un peptide myotrope dont les performances contractiles ont été
confirmées. Pour poursuivre les investigations sur ce peptide, il serait intéressant de
tester sa supplémentation dans des régimes alimentaires et déterminer si ce peptide
est & méme de modifier a lui seul la vitesse du transit ou s’il agit en synergie avec
d’autres composés de ’hydrolysat de crevette. D’un point de vue fondamental, il
serait également intéressant d’analyser le mécanisme d’action (direct ou indirect)
et ses caractéristiques de contraction (stimulant ou propageant) de ce pentapeptide
qui ne présente pas d’homologie structurale avec un peptide myotrope connu. Si les
hydrolysats de protéines de poisson sont déja utilisés en agro-alimentaire comme
compléments alimentaires pour leur forte digestibilité notamment (nutrition infan-
tile, nutrition sénior, nutrition sportive), leur propriété anti-stress ou antioxydante,
c’est la premiére fois qu'un peptide myotrope est identifié dans un hydrolysat de
protéines. Ce peptide KNPEQ a fait I'objet d’un brevet pour une application en

aquaculture.

Ce chapitre vient cloturer la premiére partie de ce travail de thése qui a consisté
a caractériser la structure (richesse et diversité en peptides) et les propriétés fonc-
tionnelles (activités myotropes) des hydrolysats de protéines d’origine aquatique.
La seconde partie des travaux s’est concentré sur la compréhension des mécanismes
d’actions des hydrolysats de protéines chez le poisson. En effet, si de nombreux tra-
vaux ont montré les effets positifs (appétence, nutrition, santé) de l'incorporation
d’hydrolysats dans les formules alimentaires destinés aux poissons carnivores, peu
de travaux ne sont penchés sur leurs effets sur le métabolisme de ’animal. Ainsi,
le prochain chapitre : « Caractérisation fonctionnelle : identification de marqueurs
transcriptomiques pour la mesure de la performance des hydrolysats » présentera les
travaux menés sur la réponse des transcriptomes intestinaux et hépatiques chez le
bar nourri avec des aliments incorporant deux hydrolysats de protéines : un hydro-

lysat de tilapia et un hydrolysat de crevette.



Cinquiéme partie

Caractérisation fonctionnelle :
Identification de marqueurs
transcriptomiques pour la mesure de

la performance des hydrolysats
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1 Introduction

Les progres récents des technologies de séquencage a haut débit, en particulier
les puces & ADN et le séquencage de TARN (RNA-seq) via les ADN¢, ont révo-
lutionné la discipline et permis 1’étude des transcrits et de leur expression par la
construction de transcriptomes. Ce dernier représente a I’ensemble des transcrits
d’une cellule, d’un tissu ou d’un organisme présentes a un instant ¢. Contrairement
au génome qui apparait comme relativement stable, le transcriptome varie en fonc-
tion du stade de développement, de la condition physiologique et de I’environnement,
externe. Une complexité accrue provient de la présence d’isoformes d’épissage et de
transcrits issus de la fusion de génes. L’analyse a grande échelle du transcriptome
(communément appelée transcriptomique) est devenue un outil puissant pour
comprendre les interactions complexes entre le génotype et le phénotype, donnant
un apercu des mécanismes moléculaires qui controlent le devenir, le développement
et la fonction cellulaire. La transcriptomique est également essentielle pour guider
et interpréter les analyses subséquentes par protéomique, métabolomique et autres

technologies émergentes.

L’approche transcriptomique par RNA-seq a beaucoup progressé ces derniéres
années avec en paralléle une diminution des coitits (réactifs, séquencage et analyse)
et une augmentation de la puissance de calcul (pour revue voir Martin et al.,
2016). C’est la raison pour laquelle cette approche technique tend a supplanter

progressivement la technique des puces & ADN !,

1. Pour une comparaison entre RNA-seq et puce & ADN voir la revue de Qian et al., 2014.
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1.1 La transcriptomique

L’objectif global de la transcriptomique n’est pas seulement d’identifier quelques
génes régulés, mais de s’intéresser aux voies métaboliques et aux voies de si-
gnalisation régulées dans une approche plus holistique.

Le RNA-seq est une technologie & haut débit qui permet de mesurer le niveau
d’expression de milliers de transcrits pour comprendre les réponses physiolo-
giques des organismes vivants a des conditions expérimentales différentes.

Une fois les tissus prélevés et les ARNm extraits, trois étapes principales com-
posent une étude transcriptomique : la contruction des banques d’ADNc, le séquen-
cage et l'analyse bioinformatique, cette derniére étape étant la plus coliteuse en
temps et en matériel. En effet, elle requiert notamment des serveurs informatiques
capables de gérer plusieurs Gigaoctets de données. La Figure 38 (page 177) pré-
sente un condensé de ces étapes. Qian et al. (2014) ont réalisé une revue explicative

sur le RNA-seq et les différents types d’études réalisées chez les poissons.

Les analyses transcriptomiques peuvent générer de longues listes de génes diffé-
rentiellement exprimés (DE) et I'analyse bioinformatique permet de déterminer la
ou les fonctions de ces génes pour réaliser une interprétation biologique de I'étude.
En effet, si les listes de génes ne sont pas en elles-mémes trés informatives, la force de
I’approche transcriptomique est de permettre un classement des génes sur la base
de critéres spécifiques et de les associer 4 des annotations fonctionnelles comme
par exemple celles du projet « Gene Ontology » qui structure la description des génes
en processus biologiques, fonctions moléculaires et localisations cellulaires. Lorsque
les génes sont ainsi associés & des groupes fonctionnels, des analyses statistiques
permettent de comparer les annotations. Les approches les plus communes sont les
analyses d’enrichissement en annotation GO et en voie de signalisation KEGG. Dif-
férents programmes informatiques permettent de réaliser de telles analyses tels que

DAVID, STRING ou Ingenuity Pathway Analysis.
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F1GURE 38 — Workflow d’une analyse réalisée en RNA-seq de novo. Trois grandes
étapes sont nécessaires. La construction des banques d’ADNc¢ a partir des échan-
tillons d’ARN est présentée en violet. Pour des expériences d’expression différen-
tielles (comparaison des niveaux d’expression entre 2 conditions), une « banque
d’ADNCc » est générée a partir de chaque réplicat biologique aprés purification des
ARNm par capture des ARNm par sélection polyA. L’ADNCc est ensuite fragmenté
en fragments de quelques centaines de paires de bases et des adaptateurs sont liga-
turés aux extrémités de ’ADNc. Ces adaptateurs ont des « codes a barres » spé-
cifiques qui permettent de trier les séquences provenant de différents échantillons
issus d'un méme cycle de séquencage. L’étape de fragmentation peut étre réalisée
avant ou aprés la transcription inversée. Le séquencage commence par une réaction
de polymérisation en chaine (PCR) des ADNc et se termine par le démultiplexage
des séquences. Ces étapes sont présentées en rouge. Enfin, 'analyse bioinformatique
commence par ’estimation de la qualité du séquencage jusqu’a l'interprétation bio-
logique a 'aide de nombreux logiciels spécifiques. Ces étapes sont présentées en bleu.
De nombreuses étapes de nettoyage et de vérification sont réalisées tout au long de
I'analyse [Qian et al., 2014].
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Néanmoins, malgré le nombre croissant d’outils bioinformatiques disponibles, I'iden-
tification de groupes fonctionnels pertinents pour expliquer les régulations physio-
logiques reste difficile. 11 faut de plus rester prudent lors de l'interprétation des
résultats des études transcriptomiques car les différences observées dans I'expression
d’un géne ne sont pas systématiquement retrouvées au niveau protéique. En effet, en
moyenne, environ 40% de la variation de la concentration protéique peut étre expli-
quée par les niveaux d’ARNm, tandis que les 60% restants sont attribués a la régu-
lation post-transcriptionnelle et aux erreurs de mesure [Vogel et Marcotte, 2012]. Le
résultat des études transcriptomiques dépend également fortement de la disponibilité
des séquences dans les bases de données, des méthodes de calcul pour 'annotation

des génes et de I’enrichissement des ensembles de génes.

1.2 Etudes transcriptomiques réalisées chez le pois-

Son

Récemment, le développement des méthodes d’analyses transcriptomiques RNA-
seq a permis de mener de nombreuses études chez le poisson qui portent principale-
ment sur la nutrition et 'immunité. Des études transcriptomiques ont en particulier
été réalisées sur 'impact du remplacement des farines et huiles de poisson par des
composés d’origine végétale. Ces études se sont focalisées sur les performances de
croissance mais également sur 'amélioration des défenses face aux pathogénes. En
effet, 'alimentation est indissociable de la santé et les organes comme l'intestin et
le foie qui jouent un role majeur dans la nutrition et la réponse immunitaire chez
les poissons sont particuliérement étudiés [Qian et al., 2014, De Santis et al., 2015,

Martin et al., 2016, Sudhagar et al., 2018|.

1.2.1 Etudes transcriptomiques réalisées sur I'intestin

L’intestin est un organe complexe impliqué dans I'assimilation des produits ter-
minaux de la digestion extracellulaire? mais joue également un role dans la santé

chez les poissons car il participe aux défenses immunitaires au niveau du GALT 3.

2. Cf Mécanismes d’absorption Figure 21 page 77.
3. Cf GALT Figure 24 page 81.
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La plupart des études sur la régulation transcriptomique de l'intestin par les
régimes alimentaires riches en F'V ont été menées chez le saumon. Le Tableau 22
présente les études réalisées ainsi que les technologies utilisées.

Tableau 22 — Etudes utilisant le profilage haut débit pour caractériser les réponses

transcriptomiques de I'intestin par les régimes alimentaires riches en farines et huiles
végétales, modifié d’aprés Martin et al., 2016.

Espéce Reégimes Comparaisons Tissus analy- ApprocheRéférences
sés
Protéines d’origine végétale
Salmo 2 régimes avec 20% de fa- Poissons  nourris  Intestin distal MicroarraySahlmann et
salar rine de soja (FS) et de fa- avec le régime FS al., 2013
rine de poisson (FP) vs FM (1, 2, 3,5 et
7 jours)
Salmo 4 régimes avec 0, 10, 20 et  Poissons  nourris Multiple, dont Microarre De Santis et al.,
salar 30% de FS avec les régimes [lintestin distal 2015b
10, 20 et 30% de
FS vs 0% FS (12
semaines)
Salmo 6 régimes contenant des Poissons  nourris Intestin distal MicroarrayKrol et al.,
salar farines d’origine végétale avec les régimes 2016
(FV) dont des FS et unré- FV vs FP (56
gime contenant des FP jours)
Salmo 2 régimes avec des pro- Poissons nourris Multiple, Microarre Tacchi et al.,
salar téines concentrées de soja  avec le régime PCS  dont [lintestin 2012
(PCS) et des FP vs FP (77 jours) moyen
Salmo 5 régimes de FV supplé- Poissons  nourris Intestin distal MicroarrayKortner et al.,
salar mentés avec de la soyasa- avec les régimes 2012
ponine et 5 régimes de FV  supplémentés  vs
sans supplémentation non supplémentés
(80 jours)
Salmo 2 régimes contenant du  Poissons nourris  Multiple, dont Microarr: Sissener et al.,
salar mais génétiquement modi- avec le régime D’intestin distal 2011
fie (MGM) ou naturel MGM vs mais
naturel (82 jours)
Danio 2 régimes avec des teneurs Poissons  nourris  Intestin RNA- Rurangwa et
rerio basses et élevées en farine avec le  régime seq al., 2015
de grande gravette (Alitta riche vs appauvri Ilu-
virens) (21  jours post- mina
fécondation)
Huile d’origine végétale
Salmo 2 régimes contenant de Poissons maigreset  Caeca pylo-  MicroarrayMorais et al.,
salar I’huile d’origine végétale gras nourris avec le  riques 2012a
(HV) et de Thuile de pois- régime HV vs HP
son (HP) (55 semaines)
Gadus 2 régimes contenant de Poissons nourris  Intestin moyen Microarr: Morais et al.,
mo- I’HV et de PHP avec le  régine 2012b
rhua HV vs HP (12
semaines)
Salmo 3 régimes avec de I'HP, de  Poissons  nourris Caeca pylo-  MicroarrayBetancor et al.,
salar ’HV de cameline sauvage avec le régime HP rique 2015b

(HC) et de l'huile de ca-
meline génétiquement mo-
difiée (HCGM)

vs HC vs HCGM
(7 semaines)

Il ressort des nombreuses études réalisées chez le saumon que les régimes riches
en farine de soja (compléte ou extraite au solvant) conduisent a l’apparition d’en-
térites. Ces derniéres se traduisent par une modification des paramétres morpho-
métriques de l'intestin : une diminution de la taille des wvilli, une infiltration de la

lamina propria par des cellules inflammatoires, une augmentation du nombre de
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cellules caliciformes et une réduction du nombre des vacuoles dans les entérocytes
[Baeverfjord et Krogdahl, 1996, Krogdahl et al., 2000, Bakke-McKellep et al., 2007].
Au niveau moléculaire, on observe une surexpression des génes liés a 'immunité de
la famille des GTPase IMAP, des génes liés au NF-xB et des génes de régulation
des cellules de type B et T. Dans le méme temps, il a été observé une inhibition des
génes liés a ’endocytose, I’exocytose, la détoxification, au transport cellulaire et aux
processus métaboliques [Krol et al., 2016].

Enfin, les composés antinutritionnels de la farine de soja seraient responsables
d’une augmentation de la perméabilité de la barriére intestinale qui ne jouerait plus
son role de barriére vis-a-vis des bactéries et des virus pathogénes a l'origine des
entérites [Knudsen et al., 2008, Penn et al., 2011, Chikwati et al., 2012, Krogdahl et
al., 2015].

Ainsi, les études les plus récentes accréditent 1'idée d’une translocation micro-
bienne facilitée par les farines de soja. En effet, des voies de signalisation impliquées
dans la barriére intestinale sont profondément perturbées, comme par exemple celles
lites au remodelage des jonctions d’adhésion épithéliale |[Krol et al., 2016].

Les études sur les mélanges de F'V ont montré qu’il était possible d’améliorer la
composition brute des poissons (augmentation des protéines et des lipides) suggérant
un lien potentiel entre 'amplitude de la variation des profils d’expression des génes et
les performances zootechniques. Le profil d’expression des génes de l'intestin consti-
tue donc un indicateur fiable et efficace pour tester les performances des sources
alternatives de protéines en aquaculture et pour élaborer des régimes alimentaires

limitant 'impact des FAN sur la santé des poissons [Martin et al., 2016].

Remplacement de I’huile de poisson. Bien que ce ne soit pas le sujet de ce
travail de thése, voici un bref apercu des études transcriptomiques qui ont été réa-
lisées au cours de ces derniéres années sur l'impact de la diminution des huiles de
poissons dans les régimes alimentaires.

L’obstacle majeur au remplacement des huiles de poissons par des huiles d’origine
végétale (HV) est le maintient de 1’équilibre des profils en acides gras et particuliére-
ment en acides gras oméga-3 polyinsaturés tels que 'acide eicosapentaenoique (EPA)

et docosahexaenoique (DHA) [Hixson et al., 2014]. Un déséquilibre en acides gras
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oméga-3 se retrouve chez les saumon de I’Atlantique nourris avec les HV et les per-
formances zootechniques sont directement impactées [Torstensen et al., 2008|. Au
niveau transcriptomique, 'inclusion d’HV se traduit par une modification du profil
d’expression des génes de l'intestin des poissons et notamment des génes Db5fad,
D6fad, elovlsb et elovl2. De plus, 'huile végétale stimule la lipogénése des poissons
rationnés tandis que la (-oxydation lipidique ne semble pas étre affectée bien que
les transcrits des acteurs de la respiration mitochondriale ou la chaine de transport
d’électrons soient réprimés. On observe également de hauts niveaux d’expression des
génes impliqués dans le métabolisme xénobiotique (CYP1A and EPHX2), des dé-
fenses antioxydantes (CAT, HPX et PRDX1) et Papoptose (Casp3B), probablement
en raison de la présence de contaminants tels que des hydrocarbures aromatiques
polycycliques dans 'HV [Martin et al., 2016].

Récemment, Betancor et al. (2015) ont publié une étude portant sur la trans-
formation génétique de la cameline (Camelina sativa) avec des génes provenant de
microalgues. Cet organisme génétiquement modifié est capable de synthétiser 20%
d’EPA dans les lipides de ses graines. L’HV issu des graines est utilisé comme sub-
stitut a I’huile de poisson dans les aliments chez le saumon. A I'issue de I'essai nutri-
tionnel, les résultats montrent que de hauts niveaux d’EPA ont été maintenus dans le
cerveau, le foie et les intestins (caeca pyloriques), et que les niveaux d’acide docosa-
pentaénoique (DPA) et DHA étaient plus élevés dans le foie et 'intestin de poisson
ayant été nourris avec I'huile de cameline transgénique par rapport aux poissons
nourris avec de I'huile de cameline sauvage. Ces résultats pourraient étre expliqués
par une sur expression des génes de la biosynthése d’acides gras poly-insaturés a
longue chaine.

Les développements d’alternatives aux huiles de poissons s’orientent aujourd’hui

vers 1'utilisation d’extraits de micro-algues ou de plantes génétiquement modifiées.

1.2.2 Etudes réalisées sur le foie

Trés peu d’études sont disponibles sur la réponse du transcriptome hépatique
lors du remplacement de la FP par une autre source de protéine.
Geay al. (2011) ont publié une étude réalisée chez le bar européen, portant sur

le remplacement de la farine et de I'huile de poisson dans les aliments. Ils ont mis
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en évidence que la substitution entraine une diminution de l’expression des génes
associés aux fonctions immunitaires et a la communication cellulaire. En revanche,
I’expression des génes des métabolismes lipidique, glucidique, protéique et des acides
aminés, ainsi que ceux liés au transport des lipides et a la coagulation sanguine
étaient surexprimés.

Quelques études sur la modulation transcriptomique hépatique lors d’infections
induites sont disponibles. Une étude menée sur Tor putitora infecté par A. hydrophila
met en évidence que les principales voies de signalisation DE sont liées aux recepteurs
de surface, a la différentiation lymphocytaire TH1 et TH2, & la reconnaissance des
pathogénes ainsi qu’aux réponses du systéme immunitaire et particuliérement la
cascade du complément [Kumar et al., 2017|.

L’infection de Larimichthys crocea par le parasite Cryptocaryon irritans entraine
une régulation des génes impliqués dans la cascade de la coagulation et du com-
plément, de la voie Toll-like, de I'apoptose, de la présentation des antigénes, des

chimiokines et de la cytotoxycité médiée par les natural killers [Wang et al., 2016].

1.2.3 Etudes transcriptomiques sur 'intestin et le foie

Récemment des études portant a la fois sur le transcriptome hépatique et intes-
tinal ont été menées.

Wu et al. (2016) ont récemment publié une étude sur I'interaction entre 'intestin
et le foie chez le tilapia en condition d’homéostasie mais également lors d’épisodes
inflammatoires. Ils ont ainsi comparé les niveaux d’expression des transcrits entre
les deux organes et ont mis en évidence une plus grande diversité des transcrits
surexprimés dans l'intestin, centrés sur la réponse adaptative et la reconnaissance
des antigénes en condition d’homéostasie. Dans le foie, les transcrits surexprimés
sont majoritairement liés quant & eux a la réponse innée (systéme du complément).
De maniére trés intéressante, lors de I’épisode inflammatoire, I’écart d’expression
entre I'intestin et le foie diminue. Il ont ainsi émis I’hypothése d'une synchronisation
des réponses médiée par la bile produite par le foie vers le mucus intestinal.

Santis et al. (2015) ont mené une étude sur le foie et la partie distale de I'intestin
chez le saumon lors de l'installation d’une entérite induite par 1'utilisation de la

farine de soja.
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Le remplacement de la FP par la farine de soja entraine principalement une
régulation des génes intestinaux impliqués dans le métabolisme (lipide, acide aminé
et énergie), la digestion, 'absorption, 'immunité et le systéme endocrinien. D’autres
processus cellulaires sont également impactés comme la synthése des protéines.

Dans le foie, ils ont observé une surexpression des génes impliqués dans la di-
gestion des protéines, le métabolisme énergétique et les fonctions immunitaires.
Les génes des voies métaboliques anaboliques étaient quant a eux généralement
réprimés. Ils estiment que les régulations hépatique sont surtout liées au stress nu-
tritionnel plutot qu’au déclenchement d’une réponse immunitaire face a I'entérite

[De Santis et al., 2015].

Ces articles mettent en lumiére le lien existant entre les régulations intestinales et
hépatiques et toute la complexité & appréhender les mécanismes sous-jaccents a leur
régulation et a leur communication. A ce jour, aucune étude transcriptomique n’a
été menée sur la réponse des génes du foie et de 'intestin de bars européens nourris
avec un aliment contenant une forte proportion de matiéres premiéres alternatives

aux farines de poisson.
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Conditionnement alimentaire
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FIGURE 39 — Echantillonnage réalisé lors du test a 'IRTA. La premiére partie de
I’expérience correspond a un test de conditionnement alimentaire. Il s’agit de la
partie en vert. A l'issue du condionnement alimentaire, les poissons ont été infectés
par V. anguillarum. La partie concernant I'infection bactérienne induite est figurée
en bleu. Une partie des échantillons a servi a la fois pour le conditionnement ali-
mentaire et pour l'infection bactérienne. Pour chaque mesure, 'intestin, le foie et le
rein provenaient du méme poisson. Le nombre total de poissons sacrifié est de 324.
Abréviations : FM : farine de poisson, FH : hydrolysat de poisson, SH : hydrolysat
de crevette, MH : mélange d’hydrolysats, FCR : taux de conversion alimentaire.



2 Démarche expérimentale

Dans le but d’étudier 'effet de la supplémentation alimentaire en hydrolysats
de protéines d’origine aquatique sur la régulation transcriptomique de différents
tissus chez le bar, un essai zootechnique a été mis en ceuvre dans les installations
expérimentales de 'TRTA (San Carles de la Rapita, Espagne). Selon le protocole
mentionné dans le § 3.2.1 page 103, des juvéniles de bars sont nourris avec deux
régimes contenant deux taux de FP (5 ou 20%) et trois régimes contenant 5% de FP
et 5% d’hydrolysat de crevette, 5% d’hydrolysat de tilapia et 5% d’un hydrolysat
composé d’un mélange des deux produits mentionnés précédemment au ratio 50/50.

L’essai zootechnique s’est déroulé en 2 phases (Figure 39) ci-contre.

Une premiére phase de 65 jours d’essai correspond au conditionnement alimen-
taire. Un suivi des paramétres de croissance des poissons et d’efficacité alimentaire
a été réalisé. A l'issue de cette phase de conditionnement alimentaire, un premier
prélévement d’intestin proximal a été opéré pour réaliser ’analyse des paramétres
morphométriques de I’épithélium intestinal. Enfin, d’autres prélévements d’intestin
proximal, de foie et de rein ont été réalisés pour 'analyse des variations d’expression

des génes en fonction des différents régimes alimentaires.

A T'issue de ’essai nutritionnel, un challenge bactérien a été réalisé par injection
(V. anguillarum, 2x10° UFC.mL™!) et la cinétique de mortalité suivie jusqu’a ce que
la mortalité atteigne 50% de l'effectif dans I'un des bassins. Les poissons vivants ont
été comptabilisés 24 heures aprés U'infection et a la fin du challenge bactérien. Des
échantillons de foie et de rein puis uniquement de rein ont été prélevés 24 heures
aprés le début du challenge et au moment de l'observation de la premiére DL50
(premier bassin a atteindre 50% de mortalité), respectivement, pour I'analyse de la

réponse transcriptomique.
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2.1 Collaborations sur le projet

Ce projet n’a été possible que grace a la collaboration de nombreuses personnes

extérieures au laboratoire BOREA et a DianaAqua :

— I’équipe Catalane de 'TRTA (San Carles de la Rapita, Espagne) lors du test
en bassin, du prélévement des échantillons et de I’histologie de I'intestin.

— l’équipe Caennaise de la plateforme Sésame du Centre de Lutte Contre le
Cancer Frangois Baclesse pour le séquencage des échantillons.

— 1’équipe Bretonne du service de bioinformatique ABiMS de la station bio-
logique de Roscoff (FR2424) pour Iassemblage, la validation des transcrip-
tomes, les comptages et I’annotation.

— T’équipe Rouennaise du Laboratoire Différenciation et Communication Neu-

ronale et Neuroendocrine, (U1239) lors de 'analyse des voies de signalisation.

Au sein de TUMR BOREA nous avons construit les 108 banques d’ADNc¢ pour le
séquencage et analysé les données générées. Compte tenu du grand nombre d’échan-
tillons et du volume de données générées par 'analyse RNA-seq a traiter (108 trans-

criptomes), I’exploitation des résultats de ce projet a été scindée en trois volets :

1. L'impact des régimes alimentaires sur l'intégrité et la régulation transcripto-

mique de l'intestin avant challenge bactérien.

2. L’impact des régimes alimentaires sur la régulation transcriptomique du foie

avant challenge bactérien.

3. L’impact des régimes alimentaires sur la régulation du foie et du rein lors de

I'infection bactérienne induite.

Les deux premiers volets de ce projet sont présentés dans les chapitres suivants.
Le troisiéme volet ne sera pas traité dans ce manuscrit méme si les analyses trans-
criptomiques concernant le foie sont terminées. L’analyse transcriptomique du rein
étant toujours en cours, nous avons choisi d’exploiter les résultats de I'infection bac-
térienne a l'issue de 'analyse et de 'interprétation des régulations intervenant dans

le foie et le rein.



3 Résultats et discussion

3.1 Impact des hydrolysats de protéines sur la régu-

lation transcriptomique de la muqueuse intesti-

nale chez le bar
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Les travaux de caractérisation menés sur
I’hydrolysat de crevette, L. vanname: et du ti-
lapia (O. niloticus), ont fait objet d’un article
publié¢ dans BMC Genomics, en 2018, intitulé :
« Dietary aquaculture by-product hydrolysates :
impact on the transcriptomic response of the in-
testinal mucosa of European seabass (Dicentrar-
chus labraz) fed low fish meal diets ». Ces tra-
vaux présentent les résultats de performance zoo-
technique a l'issue des 65 jours, d’analyse histolo-
gique et d’analyse transcriptomique de la partie

proximale de I'intestin par RNA-seq [llumina.

L’influence des hydrolysats de protéines sur les paramétres morphométriques de

I'intestin proximal a quant a elle été dépendante de I'origine de I'hydrolysat testé.

L’inclusion de I’hydrolysat de crevette dans I'aliment & faible teneur en FP a ainsi

permis d’augmenter significativement de la taille des wvilli ainsi que le nombre de

cellules caliciformes, deux paramétres qui avait été négativement impacté par le

remplacement de FP. Si T'utilisation d’hydrolysat de tilapia a également permis

d’améliorer significativement ces deux indicateurs de la santé intestinale, il n’a pas
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permis de restaurer les valeurs mesurées chez les poissons nourris avec le controle

positif (FM20). Le mélange d’hydrolysat a montré des résultats intermédiaires.

L’analyse transcriptomique de l'intestin proximal a montré que la réduction de
FP dans I'aliment impactait significativement 1’expression de nombreux génes. L’in-
clusion des hydrolysats de protéines a permis de restaurer un profil d’expression des
génes intestinaux trés proche de celui du controle positif. Cependant, par rapport
au régime pauvre en FP (FM5), I'ajout des différents hydrolysats ne module pas
Iexpression des génes de maniére identique en fonction de leur origine. En effet,
I'inclusion d’hydrolysat de crevette dans le régime alimentaire module davantage
les voies de signalisation liées & 'immunité, tandis que le métabolisme nutritionnel
est plus influencé par ’hydrolysat de tilapia. Fait intéressant, la combinaison des
deux hydrolysats dans le régime alimentaire module un nombre de génes et de voies

métaboliques beaucoup importants que chaque hydrolysat testé indépendamment.

Ces résultats montrent pour la premiére fois des données zootechniques, histolo-
giques et transcriptomiques chez le bar européen nourri avec un aliment pauvre en
FP et supplémenté en différents hydrolysats de protéines. Ces travaux démontrent
I'importance de 'origine de 'hydrolysat dans la performance du produit notamment
sur ses effets sur les voies métaboliques du bar. Il serait intéressant de reproduire cet
essai sur une durée plus longue pour mettre en évidence d’éventuelles conséquences
phénotypiques des modulations d’expression des génes observées chez les poissons

nourris avec des aliments enrichis en hydrolysats de protéines.
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Background

Fish captures have been stabilizing since the 1980, and
in most parts of the world seafood production is now
supplied by the aquaculture industry [1]. Aquaculture
production is expected to double by 2030 to meet cus-
tomer demand, so demands for aquafeeds and raw mate-
rials will increase accordingly [2]. Originally, fish meals
(FM) manufactured from wild fish were primarily used
for growing carnivorous fish species. This kind of raw
material is an excellent source of highly digestible
protein and fat, is well balanced in essential amino acids,
and has good palatability properties [3]. However, FM
availability from wild fish is limited, its price is volatile,
and its inclusion at high levels in aquafeeds is not
sustainable; according to Duarte et al., FM and fish oil
will be depleted by 2040 [4]. Consequently, sustainable
growth of aquaculture will require the development of
highly nutritive and functional raw materials to replace
FM efficiently. Many studies have been conducted on
carnivorous species to evaluate the performance of
plant-based meal (PBM) diets to efficiently replace
dietary FM; many of them were remarkably efficient,
with partial or total substitution of FM by PBM [5-8].
However, replacing FM by high levels of PBM may also
reduce feed palatability and fish growth [9, 10]. Imbal-
anced amino acid composition of PBM leads to
nutritional deficiency, and feed formulae incorporating
high levels of such raw materials have to be supple-
mented in essential free amino acids [11]. It is also now
well-documented that plants contain endogenous
anti-nutritive compounds and complex carbohydrates
that could affect nutrient digestibility and thereby nega-
tively impact nutritional performances [12, 13]. More-
over, high dietary inclusion of PBM in feeds for
carnivorous species leads to enteritis [14, 15], as well as
depressed immunity [16, 17]. Trials had been conducted
about FM replacement by PBM on European seabass
and it had been shown in different trials that it was pos-
sible to replace up to 50% of dietary FM by plant based
meal without modifying fish growth performances (for
review Kousoulaki et al., 2015) [18].

The large availability of marine and aquaculture
by-products could allow for partial replacement of wild
fish-derived FM [19, 20]. By-products from the process-
ing of fishery and aquaculture animals are more and
more considered as a potential source of raw materials
for sustainable FM production [21-23]. However, the
quality of the processes applied to raw materials is
critical to enhance their nutritional value. In this sense,
enzymatic hydrolysis could improve the palatability, nu-
tritional quality and functional properties of the finished
product [24-26]. Enzymatic hydrolysis of fish proteins
results in the formation of a mixture of free amino acids,
di-, tri- and oligo-peptides, and enhances the occurrence
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of polar groups and the solubility of hydrolysate com-
pounds [27]. Because low-molecular-weight nitrogenous
compounds are important for the feeding behavior [28],
nutrition [29-31] and health [32, 33] of aquaculture
species, protein hydrolysates could be good candidates
for high FM substitution in aquafeeds. However, protein
hydrolysate performances could be highly dependent on
the methods used for their production: their nutritional
and functional properties are closely related to their
characteristics and composition, including the abun-
dance and diversity of different oligo-peptides [34, 35].

Dietary shrimp hydrolysates stimulate growth perfor-
mances in fish, and also possess antimicrobial properties
against aquaculture pathogens [36—39]. Similarly, tilapia
hydrolysates as well as other fish hydrolysates have been
evaluated; functional properties have been evidenced,
such as antioxidant [24] and antimicrobial [40] activities.
In particular, Khosravi et al. showed that high levels
of FM could be replaced by low levels of protein
hydrolysate combined with PBM in aquafeeds [38]. In
addition, health benefits (i.e. immunity and gut
cellular organization) of dietary protein hydrolysates
have been reported in different fish species under
challenging conditions [32, 38, 39, 41].

The European seabass (Dicentrarchus labrax,
Linnaeus, 1758) is a marine fish widely reared in the
Mediterranean sea, with more than 156,449 tons pro-
duced in 2014 [1]. It is a strictly carnivorous species [42]
that requires a high level of animal proteins in its diet.
For instance, the natural diet of wild European seabass
contains ca. 43-50% of animal proteins [43], whereas
aquafeeds for this species generally contain at least 20%
of FM to support good fish performances [44]. Thus, re-
placing FM in European seabass aquafeed is still a major
objective for the aquaculture industry. Although the
complete replacement of FM by PBM has been reported
as possible for European seabass, feed formulation re-
quired palatability enhancers to improve feed intake, as
well as amino acid supplementation to avoid nutritional
deficiency linked to PBM [6]. Trials recently conducted
in European seabass showed that 5% inclusion of
shrimp- and tilapia-based protein hydrolysates associ-
ated with a combination of PBM successfully replaced
15% FM without affecting growth or health perfor-
mances [45].

The intestine is involved not only in digestion and feed
absorption, but also in water and electrolyte balance, nu-
trient sensing, and immunity. This functional diversity is
gradually being elucidated in fish, as different histo-
logical and molecular approaches provide new items of
knowledge regarding the many vital functions conducted
along the gastrointestinal tract [46, 47]. In this view, the
numbers of transcriptomic studies in aquaculture have
increased, mostly in the field of nutrition and immunity.
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Many of them have focused on understanding how spe-
cific diets and functional ingredients could modulate
metabolic pathways and regulate specific tissue expres-
sion [48-50]. But the effect of dietary protein hydroly-
sates on the regulation of fish metabolism has never
been investigated so far.

We evaluated the effects of protein hydrolysates of
different origins on European seabass fed a low FM diet.
In addition to growth performances, we also studied the
cellular organization and gene responses of the intestinal
mucosa to investigate the effects of dietary protein hy-
drolysates on fish metabolism.

Methods

Diets

Five diets were formulated as follows: 2 diets containing
FM at 5 and 20% of dry matter (diets FM5 and FM20)
and 3 more diets containing 3 protein hydrolysates,
shrimp-based hydrolysate (SH), tilapia hydrolysate (TH)
and a 50/50 mixture of the two (MH), included at 5% of
dry matter in the FM5 diet (Additional file 1). Both pro-
tein hydrolysates were provided by Aquativ (Diana Aqua,
Symrise group, Elven, France). They were produced from
the cephalothorax of white shrimp (Litopenaeus vanna-
mei) and from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) car-
casses obtained from commercial food processing plants.
These two protein hydrolysates have very different pep-
tide profiles [37, 40]. All the diets were balanced for de-
ficilent amino acids according to the requirements
determined for European seabass [51]. Diets manufac-
tured by BIOMAR (Tech Centre, Brande, Denmark)
were extruded with 2 different pellet diameters— 1.5 and
2.5 mm- for them to be adapted to the size of the fish
during the trial. Diets were isoproteic (42.7 +1.1% of
crude protein), isolipidic (19.3 £0.5% of crude fat) and
isoenergetic (5.2 + 0.1 kJ/kg).

Animals and feeding trial

The feeding trial was conducted at the Institut de
Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA, Sant
Carles de la Rapita, Spain). European seabass (body
weight, BW =2.0+0.2 g) were obtained from Piscicul-
tura Marina Mediterrdanea SL (Andromeda Group, Burri-
ana, Valencia, Spain). They were fed a commercial feed
(OptibassL-2, Skretting, Spain; 48.5% of proteins, 16% of
lipids, 3.7% of fibers, 6.4% of ashes) for 2 weeks for them
to acclimate to the experimental facilities. Then they
were randomly distributed into twenty 500-L fiberglass
circular tanks (5 diets, 4 replicates per diet) at an initial
density of 0.4 kg/m?® (100 fish per tank). Before the feeding
trial, sea bass were individually weighed for BW and mea-
sured for standard length (SL) (BW =2.2+0.01 g; SL=
51+0.04 cm). During the study, average water
temperature and pH (pH meter 507; Crison Instruments),
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salinity (MASTER-20 T; ATAGO Co. Ltd) and dis-
solved O, (OXI330; Crison Instruments) were 23.2 +
0.5 °C, 75+0.2, 35.8+0.3 ppm and 6.2+1.2 mg/L,
respectively. The water flow rate in the experimental
tanks was maintained at approximately 9.0 L/min by
means of a recirculation system (IRTAmar®) that main-
tained adequate water quality (ammonia: 0.08 + 0.04 ppm,
nitrites: 0.032+0.02 ppm) through UV, biological and
mechanical filtration. The photoperiod followed seasonal
changes (February—April; latitude 40°37°41'N). Sea bass
were fed in excess 6 times a day with automatic feeders
(ARVO-TEC T Drum 2000™, Arvotec, Huutokoski,
Finland) at a ration rate of 4.5%/day for 65 days. On day
31, the BW of 50 fish per tank was recorded to adjust the
daily feed ration.

At the end of the trial, we measured the BW and SL of
all sea bass from each tank (the fish were fasted for 24 h
prior to sampling). Specific Growth Rates (SGR), Fulton’s
condition factors (K), feed conversion ratio (FCR) and
Survival Rates (SR) were calculated as follows: SGR (%
BW/day) = 100 x [In final BW - In initial BW]/duration of
the trial (days); K=[BW/SL®] x100; FCR=[kg diet
consumed]/[kg final biomass — kg initial biomass + kg
sampled fish + mortalities]; SR (%) = [number of fish at
the end of the trial/initial number of fish] x 100.

Ethics statement

All experimental procedures involving sea bass were
conducted in compliance with the experimental research
protocol approved by the Committee of Ethics and
Animal Experimentation of the IRTA, the Departament
Agricultura, Ramaderia, Pesca, Alimentacié i Medi
Natural (permit number 7962) and in accordance with
the Guidelines of the European Union Council (86/609/
EU) for the use of laboratory animals.

Sample collection

During handling and weighing, sea bass were anesthetized
with 50 mg/L of MS-222 (Sigma Aldrich, Saint-Louis,
MO, USA). At the end of the trial, they were sacrificed
with an overdose of MS-222 (100 mg/mL) to collect the
different tissues for analytical purposes. Sea bass were
sampled on a cold plate (0-4 °C), and the intestines from
15 individuals per diet were dissected and preserved in a
10% phosphate-formaldehyde buffer (pH =7.2) for histo-
logical purposes. In addition, the anterior intestine from
nine fish per dietary treatment was sampled and immedi-
ately flash-frozen in liquid nitrogen for transcriptomic
analysis. These samples were kept at — 80 °C until RNA
extraction.

Histological organization of the intestine
After fixation, samples were dehydrated in a graded
series of ethanol, cleared with xylene, embedded in
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paraffin (Histolab ZX-60 Myr, Medical Specialties MYR
SL, Tarragona, Spain) and cut into serial sections (2—3 um
thick) (HM Microm, Leica Microsystems, Nussloch,
Germany). Sections were stained with Hematoxin-Eosin
for general histological descriptions, whereas slides were
stained with Periodic Acid Schiff (PAS) and Alcian blue
(AB) at two different pH values (1.0 and 2.5) to stain dif-
ferent types of mucins produced by goblet cells [52]. PAS
stains neutral mucins produced by intestinal goblet cells
in magenta, whereas AB weakly stains ionised sulphated
glycoconjugates at pH = 1.0 and sialic acid at pH = 2.5. All
sections were observed under a light microscope
(Leica DM LB; Leica Microsystems) and photographed
(Olympus DP70 Digital Camera; Olympus Imaging
Europa GmbH, Hamburg, Germany). Digital images
were processed and analyzed using ANALYSIS image
analysis software package (Soft Imaging Systems
GmbH). Total numbers of goblet cells (full and
empty) and villi height were measured based on the
analysis of eight to ten randomly chosen fields from
the intestinal mucosa of 15 sea bass per diet. Goblet
cell counts in intestinal villi were expressed over a
contour length of 100 um, whereas villi height and
width were calculated according to the method of
Escaffre et al. [53].

Illumina sequencing

Total RNAs from a pool of the proximal intestines of
three sea bass from the same replicate tank were extracted
separately. Tissues were homogenized (Mini-Beadbeater,
Biospec Products Inc., USA) in 1 mL of TRIzol (Ambion,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), and solvent
extraction was performed following the manufacturer’s
instructions. Final RNA concentrations were determined
by spectrophotometry (NanoDrop 2000; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). RNA quality
was assessed from Ajeo/Ango ratios, and RNA integrity
was assessed by denaturing gel electrophoresis. The three
RNA samples from same replicate tank were then pooled
before generating cDNA libraries. The total RNA concen-
tration of each sample was quantified using a NanoDrop
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). cDNA li-
braries were built, and sequencing was performed as de-
scribed in [54], with slight modifications. One pg of total
RNA from each sample was initially used. dsDNAs were
cleaved into 300-bp fragments using a Covaris S220
sonicator (Covaris Inc, Woburn, MA, USA) (duty
cycle: 5%, intensity 3, 200 bursts per second, duration:
50 s). Eight pM of cDNA libraries per lane were loaded
onto flow cells (Illumina Inc., San Diego, California, USA).
The sequencing of 100-pb paired-end reads was per-
formed on an Illumina Miseq Sequencer at the SESAME
Platform (Centre de Lutte Contre le Cancer Francois
Baclesse, Caen, France).
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Bioinformatic analysis

Bioinformatic analysis was performed on RNA sequen-
cing data from European seabass anterior intestine to
study their physiological and molecular responses to
dietary hydrolysate inclusion in a low fish meal diet. We
tested 5 dietary conditions on the transcriptomic
response of sea bass intestine: FM5 and FM20 diets as
negative and positive control groups, respectively, and
the SH, TH and MH hydrolysate-based diets as experi-
mental groups. The whole raw dataset was filtered and
trimmed using Trimmomatic v(0.30) [55], using the fol-
lowing parameters: ILLUMINACLIP:adapter.fa:2:30:10,
LEADING:5, TRAILING:5, SLIDING WINDOW:4:5,
MINLEN:25. Global sequence quality was checked using
FastQC (v 0.11.3) (https://www.bioinformatics.babraha-
m.ac.uk/projects/fastqc). Global assembly was conducted
using Trinity 2.1.1. [56], a dedicated package for de novo
transcriptomics. A normalization step was conducted
according to kmer coverage (kmer of 25 nt, maximum
coverage of 30) proposed by the Trinity package. The in-
consistent contigs generated by Trinity were removed
after a remapping of reads using Bowtie (v 1.1.2) [57],
and estimating relative abundance using RSEM [58] to
get the FPKM values (v 1.2.22) (the two software pro-
grams were launched through perl wrappers provided by
the Trinity package). Finally, only transcripts with at
least an FPKM value above 1 and isoforms correspond-
ing to more than 1% of the total gene count were kept.
Annotation of contig sequences was performed using
both Blast2Go software [59] and the Trinotate pipeline
(http://trinotate.github.io), as described in [60]. Sequences
were blasted against the NCBI nr database (release 193)
with the following set-up parameters: max BLAST hits 20,
min Expect Value 103, and against the human proteome
Ensembl database (release 82) (BLASTX). Only hits with
E-values <0.001 were kept. Peptide prediction was per-
formed using Transdecoder [60]. Similarity search (blastp
of the Transdecoder-predicted peptides) was performed
against the uniprot-swissprot database (release 2015-05).
Peptide signal prediction was performed using signalP v4.1
[61]. Transmembrane peptide detection was performed
using TMHMM v2.0c [62]. Protein domain search was
performed using hmmscan from the hmmer v.3.1b1 suite
against the Pfam-A database [63]. Finally, transcriptome
functional annotation was performed using the Trinotate
pipeline. A Gene Ontology (GO) classification was
assigned to each predicted protein in BLASTX (E-Value
hit: 10~ °, annotation cut-off: 55, GO weight: 5). Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) annotation
was based on best BLASTX and PFAM search results.

Differential expression analysis
Differential gene expression between dietary treatments
was identified using R software [64] and the DESeq2
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package [65]. Multiple testing was accounted for by con-
trolling the false discovery rate (FDR) at 5% using the
Benjamini-Hochberg procedure. The RNA targets with
adjusted P-values <0.2 and absolute fold changes >1.4
were considered as differentially expressed. The rela-
tively low stringency of the cut-off criteria is consistent
with other nutrigenomic studies [48]. The impacts of hy-
drolysate diets on specific pathways were monitored
using Ingenuity Pathway Analysis software (Qiagen, Hil-
den, Germany) with standard parameters. All annotated
regulated genes were used.

Statistics

Final BW, SL and K results were expressed as mean +
standard error of the mean (SEM) from all fish from
each treatment. SGR, intestinal villi height, number of
goblet cells, proximal composition and survival rates
were expressed as mean * standard error of the mean
(SEM) from the value of each replicate tank. All data
were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s test (normality and homogeneity of
variances were previously checked). Differences were
considered significant at P < 0.05. For GO term compari-
son with Wego tool, Pearson Chi-Square tests were
performed to show significant differences between diets
(P<0.05) [66].

Results

Zootechnical performances

Sea bass and feed performances are summarized in
Table 1. At the end of the trial, dietary FM reduction
(FM5 diet) had significantly impaired growth perfor-
mances as compared to the positive control group
(FM20) (P <0.05). However, diets including protein hy-
drolysates (FM5 + 5% TH, FM5 + 5% SH and FM5 + 5%
MH) significantly improved growth performances as
compared to FM5 (P<0.05) and allowed for similar
growth performances as in sea bass fed the FM20 diet.
The condition factor (K) and the feed intake were not af-
fected by dietary FM reduction or dietary hydrolysate
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inclusion (P>0.05). Even if FCR values were slightly
improved in fish fed dietary hydrolysates compared to
negative control (FM5), the only statistical difference
was between the negative and the positive controls
(P <0.05). Dietary treatments did not impact fish sur-
vival (P> 0.05).

Histological examination

Figure 1 shows the mean intestinal villi height of
European seabass fed each diet. A significant decrease of
villi height was observed in sea bass fed the FM5 diet as
compared to the FM20 diet (P < 0.05). Inclusion of pro-
tein hydrolysates in the FM5 diet significantly increased
intestinal villi height to reach values close to or even
higher than in sea bass fed the FM20 diet (P < 0.05). The
response of intestinal globlet cell density to dietary FM
reduction and protein hydrolysate supplementation
showed the same trend as intestinal villi height.

Global overview of the RNA-seq
The whole European seabass transcriptome project in-
cludes 108 Illumina libraries corresponding to the anter-
ior intestine, but also the liver and kidney for each diet,
for a total of 832,132,824 paired-end reads of 100 bp.
Table 2 presents an overview of the sequencing project.
Mapping was conducted both on the reference seabass
genome (http://seabass.mpipz.de/DOWNLOADS/) and
on the de novo assembled transcriptome from all
samples, corresponding to 36 experimental conditions
(6 diets * 3 tissues * 2 fish conditions) realized in triplicate.
Mapping scores were as follows: 83.55% for the mRNA
extracted from the reference seabass genome annotation,
and 92.77% for the de novo assembled transcriptome of
the anterior intestine. In addition, the numbers of DE
genes and annotations were higher with the de novo
assembled transcriptome of the anterior intestine. Fur-
ther differential expression analyses were then conducted
on the global de novo transcriptome, composed of 56,246
transcripts after filtering with FPKM < 1 and isoform < 1%.
The transcriptome corresponding to the total expression in

Table 1 Growth performances and survival rates of sea bass fed experimental diets over a 10-week period

DIET FM5 FM20 FMS5 + 5% TH FMS5 + 5% SH FMS5 + 5% MH
Initial BW (g) 224001 22+001 224001 23+000 22+ 001
Final BW (q) 11.7 +04° 131 +03° 139 + 04° 132+ 05° 130 + 06°
SGR (%) 25+01° 27+01° 28+01° 27 +01° 27 +01°

K factor 20+ 003 20+ 001 20+ 002 20+ 002 204003
Feed intake (g/kg ABW/d) 3334 + 146 3040 + 163 3155 + 141 3060 + 1.12 3150 + 094
FCR 1.95 + 0.04° 1.75 + 0.05P 183 +004°° 179 + 0.04°° 182 + 0.04°°
SR (%) 930+ 26 960 + 09 960 + 09 938+ 08 970+ 1.1

Values are the means of four replicate groups of 50 measurements each, presented as mean + SEM. Lines with different superscript letters differ significantly
according to Tukey’s multiple comparison test (P < 0.05). Abbreviations: FM5 5% fish meal diet, FM20 20% fish meal diet; TH tilapia hydrolysate diet, SH shrimp
hydrolysate diet, MH mixed hydrolysate diet, BW body weight, SGR specific growth rate, ABW average body weight, FCR feed conversion ratio, SR survival rate
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Fig. 1 Villi height and goblet cell density. Villi height values

(dark grey) are the means of four replicate groups of 15
measurements each, presented as mean + SEM. Histograms with the
same superscript letter did not differ significantly (Tukey’s multiple
comparison test, P> 0.05). The number of goblet cells within

100 pum of intestinal epithelium (grey) was calculated from 15
individuals per dietary group. FM5, 5% fish meal diet; FM20, 20% fish
meal diet; TH, tilapia hydrolysate diet; SH, shrimp hydrolysate diet;
MH, mixed hydrolysate diet

Table 2 Overview of sequencing, assembly and annotation

Metrix Unfiltered Filtered

Transcripts 625,845 56,246
Genes 467,824 39,180
GC% 4428 4413
Median length (bp) 389 910
Average length (bp) 922.7 1430.28
Min (bp) 201 201
Max (bp) 58,543 24,803
Total number of bases 577,467,800 80,447,300

Annotation
Blastx hits with uniprot 278,406 45,853
Blastx hits with unirefo0 377,852 46,552
Blastp hits with uniprot 227,499 41578
Blastp hits with unirefo0 280,111 42,257
Proteins with signal peptides 20,540 2226
Proteins with transmembrane helices 28,482 5034
Proteins with PFAM domains 216,290 32,907
Proteins with GO terms 71,304 45454
Proteins with KEGG 181,895 41,993

Transcript filter: <1 FPKM, isoform < 1%
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the anterior intestinal mucosa was composed of 34,174
transcripts. More precisely, 99% of total expression was
present in 49,797 for the whole project and in 10,003 tran-
scripts for the anterior intestinal mucosa respectively.

Quantitative analysis of differential gene expression
Differential gene expression analysis of RNA-seq data
was performed to compare diets containing hydrolysates
included to low (FM5) and high (FM20) fish meal diets.
A total of 383 unique genes were differentially expressed
(Table 3). Compared to the FM5 diet, 46 and 50 genes
were differentially regulated by diets containing TH and
SH, respectively, and this number was higher in the
FM20 (197) and MH (270) groups. Compared to the
FM5 diet again, the distribution of differentially regu-
lated genes between the FM20 diet and diets including
hydrolysates indicated that 30.4% (14/46), 66.0% (33/50),
and 39.3% (106/270) of regulated genes were shared with
the TH, SH and MH diets, respectively. A total of 301
genes were only regulated by diets containing hydroly-
sates, but not by the FM20 diet, whereas some genes
were regulated only by a specific hydrolysate diet. In par-
ticular, 19, 8, and 222 genes were specifically regulated
by the TH, SH and MH diets, respectively. Finally, the
TH, SH and MH diets induced gene expression patterns
very similar to the FM20 diet pattern, with only 8, 6, and
6 genes differentially expressed among these dietary
groups, respectively. The complete list and correspond-
ing fold changes of regulated genes is provided in
Additional files 2 and 3, for a comparison with the
low-FM (FM5) and high-FM (FM20) diets, respectively.

Identification of regulated genes

GO term analysis revealed that dietary FM reduction,
from 20 to 5%, led to the regulation of a wide variety of
genes involved in the metabolism, immunity, and tissue
development of European seabass intestinal mucosa
(Fig. 2).

GO term analysis of the genes regulated by
hydrolysate-supplemented diets is presented in Fig. 3.
The specific hydrolysates, which were influenced by
by-product origin and the hydrolysis process, differen-
tially impacted gene regulation (P<0.05). In particular,
under the TH diet, the level of GO term annotation was
higher for the following categories: macromolecular
complex, non-membrane-bounded organelle, intracellu-
lar non-membrane-bounded organelle, hydrolase activ-
ity, and ribonucleotide binding. In contrast, under the
SH diet, the differentially regulated genes belonged
mostly to the immune response and response to stimu-
lus. Finally, under the MH diet, lipid metabolism-related
GO terms were over-represented.

Based on GO term annotations, 74 differentially
expressed transcripts were linked to nutrition as compared
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Table 3 Number of differently regulated genes as compared to the low (FM5) and high (FM20) fish meal diets

Nb of requlated genes FM5 FM20 FM5 + 5% SH FM5 +5% TH FM5+ 5% MH
vs. FM5 - 197 50 46 270

Shared with FM20 197 33 14 106
Specifically regulated - 82 8 19 222

vs. FM20 197 - 8 6 6

FM5 5% fish meal diet, FM20 20% fish meal diet, TH tilapia hydrolysate, SH shrimp hydrolysate, MH mixed hydrolysate

to the FM5 diet: 15 transcripts related to digestion, 15 to
carbohydrates, 7 to starvation, and 37 to carriers (Table 4).
Treatments including tilapia hydrolysate (TH and MH
diets) impacted the expression of digestive enzyme and
carbohydrate metabolism genes more deeply than the
FM20 diet, although SH inclusion in the FM5 diet modu-
lated a limited number of genes (5). Under the FM20 diet,
carrier genes were over-expressed, except for a few related
to lipid transport (apolipoproteins). Diet formulations in-
duced specific regulations with 12, 4, 4, and 32 transcripts
differentially expressed by the FM20, SH, TH, and MH di-
ets, respectively, as compared to FM5.

Table 5 presents regulated transcripts related to the
cholesterol and long-chain fatty acid pathways. Lipid
metabolism was modulated by the MH diet even more
than by the FM20 diet. As compared to the FM5 diet,
15, 0, 3, and 28 transcripts were differentially expressed
by the FM20, TH, SH and MH diets, respectively. The
TH diet did not impact the expression of the transcripts
related to the cholesterol and long-chain fatty acid
pathways.

Transcripts related to fish immunity and/or the stress
response are presented in Table 6. As compared to the

FMS5 diet, 20, 4, 12, and 36 transcripts were differentially
expressed by the FM20, TH, SH and, MH diets, respect-
ively. In contrast to the FM20 diet, all the diets contain-
ing hydrolysate down-regulated the expression of
transcripts related to interferon. The diets containing
one kind of hydrolysate (TH or SH) did not impact the
regulation of histo-compatibility antigen-related genes,
and only slightly impacted the serum complement- and
cellular damage-related genes. Lectin-related gene
expression was not affected by dietary TH inclusion.

Impacted metabolic pathways

We conducted various analyses to study the metabolic
pathways impacted by dietary hydrolysates. Firstly, we
performed a string analysis (https://string-db.org/cgi/
input.pl?) to reveal relationships between regulated
genes and a defined enrichment (Additional file 4). Re-
garding the TH diet, 11 genes, distributed into 3 groups,
were interconnected, but no enrichment was observed.
In the case of the SH diet, 11 regulated genes formed 2
groups, but without inducing overexpression of any
specific metabolic pathway. Six regulated genes were
common to the TH and SH diets (cebpd, cebpb, rsad2,

o
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compared to sea bass fed a high FM diet (FM20)

Fig. 2 GO term analysis of regulated genes from the anterior intestinal mucosa of European seabass fed diets containing low FM diet (FM5) as

Biological Process
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Fig. 3 GO term analysis of requlated genes from the anterior intestinal mucosa of European seabass fed diets containing different types of
hydrolysates as compared to sea bass fed a low FM diet (FM5). A Pearson Chi-Square test was performed separately for each GO term annotation
to reveal statistical differences between diets. Histograms with the same superscript letter do not differ significantly (P> 0.05). FM5, 5% fish meal
diet; TH, tilapia hydrolysate; SH, shrimp hydrolysate; MH, mixed hydrolysate

herc6, mx1 and cmpk2). The gépc, aldob, eif2akd, ace,
apob and hbal, scna, junb, fdpS, dhx58 genes were
connected to the TH and SH diets, respectively. Under
the MH diet, many more regulated genes were con-
nected (87), with the ACLY gene at the center of the
gene network. The enrichment scores calculated for
biological processes, molecular functions, cellular com-
ponent and KEGG pathways are shown in Table 7.
The main enrichments for biological processes were
the following: small molecule metabolic process, cel-
lular lipid metabolic process, lipid metabolic process,
organophosphate metabolic process, single-organism
catabolic process; cellular components were cytosol,
cytoplasmic part, membrane-bounded vesicle, extra-
cellular exosome, and extracellular region part;
whereas molecular functions were catalytic activity,
ethanolamine kinase activity, oxidoreductase activity,
cofactor binding, coenzyme binding, and KEGG meta-
bolic pathways were steroid biosynthesis, fat digestion
and absorption, glycerophospholipid metabolism, and
glycolysis/gluconeogenesis.

A KEGG analysis based on KEGG orthology annota-
tion showed that the main impacted pathways differed
depending on the origin of the dietary hydrolysate
(Table 8). In particular, 9, 9, and 55 differentially
regulated genes participated to metabolic pathways
(KO: 01100) in response to the TH, SH, and MH diets,
respectively. To be more precise, the metabolic path-
ways impacted by the TH diet mainly influenced carbo-
hydrate metabolism, whereas the SH diet impacted the
nucleotide metabolism and terpenoid backbone biosyn-
thesis. In addition to these metabolic pathways, defense
and immunity pathways were also affected by hydrolys-
ate inclusion to the diet. The complete list of impacted
pathways and corresponding genes is available in
Additional file 5.

We also investigated the pathways regulated by
dietary treatments using Ingenuity Pathway Analysis
Software. Results are summarized in Table 9, focusing
on the top canonical pathways as well as on molecular
and cellular functions. The main metabolic pathways im-
pacted by dietary hydrolysates were the ones related to the
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Table 4 Summary of differentially expressed genes related to nutrition
Name (best blast)

Classification/Transcript Gene fold change as compared to the low fish

meal diet (FM5)
FM20 FM5+5% TH FM5+5% SH FM5 + 5% MH

Digestion related

TRINITY DN79635 c16 g28 2-phosphoxylose phosphatase 1 -1.85

TRINITY DN74666 c1 g3 Aminopeptidase N 197 292

TRINITY DN74666 c0 g1 Aminopeptidase N 2.80

TRINITY DN76691 c3 g3 Chymotrypsin-C 230

TRINITY DN66951 c0 g2 Dipeptidase 1 268

TRINITY DN75551 ¢c3 g1 Dipeptidyl peptidase 4 1.68 1.96

TRINITY DN71008 ¢5 g1 Meprin A subunit alpha 1.54

TRINITY DN72685 ¢5 g4~ Meprin A subunit beta 1.90 207

TRINITY DN75683 c2 g1 Meprin A subunit beta 164 198 204

TRINITY DN6986 0 g1 Pepsin A 3 27 4.79

TRINITY DN78404 c2 g1 Phospholipase B1, membrane-associated 361

TRINITY DN77910 c4 g1 Phospholipase B1, membrane-associated 433

TRINITY DN56338 c0 g1 Trypsinogen-like protein 3 -1.90

TRINITY DN74387 c3 g1 Xaa-Pro aminopeptidase 2 2.26 261

TRINITY DN75167 c0 g2 Xaa-Pro dipeptidase 1.72
Carbohydrate related

TRINITY DN74193 ¢6 g1 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial 1.82

TRINITY DN73012 c2 g2 ADP-dependent glucokinase =219

TRINITY DN77048 cO g5  Beta-galactosidase -2.18

TRINITY DN77546 c2 g14  Beta-hexosaminidase subunit beta 315

TRINITY DN76262 ¢5 g1 CMP-N-acetylneuraminate-beta-galactosamide-alpha-2,3- 6.76 53 6.90

sialyltransferase 2
TRINITY DN76669 c2 g6 CMP-N-acetylneuraminate-beta-galactosamide-alpha-2,3- 240
sialyltransferase 4

TRINITY DN67442 c0 g3 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 1.99

TRINITY DN79451 c1 g1 Fructose-bisphosphate aldolase B 205 217

TRINITY DN77757 0 g1 Glucose-6-phosphatase 248

TRINITY DN78836 c3 g3 Glucose-6-phosphatase 299 371

TRINITY DN77732 c1 g2 Lysosomal alpha-mannosidase 213

TRINITY DN75851 c2 g4 Maltase-glucoamylase, intestinal 210 231 3.03

TRINITY DN75571 c0 g1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP] 1.70 234

TRINITY DN66475 c0 g1 UDP-glucose 4-epimerase —2.69 —253

TRINITY DN75517 c0 g1 UDP-glucose 6-dehydrogenase —448
Starvation related

TRINITY DN71986 c0 g1 Angiopoietin-related protein 4 =171 —2.88

TRINITY DN65255 0 g1 Collectrin 4.96

TRINITY DN69741 c0 g2 DEP domain-containing mTOR-interacting protein 2.10 1.87

TRINITY DN79325 c3 g4 Folliculin-interacting protein 1 1.69

TRINITY DN53239 0 g1 Neuropeptide Y -3.68

TRINITY DN59469 0 g1 Neuropeptide YY-A -2.59

TRINITY DN76722 ¢c3 g1 Serine/threonine-protein kinase ULK2 257
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Table 4 Summary of differentially expressed genes related to nutrition (Continued)

Name (best blast) Gene fold change as compared to the low fish

meal diet (FM5)
FM20 FM5+5% TH FM5+5% SH FM5 + 5% MH

Classification/Transcript

Carrier
TRINITY DN79318 c11 g9 14 kDa apolipoprotein -1.64 -291
TRINITY DN79318 c11 g7 14 kDa apolipoprotein -1.79 -292
TRINITY DN69453 c0 g1 Apolipoprotein A1/A4/E domain (pfam) -3.09 -7.19
TRINITY DN71711 0 g1 Apolipoprotein A-IV -202 —284
TRINITY DN70740 c0 g1 Apolipoprotein A-IV -3.28 =21 -5.05
TRINITY DN79385 c0 g8  Apolipoprotein B-100 257
TRINITY DN73752 c8 g3 Apolipoprotein C-I (ApoC-1) pfam —3.87
TRINITY DN78962 c1 g23  Apolipoprotein C-II (pfam) -2.29
TRINITY DN78962 c1 g36  Apolipoprotein C-Il (pfam) —1.66 —2.54
TRINITY DN78793 c2 g9 Apolipoprotein Eb —4.81
TRINITY DN63420 c0 g2~ Aquaporin FA-CHIP 2.00
TRINITY DN76968 c1 g2 Asc-type amino acid transporter 1 1.70
TRINITY DN70677 c12 g4 ATP-binding cassette sub-family A member 1 1.98
TRINITY DN78213 c1 g1 Chloride anion exchanger 2.74
TRINITY DN68770 c0 g2 Chloride intracellular channel protein 4 201
TRINITY DN67686 c1 g1 Chloride intracellular channel protein 5 1.77
TRINITY DN69002 c1 g2 Large neutral amino acids transporter small subunit 4 1.96
TRINITY DN79534 c0 g1 MLN64 N-terminal domain homolog 239
TRINITY DN75016 c2 g2 Monocarboxylate transporter 12-B 1.81
TRINITY DN71474 c7 g3 Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-RF1 264
TRINITY DN74500 c2 g1 Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-RF3 1.94
TRINITY DN79418 c0 g1 Niemann-Pick C1-like protein 1 265
TRINITY DN76301 c3 g1 Niemann-Pick C1-like protein 1 1.85
TRINITY DN75948 c4 g4 Phospholipid-transporting ATPase IA 226
TRINITY DN75214 c1 g9 Prolyl endopeptidase-like 1.85
TRINITY DN77239 c2 g2 Sodium/hydrogen exchanger 7 4.65
TRINITY DN67206 c1 g1 Sodium/myo-inositol cotransporter -3.06 —-3.55
TRINITY DN67731 c1 g1 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 222 299
TRINITY DN79640 c8 g1 Sodium-dependent neutral amino acid transporter B(0)AT1 283 2.7 396
TRINITY DN71667 c2 g2 Sodium-dependent phosphate transport protein 28 23 325
TRINITY DN69556 c1 g3 Solute carrier family 13 member 2 215 278
TRINITY DN60850 c0 g1 Solute carrier family 13 member 5 234 2.1 273
TRINITY DN68059 c1 g4 Solute carrier family 15 member 1 1.78
TRINITY DN73228 ¢5 g1 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 2 256
TRINITY DN72783 c3 g1 Solute carrier family 22 member 6 -3.83
TRINITY DN79648 ¢5 g9 Solute carrier family 40 member 1 2.60
TRINITY DN73224 8 g2 Zinc transporter 1 2.54

Values correspond to fold changes between diets and the low fish meal control diet. Positive values indicate upregulation, and negative values down regulation.
FM5 5% fish meal diet, FM20 20% fish meal diet, TH tilapia hydrolysate diet, SH shrimp hydrolysate diet, MH mixed hydrolysate diet
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Table 5 Summary of differentially expressed genes related to cholesterol and long chain fatty acid pathways

Classification/Transcript

Gene fold change as compared to the low fish meal diet

FM5+5% SH ~ FM5 + 5% MH

Cholesterol related
TRINITY DN71881 c0 g2
TRINITY DN67458 c2 g3
TRINITY DN76391 ¢4 g1
TRINITY DN71950 c2 g1
TRINITY DN79342 c1 g2
TRINITY DN75940 c1 g2
TRINITY DN76284 c0 g1
TRINITY DN72542 c3 g1
TRINITY DN66926 c0 g1
TRINITY DN78143 c3 g1
TRINITY DN71672 c0 g3
TRINITY DN75298 c0 g2

Fatty acid related
TRINITY DN70866 ¢4 g9
TRINITY DN78203 c0 g3
TRINITY DN74534 c0 g3
TRINITY DN74255 c1 g3
TRINITY DN72189 ¢4 g3
TRINITY DN70036 c1 g2
TRINITY DN77637 c3 g4
TRINITY DN74635 c4 g2
TRINITY DN73852 c1 g2
TRINITY DN79046 c1 g4
TRINITY DN79053 c1 g4
TRINITY DN79341 c1 g1
TRINITY DN56507 c0 g1

TRINITY DN79266 c1 g10

TRINITY DN78522 c0 g2
TRINITY DN75220 c0 g3
TRINITY DN78695 c0 g7
TRINITY DN78695 c0 g2
TRINITY DN72627 <0 g1
TRINITY DN72627 c1 g3
TRINITY DN71726 c1 g1
TRINITY DN72471 c1 g2
TRINITY DN67880 c1 g2
TRINITY DN71905 ¢5 g2
TRINITY DN76293 c0 g2

(FM5)
FM20
3-beta-hydroxysteroid-Delta(8),Delta(7)-isomerase
Delta(14)-sterol reductase
Farnesyl pyrophosphate synthase —298
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, cytoplasmic -193
Lanosterol 14-alpha demethylase -1.85
Lanosterol synthase -265
Lathosterol oxidase
Neutral cholesterol ester hydrolase 1 261
Squalene monooxygenase
Squalene synthase
Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase, decarboxylating
Transmembrane protein 97
24-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial
Acetoacetyl-CoA synthetase
Acetyl-CoA carboxylase
Acyl-CoA desaturase 1.78
Alkylglycerol monooxygenase 1.99
ATP-binding cassette sub-family D member 2
Elongation of very long chain fatty acids protein 4
Elongation of very long chain fatty acids protein 6
Fatty acid hydroxylase domain-containing protein 2
Fatty acid synthase
Fatty acid-binding protein, brain 4.26
Fatty acid-binding protein, intestinal
Fatty acid-binding protein, liver-type
Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 4 -1.89
Methylsterol monooxygenase 1 -226
Perilipin-2 -3.04
Perilipin-2 -3.15
Phosphatidate phosphatase LPIN1
Phosphatidate phosphatase LPIN2 2.00
Sodium-dependent lysophosphatidylcholine symporter 1-B
Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial
Very long-chain acyl-CoA synthetase
Very long-chain acyl-CoA synthetase 193
Very long-chain acyl-CoA synthetase 1.87

-3.00
—2.75
=27 —5.68
-3.19
-2.06
—374
—2.68

—3.82
—264
-3.59
—2.25

-1.92
-2.37
—4.95
=211
540

—-341
—2.71
-3.96
1.94

-3.33

—-1.88
=217

-231

-23
—4.12

—3.38
-2.18
2.1 301

Values correspond to fold changes between diets and the low fish meal control diet. Positive values indicate upregulation, and negative values down regulation.

FM5 5% fish meal diet, FM20 20% fish meal diet, TH tilapia hydrolysate diet, SH shrimp hydrolysate diet, MH mixed hydrolysate diet
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Classification/Transcript

Name (best blast)

Gene fold change as compared to the low fish

meal diet (FM5)

FM20 FM5+5% TH FM5+5% SH  FM5 + 5% MH

Interferon related
TRINITY DN69994 c1 g3
TRINITY DN67652 c1 g1
TRINITY DN78765 c2 g3
TRINITY DN78866 c1 g8
TRINITY DN78866 c1 g9

Gammea-interferon-inducible lysosomal thiol reductase

Interferon alpha-inducible protein 27-like protein 2A
Interferon stimulated gene 15
Interferon-induced GTP-binding protein Mx

Interferon-induced GTP-binding protein Mx

TRINITY DN78532 c1 g14 Interferon-inducible protein 56

Histocompatibility antigen related

TRINITY DN79419 c7 g6

TRINITY DN79651 c13 g9

TRINITY DN78477 c2 g7
TRINITY DN72971 cO g4
TRINITY DN72971 c0 g3
Lectin related
TRINITY DN69402 c2 g1
TRINITY DN69402 c2 g2
TRINITY DN65160 c0 g3
TRINITY DN65160 c0 g4
TRINITY DN78379 ¢3 g2
TRINITY DN78379 c3 g7
TRINITY DN69906 c1 g1

Pentraxin related

TRINITY DN77743 c1 g13

TRINITY DN77743 c1 g7
TRINITY DN14972 c0 g1

Serum complement related

TRINITY DN60272 c0 g1
TRINITY DN60272 c0 g1
TRINITY DN78829 c1 g1
TRINITY DN77811 c0 g3

TRINITY DN73741 c7 g14

TRINITY DN67406 c0 g1
TRINITY DN79561 c2 g21
TNF-a related
TRINITY DN59663 c0 g1
TRINITY DN75139 ¢4 g2
TRINITY DN69734 c2 g1
Cellular stress related
TRINITY DN71217 2 g2
TRINITY DN79626 ¢5 g2
TRINITY DN79626 ¢5 g6
TRINITY DN79626 ¢5 g1

Class | histocompatibility antigen, B alpha chain

H? class | histocompatibility antigen, K-K alpha chain
H-2 class II histocompatibility antigen gamma chain
Rano class II histocompatibility antigen, A beta chain

Rano class Il histocompatibility antigen, A beta chain

Fucolectin
Fucolectin
Fucolectin-1
Fucolectin-1
Fucolectin-1
Fucolectin-1

Nattectin

C-reactive protein
C-reactive protein

Serum amyloid P-component

Cl1g domain (pfam)
Cl1qg domain (pfam)
C1qg domain (pfam)
C1qg domain (pfam)
Clg-like 23 kDa protein
Clg-like 23 kDa protein

Clg-like 23 kDa protein

Tumor necrosis factor alpha-induced protein 8-like protein 3

Tumor necrosis factor ligand superfamily member 10

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11A

Glutathione peroxidase 2

Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, mitochondrial —2.21
Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, mitochondrial

Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, mitochondrial —2.56

200

1.95

1.95
2.20

4.15
6.15
246

373
512

1.53
1.53
353

794
6.25

=272
-337

325

6.85

=22
-34

-2.7
=23

39
29

42

29
25
28

23

239
-2.22

—2.56
—241
-2.23

298
3.85
2.74
245
332

535
767
339
7.27
503
2.38
337

447
5.87

4.69
291

10.81
10.35

231
3.09
282

-2.58
-3.81
-327
—4.22
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Table 6 Summary of differentially expressed genes related to fish health status (Continued)

Classification/Transcript Name (best blast)

Gene fold change as compared to the low fish
meal diet (FM5)

FM20 FM5+5% TH FM5 + 5% SH

FM5 + 5% MH

TRINITY DN76439 ¢4 g1
TRINITY DN63786 c0 g2
TRINITY DN77226 c0 g3
TRINITY DN68233 1 g1
TRINITY DN77069 c1 g2
TRINITY DN76110 cO g10 Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2

Gamma-glutamyltranspeptidase 1
Sestrin-1

Selenocysteine lyase

DNA damage-inducible transcript 4-like protein

DNA repair protein complementing XP-A cells homolog

2.72 440
212
-3.08

—645 =32 -341

—2.82 —2.64
-2.57

Values correspond to fold changes between diets and the low fish meal control diet. Positive values indicate upregulation, and negative values down regulation.
FM5 5% fish meal diet, FM20 20% fish meal diet, TH tilapia hydrolysate diet, SH shrimp hydrolysate diet, MH mixed hydrolysate diet

carbohydrate and lipid metabolisms. Complete results are
available in Additional file 6.

Discussion

Impact of hydrolysate inclusion in a low FM diet on
European seabass growth performances and histological
organization of the intestine mucosa

Our results showed that a 15% decrease of dietary FM
negatively affected the growth performances of European
seabass as compared to the 20% FM control diet. These
findings are consistent with other studies about other
carnivorous fish species [12, 67—69]. However, dietary
inclusion of 5% of protein hydrolysate restored growth
performances to the same level as the FM20 control diet.
These positive effects of dietary hydrolysates are in
agreement with other studies about fish fed diets incorp-
orating such ingredients [29, 32, 38].

Feed intake was not modified by diets as fish were fed
in excess to guarantee a high consumption. Feed conver-
sion ratio improvement of fish fed the FM20 diet com-
pared to the FM5 diet could be the result of a better
nutritional balance of the diet combined to a better feed
consumption. Dietary inclusion of hydrolysate allowed
to recover a good feed intake as well as to improve
enough feed efficiency to reach fish and feed perform-
ance very closed to the positive control. The high degree
of protein hydrolysis of our hydrolysates [37, 40], result-
ing in enrichment of the feed with highly palatable and
digestible low-molecular-weight peptides and free amino
acids, could explain why growth performances were im-
proved. However, fish growth performances should not be
the single criterion to evaluate the performance of a new
aquafeed formula. It is also necessary to study the re-
sponse of fish metabolism to ensure that modifications in
the diet will not induce significant metabolic disturbances
that could affect fish resistance to their environment.
Maintaining the integrity of fish intestines is of critical
concern when considering the performance of aquaculture
feeds. Many studies have shown that enteritis events can
occur when carnivorous fish are fed feeds formulated with

high levels of plant-based proteins [17, 70-74]. A direct
consequence of enteritis is deterioration of feed utilization
and of the fish health status. The intestine is involved not
only in digestion and feed absorption, but also in water
and electrolyte balance, nutrient sensing, and immunity.
This functional diversity is currently being elucidated in
fish, and different histological and molecular approaches
are helping to understand the many vital functions con-
ducted along the gastrointestinal tract [46]. The general
organization and morphometric parameters of the intes-
tine, represented by villi size and the number of goblet
cells, are good indicators of the health and condition of
the fish intestinal mucosa: an increase of intestinal villi
size reflects an improvement of the exchange surface, of
the activity of the brush border enzymes and of the nutri-
ent transport systems, with positive effects on digestion
and absorption [75]. In addition, in rainbow trout (O.
mykiss) goblet cells regulate proteins or peptides as well as
ion and fluid transport, and also provide an effective im-
mune barrier against potentially pathogenic gut bacteria
[47, 76]. Furthermore, enhanced mucin production by in-
creased goblet cell populations physically displaces poten-
tially pathogenic organisms, a more diverse microbiota
leads to a thickening of the mucus layer, and this improves
gut microniches inhabited by these beneficial bacteria
[77]. In the present study, we demonstrate that European
seabass fed a diet containing low fish meal levels (FM5)
had an altered intestinal mucosa. These results are
consistent with other studies that showed a decrease in
villi height [39, 72, 78-80] and/or in the number of goblet
cells [38, 39] in fish fed the low FM diet. Incorporation of
hydrolysates at a relatively low inclusion rate (5%) in the
low FM formula (FM5) improved the histological
organization of the intestinal mucosa, with villi heights
close to those observed in the control group (FM20).
Moreover, the origin of the raw material used to manufac-
ture the hydrolysates, as well as their hydrolysis level,
seemed to be determining parameters for enhancing the
morphological development of the intestine. The different
specifications of the protein hydrolysates led to different
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Table 7 Functional enrichments related to the mixed hydrolysate diet (FM5 + 5% MH) as compared to the low FM diet (FM5)

Pathway ID Pathway description

Count in gene set False discovery rate

Biological Process (GO)

G0:0044281 small molecule metabolic process
GO:0044255 cellular lipid metabolic process
GO:0006629 lipid metabolic process

GO:0019637 organophosphate metabolic process
G0O:0044712 single-organism catabolic process

Molecular Function (GO)

GO:0003824 catalytic activity
GO:0004305 ethanolamine kinase activity
GO:0016491 oxidoreductase activity
GO:0048037 cofactor binding
GO:0050662 coenzyme binding

Cellular Component (GO)

GO:0005829 cytosol

G0O:0044444 cytoplasmic part

GO:0031988 membrane-bounded vesicle

GO:0070062 extracellular exosome

GO:0044421 extracellular region part
KEGG Pathways

1100 Metabolic pathways

100 Steroid biosynthesis

4975 Fat digestion and absorption

564 Glycerophospholipid metabolism

10 Glycolysis/Gluconeogenesis

47 129E-10
27 135E-08
30 2.85E-08
25 172607
26 212607
71 472608
4 471E-06
20 275605
13 275605
11 4.17E-05
49 548E-06
80 7.17E-06
49 127E-05
43 127E-05
50 2.76E-05
32 4.73E-09
4 0000973
5 0000973
6 000308

4 00473

responses of villi height, with a higher benefit from dietary
SH than TH, although MH performance lay in-between.
However, it is still unclear whether this improved response
was related to a dietary effect of SH on the intestinal mu-
cosa due to i) the higher intake of free amino acids, or ii) a
protective effect of the intestinal epithelium due to the
presence of bioactive peptides in the hydrolysate, or iii) a
modulation of the intestinal microbiota and/or of anti-
microbial peptides. These hypotheses are not mutually ex-
clusive. Although the mode of action of hydrolysates
remains to be elucidated, this study confirms that they are
beneficial for the fish intestine, as already observed in olive
flounder [39]. It also confirms the potential of hydroly-
sates for replacing FM in aquafeeds for carnivorous
species.

Impact of hydrolysate inclusion in a low FM diet on
intestine gene expression

The intestine is a complex organ because many meta-
bolic interactions take place inside it [49]. We analyzed
the differentially expressed genes from the intestinal mu-
cosa of European seabass fed different diets. Low FM

(FM5 diet) caused metabolic disturbances, and certain
metabolic pathways were modulated in link with dietary
inclusion of protein hydrolysates of different origins.
Dietary FM reduction (FM5 diet) impaired several intes-
tinal functions, i.e. nutrient transport, immune defense, gut
morphogenesis (Fig. 2). These transcriptomic results are
consistent with the lower performances recorded in sea
bass fed the FM5 diet throughout the zootechnical trial.
The different transcriptomic data analyses evidenced a
few discrepancies in sea bass responses depending on diet-
ary hydrolysate origin (Tables 8 and 9). The comparative
analysis of the two SH and TH protein hydrolysates con-
firmed that the sea bass intestinal transcriptomic response
seemed to be closely related to the biochemical properties
of each hydrolysate. Thus, based on GO term ana-
lysis, a higher proportion of genes (34.1% vs. 12.7%)
linked to hydrolases was differentially expressed in
sea bass fed the TH diet as compared to the SH diet
(Fig. 3). Interestingly, the regulated enzymes were not only
implied in peptide/protein degradation, as expected from
dietary protein hydrolysate inclusion, but also in carbohy-
drate degradation (malatase-gluco-amylase, aldolase B,
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Table 8 KEGG analysis of the top 5 pathways regulated by
hydrolysate-supplemented diets as compared to the low FM
diet (FM5)

TH diet Nb. of regulated genes
01100 Metabolic pathways 9
04974 Protein digestion and absorption 6
03010 Ribosome 3
04972 Pancreatic secretion 3

01120 Microbial metabolism in diverse environments

SH diet Nb. of regulated genes
01100 Metabolic pathways 9
04210 Apoptosis 5
04217 Necroptosis 4
05164 Influenza A 4

01110 Biosynthesis of secondary metabolites 3

MH diet Nb. of regulated genes
01100 Metabolic pathways 55
01110 Biosynthesis of secondary metabolites 28
01130 Biosynthesis of antibiotics 19
00100 Steroid biosynthesis 9
05166 HTLV-I infection 9

TH tilapia hydrolysate, SH shrimp hydrolysate, MH mixed hydrolysate
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glucose-6-phosphatase), and probably stimulate starch
degradation in the PBM fraction of diets (Table 4). These
differences in gene expression of intestinal hydrolases might
be explained by the different peptide compositions of tilapia
and shrimp hydrolysates. TH is mainly composed of
higher-molecular-weight peptides than SH, and also ex-
hibits higher peptide diversity than SH [40]. These
higher-molecular-weight peptides could require additional
hydrolysis by enterocyte enzymes, resulting in greater
mRNA synthesis from genes related to protein digestion
and absorption. On the contrary, GO terms of differentially
expressed genes involved in the immune response (6.8% vs.
23.6%) and in the response to stimuli (34% vs. 56.4%) were
less in sea bass fed the TH diet than in sea bass fed the SH
diet (Fig. 3). In particular, the SH diet induced the expres-
sion of lectin-related genes (Table 6), which protect the in-
testinal mucosa from pathogenic bacterial invasion [81].
These findings support the immunostimulating effect of
SH. SH is mainly composed of low-molecular-weight pep-
tides derived from the enzymatic cleavage of haemocyanin
[37], which has immunostimulatory properties used in the
treatment of cancers such as melanomas or in bioadjuvants
for vaccines [82—84]. In addition, peptides derived from
haemocyanin degradation are also known to exhibit other
bioactive properties such as responses to stressors, patho-
gens (bacteria and parasites) and antibacterial agents [85].
Marine protein hydrolysates have been reported to have in

Table 9 Ingenuity Pathway Analysis: main pathways impacted by hydrolysate-supplemented diets

TH diet versus FM5 diet

SH diet versus FM5 diet

MH diet versus FM5 diet

Top Canonical Pathways
(Name/p-value/Overlap)

Glycolysis 1/1.23E-03/8%

Gluconeogenesis 1/1.23E-03/8%

Glutamine Biosynthesis 1/2.08E-03/100%

FXR/RXR Activation/2.30E-03/2.4%

IL-17A Signalling in Fibroblasts/2.41E-03/
5.7%

Molecular and Cellular Functions
(Name/p-value/#Molecules)

Cell Morphology/2.27E-02 - 1.27E-05/9

Carbohydrate Metabolism/2.67E-02 - 6.33E-
05/9

Small Molecule Biochemistry/2.75E-02 -
6.33E-05/20

Amino Acid Metabolism/2.67E-02 - 2.76E-04/
4

Post-Translational Modification/1.24E-02 -
2.76E-04/2

Top Canonical Pathways
(Name/p-value/Overlap)

Role of Lipids/Lipid Rafts in the
Pathogenesis of Influenza/9.11E-04/9.1%

Glutamine Biosynthesis 1/2.04E-03/100%

Xanthine and Xanthosine Salvage/2.04E-03/
100%

Type I Diabetes Mellitus Signalling/2.20E-03/
24%

IL-17A Signalling in Fibroblasts/2.31E-03/
5.7%

Molecular and Cellular Functions
(Name/p-value/#Molecules)

Cell Death and Survival/1.73E-02 - 1.81E-05/
14

Cell-To-Cell Signalling and Interaction/1.62E-
02 - 2.68E-05/10

Cellular Development 1.72E-02 -/3.65E-05/15

Cellular Function and Maintenance/1.73E-02
- 3.65E-05/14

Cellular Growth and Proliferation/1.72E-02 -
3.65E-05/12

Top Canonical Pathways
(Name/p-value/Overlap)

Superpathway of Cholesterol
Biosynthesis/2.13E-17/42.9%

Cholesterol Biosynthesis 1/6.27E-16/
69.2%

Cholesterol Biosynthesis Il (via 24.25-
dihydrolanosterol) / 6.27E-16/69.2%

Cholesterol Biosynthesis llI
(via Desmosterol)/6.27E-/ 69.2%

Zymosterol Biosynthesis/1.48E-07/
66.7%

Molecular and Cellular Functions
(Name/p-value/#Molecules)

Lipid Metabolism/6.58E-03 - 2.66E-
14/79

Small Molecule Biochemistry/6.58E-
03 - 2.66E-14/106

Vitamin and Mineral Metabolism/
6.25E-03 - 1.96E-11/30

Molecular Transport/6.25E-03 - 3.02E-
10/74

Carbohydrate Metabolism/6.25E-03 -
1.60E-08/43

TH tilapia hydrolysate, SH shrimp hydrolysate, MH mixed hydrolysate, FM5 low fish meal diet
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vitro antibacterial [37, 40], antioxidant and/or immuno-
modulatory [86] functional properties. Our results seem to
confirm immuno-stimulatory effects (interferon, histocom-
patibility antigen, lectin, pentraxin or serum complement
system expression) at a transcriptomic level, as already ob-
served in several carnivorous fish fed diets containing the
same hydrolysates [32, 33, 38, 39, 87]. Moreover, hydroly-
sates down-regulated the expression of interferon-related
genes. In fish, genes linked to interferon are expressed dur-
ing viral infection [81], and in vertebrates, interferons are
also involved in intestinal homeostasis after infection [88].
These transcriptomic results confirm that dietary hydrolys-
ate supplementation has beneficial effects on the intestinal
mucosa.

String analysis did not evidence any GO term or meta-
bolic enrichment in diets containing hydrolysates of a
specific origin (shrimp or tilapia). This result is surpris-
ing given the marked difference in growth responses be-
tween sea bass fed the FM5 diet and sea bass fed diets
containing hydrolysates, as well as the positive response
of intestine histological organization in sea bass fed the
SH diet. For the SH diet, this may be due to the fact that
sea bass fed the FM5 diet did not show any histological
signs of severe enteritis or inflammation of the intestinal
mucosa; besides, there was no change at a molecular
level. Enteritis induces the regulation of a large number
of genes (apoptosis, proinflammatory, oxidative stress,
endocytosis, and cell migration) as already shown in a
study on the replacement of FM by soybean meal in At-
lantic salmon [48]. In our study, the physiological state
of the sea bass may not have been sufficiently altered to
induce a transcriptomic response taking into account
our filtering treatment (absolute fold change >1.4 and
P-adj <0.2). Hence, the low number of regulated genes
did not allow us to highlight any group of genes to
explain the phenotypic differences observed between
dietary treatments at a transcriptomic level.

On the contrary, in sea bass fed the diet containing
the mixed hydrolysate (MH diet), the much larger num-
ber of differentially regulated genes (270 as compared to
the FM5 diet) made it possible to carry out an enrich-
ment analysis with String both in GO terms and in
metabolic pathways. The analysis showed that the lipid
metabolism was strongly impacted, and acetyl-CoA ap-
peared to play a central role in this process. Interest-
ingly, the MH diet decreased cholesterol and long-chain
fatty acid metabolism (Table 5). Genes involved in
cholesterol and long-chain fatty acid metabolism were
overexpressed in Atlantic salmon fed protein diets
containing a high level of soybean meal [48]. On the
contrary, these two genes families were down-regulated
in European seabass fed the MH diet. Moreover, many
genes coding for apolipoprotein, which is involved in
lipid transport, were down-regulated in sea bass fed with
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the mixed hydrolysate. These results provide evidence
for a significant effect of the mixed hydrolysate diet on
lipid metabolism at the transcriptomic level. Such an
effect would deserve to be deeply investigated to under-
stand the phenotypic consequences (lipid utilization and
storage) of such gene responses to dietary protein
hydrolysate. It is worth noting that modulation of lipid
metabolism by dietary protein hydrolysates has
already been observed in turbot and mice, with a
beneficial effect on the reduction of visceral lipid ac-
cumulation [35, 89-91].

The MH diet also promoted European seabass health
status by regulating the same immuno-stimulatory
related genes as the TH and SH diets, but also by specif-
ically modulating the expression of specific genes, such
as H™? class I and class II histocompatibility antigen
genes, which were over-expressed (Table 6). Moreover,
the genes involved in the response to cellular damage
(glutathione peroxidase, DNA damage repair) were
under-expressed, which suggests an improvement of in-
testinal health and condition. Krél et al. demonstrated
that deregulation of the intestine (enteritis) induced the
overexpression of genes linked to the oxidative defenses
of epithelial cells [48]. A possible explanation for this
larger number of differentially regulated genes may be
that the combined hydrolysates provided a wider variety
of functional peptides, an important characteristic linked
to the performance of dietary protein hydrolysates [34].

Nevertheless, a focus could be performed further by
qPCR in order to target the major actors of the main
metabolic pathways highlighted by this study.

Restoring the intestinal transcriptomic profile of the high
FM diet with a low FM diet supplemented with protein
hydrolysates

Hydrolysate diets induced a similar pattern of gene
expression as the control diet (FM20), regardless of the
included hydrolysate. Compared to the FM20 diet, the
number of differentially regulated genes was very low for
all hydrolysate diets, with 6, 8, and 6 genes for the TH,
SH, and MH diets, respectively (Additional file 3). Once
again, regulated genes were specific to hydrolysate ori-
gin, so that no gene was regulated by all three TH, SH
and MH diets as compared to the FM20 group. Another
mechanism involved in the differences in gene regula-
tion between hydrolysate diets may be related to the
glycosylation types in the resulting peptide fragments.
The method used to generate these hydrolysates may
also influence the degree of conservation of the glyco-
sidic residues. Immune stimulation was more prominent
in sea bass fed with SH; in parallel, glycosylation
patterns conserved among plants and invertebrates have
been found to be immunogenic in vertebrates [92]. Fur-
ther work in the area of protein glycosylation may also
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be profitable and provide insights into this hypothesis.
Although it is difficult to conclude about the relation-
ship between regulated genes and the functional benefits
of the TH diet, our results show that the SH diet
down-regulated members of the GTPase IMAP family
(members 6, 7 and 8) related to immunity. This
highlights again the immunomodulatory effect of SH.
Regarding the MH diet, Acyl-CoA desaturase and
UDP-glucose 6-dehydrogenase were respectively over-
and under-expressed as compared to the FM20 diet.
Therefore the lipid and carbohydrate pathways were
modulated by this dietary treatment. Achieving the per-
formance of a diet rich in FM during grow-out is a key
point when dealing with low FM diets and alternative in-
gredients. In this study, the incorporation of 5% of
hydrolysate compensated for the metabolic disturbances
associated with the replacement of 15% of FM by a mix-
ture of plant proteins, as observed in European seabass
fed the FM5 diet. The intestinal transcriptomic response
confirmed the results obtained at the zootechnical and
gut histological levels, i.e. protein hydrolysates of aqua-
culture origin are valuable candidates to support FM
replacement without deteriorating the zootechnical and
functional performances of aquafeeds.

Conclusion

Within the global context of FM replacement in aqua-
culture feed formulation, evaluating the performance of
new raw materials has become a crucial economic stake
for aquafeed manufacturers. Although assessing the
zootechnical performances of new formulations remains
indispensable, the development of new protocols and
tools for molecular and biochemical investigations can
provide a more comprehensive view of the response of
animals to novel diets. We combined zootechnical and
transcriptomic approaches to evaluate the performances
of protein hydrolysates as surrogates of dietary FM in
European seabass. The reduction of the dietary FM level
from 20 to 5% significantly impaired growth perfor-
mances, intestinal histological organization, and induced
significant changes in the transcriptomic profile of the
intestine. By incorporating protein hydrolysate into the
low FM diet (FM5) restored European seabass perfor-
mances to a similar high level to those recorded with
the high FM diet (FM20). In addition, this study demon-
strates that the raw material used to manufacture
protein hydrolysate is an important determinant in the
transcriptomic response of fish.

Although the hydrolysates promoted the same
zootechnical performances, the transcriptomic response
of the intestine showed that genes and metabolic
pathways were modulated in a hydrolysate-dependent
manner. Moreover, including a combination of tilapia
and shrimp hydrolysates into European seabass feed
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regulated a higher number of genes than the independ-
ent hydrolysates. It would be interesting to assess
hydrolysate performances in fish grown under more
challenging conditions (high density, low oxygen, low/
high temperature,...) to check how these differences in
transcriptomic profiles are translated into phenotypic
responses. These results offer an interesting scenario for
the formulation of new high-performance feeds with a
low level of FM inclusion. The analysis of the transcrip-
tomic responses of liver and kidney sampled in the
present study will allow us to complete this work and to
better understand how metabolic pathways are modu-
lated by the replacement of FM by protein hydrolysates
in European seabass.

Additional files

Additional file 1: Diet formulation and proximal composition. FM5, 5%
fish meal diet; FM20, 20% fish meal diet; TH, tilapia hydrolysate diet; SH,
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the low fish meal control diet. Positive values indicate upregulation, and
negative values down regulation. FM5, 5% fish meal diet; FM20, 20% fish
meal diet; TH, tilapia hydrolysate diet; SH, shrimp hydrolysate diet; MH,
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3.2 Impact des hydrolysats de protéines sur la ré-
gulation transcriptomique du foie chez le bar

Les analyses d’expression différentielle réalisées a partir du transcriptome du foie
et présentées dans ce chapitre donneront lieu & une soumission dans une revue a co-
mité de lecture de rang A. Les échantillons de foie analysés lors de ces travaux sont
issus de l'essai conduit chez le bar européen dans les structures d’élevage de 'IRTA
(Espagne). Les résultats zootechniques déja présentés et discutés précédemment ne
seront pas mentionnés dans ce chapitre, qui se concentrera sur ’analyse de la ré-
ponse transcriptomique du foie chez le bar nourri avec différents régimes alimentaires

incorporant deux niveaux de FP et 3 hydrolysats de protéines différents.

Nous avons mené une analyse transcriptomique du foie des poissons ayant été
nourris avec des aliments pauvres en FP (FM5, témoin négatif) supplémentés avec
5% d’hydrolysats de protéines de différentes origines (tilapia, crevette et un mélange
des 2 produits) et comparé leur performance & un régime contenant 20% de FP
(FM20, témoin positif). Les 2 régimes témoins (FM5 et FM20) ont par ailleurs été
comparés deux a deux.

Dans un premier temps, la comparaison des témoins positifs (FM20) et négatifs
(FM5) permet de mettre en évidence les variations induites par la diminution de la
teneur en farine de poisson dans ’aliment. Dans un deuxiéme temps, la comparai-
son des régimes contenant des hydrolysats avec le témoin négatif permet d’étudier
I'impact de ’adjonction des hydrolysats et donc la capacité de ces derniers a com-
penser une carence en FP. Enfin, 'analyse différentielle des régimes contenant des
hydrolysats par rapport au régime riche en farine de poisson permet de comparer la
performance des hydrolysats avec un aliment « référence », c’est-a-dire de confronter

FP et hydrolysats.
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Concernant I'analyse bioinformatique des données, plusieurs filtrages ont été réa-
lisés a postériori de 'analyse différentielle, seuls les transcrits représentants plus de
1% des isoformes et dont les valeurs d’expression sont supérieures a 1 FPKM ont
été pris en compte. De plus, nous avons défini comme seuil de régulation un facteur

de variation supérieur & 2 et une p_adj inférieure & 0,1.

3.2.1 Séquencgage des échantillons

Le séquencage des échantillons de foie a été réalisé a la plateforme Sésame du
centre de lutte contre le cancer Francois Baclesse sur un séquenceur NextSeq 550
[lumina. Le transcriptome de novo du foie a été réalisé a partir de 36 échantillons (6
régimes alimentaires x 2 statuts sanitaires (poissons infectés ou non) x 3 réplicats)

et se compose de 20 870 transcrits.

3.2.2 Résultats

Etude quantitative du nombre de génes différentiellement exprimés.

Les nombres de transcrits DE totaux et annotés avec BlastX sont de 7 568 et
3 077 respectivement. L’analyse du nombre de transcrits DE donne une premiére
indication sur la proximité ou la divergence des profils d’expression des génes entre

les groupes de poissons nourris sur différents régimes alimentaires.

Le Tableau 23 présente le nombre de transcrits DE. Nous avons comparé les
résultats de I'expression différentielle obtenus avec le transcriptome de novo mais
également & partir du génome de référence du bar européen. La premiére ligne cor-
respond donc, avec les mémes conditions de filtrage, au nombre de transcrits DE
observés en utilisant le transcriptome extrait du génome de référence. La deuxiéme
ligne correspond au nombre de transcrits DE obtenus a partir du transcriptome de
novo et possédant une annotation BlastX. On constate que le nombre de transcrits
DE identifiés est beaucoup plus faible en utilisant le transcriptome extrait du génome
de référence. C’est pourquoi, la suite de I'exploitation des résultats de I'expression

différentielle a été réalisée uniquement & partir du transcriptome de nowvo.
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Tableau 23 — Nombre de transcrits différentiellement exprimés dans le foie renvoyant
une annotation BlastX. Filtrage : [FC| >2; p adj <0,1; FPKM >1; isoforme > 1%.
Abréviations : DE : différentiellement exprimé, FM5 et FM20 : 5% et 20% de farine
de poisson, TH : hydrolysat de tilapia, SH : hydrolysat de crevette, MH : mélange
d’hydrolysats.

FM5 FM20 TH SH MH

Geénes DE par rapport & FM5 (génome) - 199 49 25 328
Geénes DE par rapport & FM5 (de novo) - 1054 91 206 1352
Geénes DE par rapport & FM20 (de novo) 1054 - 1017 2315 19

La diminution de la teneur de FP (FM5 vs FM20) induit I'expression différentielle
de 1054 transcrits. Ce nombre est du méme ordre de grandeur que celui observé avec
le mélange d’hydrolysats (1352 transcrits). Seulement 19 transcrits sont DE entre
le régime incorporant le mélange d’hydrolysats et le régime riche en FP témoignant
des profils d’expression trés proches chez les poissons ayant été nourris avec ces deux
régimes alimentaires.

En revanche, les poissons ayant été nourris avec ’hydrolysat de tilapia ou de
crevette conservent des profils d’expressions plus proches de ceux ayant été nourris
avec le régime appauvri. En effet, le nombre de transcrits DE est plus faible lors
de la comparaison avec FM5 qu’avec FM20 avec 91 transcrits contre 1017 pour

I’hydrolysat de tilapia et 206 contre 2315 pour ’hydrolysat de crevette.

Cette premiére information montre que deux groupes se détachent en termes de
profils d’expression transcriptomique. Un premier groupe contenant le régime ap-
pauvri (FM5) et les régimes contenant 1’hydrolysat de tilapia (TH) et de crevette
(SH). Le deuxiéme groupe comprend le régime riche en farine de poisson (FM20) et

le mélange d’hydrolysats (MH).
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La figure 40 présente le nombre d’occurrences des identifications BlastX pour
les transcrits DE lors des comparaisons de l’ensemble des régimes avec le régime
appauvri (FM5) et riche en farine de poisson (FM20). La majorité des annotations
ne sont retrouvées que pour 1 ou 2 transcrits témoignant d’un faible nombre d’iso-
formes au sein des transcrits DE. Certaines annotations ont été retrouvées dans
de nombreux transcrits DE, c’est le cas notamment du complément C3 qui est re-
trouvé 81 et 218 fois lors des comparaisons entre FM5 et FM20 respectivement. Le
complement component C9 est également retrouvé 20 et 28 fois dans les transcrits

DE.
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FIGURE 40 — Nombre d’occurrence des annotations BlastX des transcrits différen-
tiellement exprimés lors des comparaisons de I’ensemble des régimes avec les régimes
appauvri (FM5) et riche (FM20) en farine de poisson.

Les séquences des transcrits ont été identifiées par comparaison avec les diffé-
rentes bases de données' et la Figure 41 présente la répartition des génes DE
lors de la supplémentation du régime appauvri FM5 avec 15% de farine de poisson
(FM20) ou 5% des différents hydrolysats (FH, SH et MH). Il s’agit d’une analyse sur
I'annotation BlastX des transcrits. Aussi, les doublons (isoformes) ont été suppri-
més. Les valeurs numériques correspondent donc au nombre de génes uniques DE.
Cette figure témoigne en quelque sorte de la capacité des différentes adjonctions

(+15% de farine ou +5% d’hydrolysat) a moduler I'expression des génes du foie.

1. Cf Annotation des transcrits page 118
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Seuls quelques génes DE sont communs aux différents régimes alimentaires. Qua-
torze génes sont mémes communs a tous les régimes alimentaires. Il s’agit de génes
codant pour Alpha-1l-antitrypsin homolog, Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate de-
hydrogenase, Fibrinogen beta chain, Fibrinogen gamma chain, Hemopexin, Inter-
alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2, Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B, Per-
iod circadian protein homolog 2, Phenylalanine-4-hydroxylase, Pleckstrin homology
domain-containing family F member 1, Serum amyloid A-1 protein, Translocation
protein SEC62, Ubiquitin-60S ribosomal protein 140 et Vitamin D 25-hydroxylase.

Une proportion importante des génes DE sont spécifiques au régime alimentaire
testé : 24,1% (214/887) pour le régime riche en farine de poisson, 32% (24/75)
pour hydrolysat de tilapia, 32,3% (53/164) pour ’hydrolysat de crevette et 38,9%
(436/1120) pour le mélange d’hydrolysats.

+5% tilapia +5% crevette

+15% farine : - +5% T+C

FIGURE 41 — Répartition des transcrits différentiellement exprimés par rapport au
régime pauvre en farine de poisson. Effets de I'ajout de 15% farine de poisson ou
de 5% des différents hydrolysats dans les aliments. Les chiffres correspondent a des
génes ayant une annotation BlastX unique.
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La Figure 42 présente la répartition des génes DE entre le régime riche en FP
(FM20) et les régimes contenant le mélange d’hydrolysats. Les résultats montrent
que 838, 1853 et 19 génes sont DE entre les régimes contenant ’hydrolysat de tilapia,
de crevette et le mélange respectivement, et le régime témoin riche en FP (FM20).
Sept génes DE sont communs aux trois régimes alimentaires contenant les hydroly-
sats. Il s’agit de génes codants pour 40S ribosomal protein 529, Coagulation factor X,
Complement C3, Fibrinogen beta chain, Fibrinogen gamma chain, Phenylalanine-4-
hydroxylase et Ubiquitin-60S ribosomal protein L40. Le grand nombre de génes DE
entre FM20 et les régimes contenant I’hydrolysat de tilapia et de crevette témoigne
d’une divergence dans les profils d’expression. En revanche, le trés faible nombre
de génes DE entre FM20 et le mélange d’hydrolysats montre que les deux régimes

alimentaires modulent 1’expression des génes du foie de maniére similaire.

Tilapia Crevette

Mélange

FIGURE 42 — Répartition des génes différentiellement exprimés lors de la compa-
raison des hydrolysats avec le régime riche en farine de poisson. Les chiffres corres-
pondent & des génes ayant une annotation BlastX unique.

De prime abord, le régime riche en FP et celui contenant le mélange d’hydrolysats
semblent avoir des profils d’expression trés similaires si ’on ne considére que le
nombre de génes différentiellement exprimés?. Néanmoins, la Figure 43 met en
évidence que 27,5% (244/887) des génes DE sont spécifiques au régime alimentaire
riche en FP et 42,6% (477/1120) au mélange d’hydrolysats lorsqu’on les compare au

2. Cf Tableau 23 page 211.



3.2. REGULATION TRANSCRIPTOMIQUE DU FOIE 215

régime apprauvri (FM5).

+15% FM +5% MH

FIGURE 43 — Répartition des génes différentiellement exprimés lors de 'ajout de 15%
farine de poisson ou de 5% du mélange d’hydrolysats. Les chiffres correspondent &
des génes ayant une annotation BlastX unique. FM : farine de poisson, MH : mélange
d’hydrolysats.

Ces résultats sur la répartition des génes DE permettent de mettre en évidence
la spécificité des profils d’expression du foie des poissons ayant été nourris avec les

différents régimes alimentaires.

Analyse des annotations GO

Une analyse d’enrichissement en annotations GO (composant cellulaire, fonction
moléculaire et fonction biologique) a été réalisée a partir de annotation fonction-
nelle des transcrits. Les résultats sont présentés en fonction de la représentativité
des transcrits DE pour chaque annotation GO. Cette derniére information est in-
téressante car elle permet de déterminer quelle est la part des transcrits DE par

rapport a 'ensemble des transcrits possédant la méme annotation GO.



216 CHAPITRE 3. RESULTATS ET DISCUSSION

Effet de la teneur en farine de poisson dans 1’aliment. IL’analyse d’enrichis-
sement des transcrits DE entre les poissons ayant été nourris avec les régimes FM5
et F'M20 montre qu’au niveau de l'annotation GO il y a majoritairement une aug-
mentation des transcripts DE associés aux membranes cellulaires, aux peptidases et

a 'immunité (Figure 44).

Fm5 vs FM20
0% 10% 20% 30% 40% 50%

Membrane attack pl 17
Pore pl 17
Extracellular space mEEEE——————— 124

Plasma membrane protein complex ee————————— 36
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Extracellular region part S——— 303
Membrane-enclosed lumen —— 65
Organelle lumen T 65
Intracellular organelle lumen I 64

Amino acid binding 13
Endopeptidase inhibitor activity 33
Peptidase inhibitor activity 83
Endopeptidase regulator activity 83
Peptidase regulator activity 88
Enzyme inhibitor activity 88
Carboxylic acid binding 24
Organic acid binding 24
Enzyme regulator activity 111
Cofactor binding a4

Complement activation, alternative pathway 63
Complement activation, classical pathway 70
Regulation of complement activation 13
Complement activation 75
Regulation of protein activation cascade 13
Protein activation cascade 76
Humoral immune response 76
Regulation of humoral immune response 14
Activation of immune response 86

Positive regulation of immune response 95

FIGURE 44 — Enrichissement en annotations GO, effet de la part de farine de poisson
dans I'aliment. Liste des 10 principaux enrichissements en GO terms observés entre
les transcrits DE des poissons ayant été nourris avec les régimes appauvri (FM5) et
riche (FM20) en farine de poisson. Les barres bleues correspondent aux composants
cellulaires, les barres vertes aux fonctions moléculaires et les barres oranges aux pro-
cessus biologiques. L’échelle correspond a la représentativité des annotations GO. Il
s’agit du ratio du nombre d’annotations GO des transcrits DE sur le nombre total de
transcrits possédant la méme annotation GO dans I’ensemble du transcriptome. Le
chiffre associé a la représentativité correspond au nombre de transcrits participants
a lenrichissement. P value <0,001.

Effet de 1’ajout d’hydrolysat de tilapia dans le régime appauvri en fa-
rine de poisson. Le faible nombre de génes DE entre le régime appauvri en FP
et I’hydrolysat de tilapia n’a pas permis de mener d’analyse d’enrichissements en

annotations GO.
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Effet de I’ajout d’hydrolysat de crevette dans le régime appauvri en farine
de poisson Malgré le faible nombre de transcrits DE entre le régime appauvri en
FP (FM5) et celui contenant de I'hydrolysat de crevette (SH), une analyse d’enri-
chissement en annotations GO a pu étre réalisée. L’analyse d’enrichissement montre
des similitudes avec la comparaison des témoins positif et négatif (Figure 45). En
effet, les génes DE liés aux peptidases sont également enrichis. En revanche, les
enrichissements en annotations GO des composants cellulaires et des processus bio-
logiques sont différents. Par exemple, nous n’avons pas observé d’enrichissement de

génes liés a I'immunité pour le régime contenant 1’hydrolysat de crevette.

FMS5 Vs SH
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FIGURE 45 — Enrichissement en annotations GO, effet de ’hydrolysat de crevette
dans l'aliment. Liste des 10 principaux enrichissements en annotations GO observés
entre les transcrits DE des poissons ayant été nourris avec le régime appauvri (FM5)
et celui contenant 1’hydrolysat de crevette (SH). Les barres bleues correspondent
aux composants cellulaires, les barres vertes aux fonctions moléculaires et les barres
oranges aux processus biologiques. L’échelle correspond a la représentativité des
annotations GO. Il s’agit du ratio du nombre d’annotations GO des transcrits DE
sur le nombre total de transcrits possédant la méme annotation GO dans I’ensemble
du transcriptome. Le chiffre associé a la représentativité correspond au nombre de
transcrits participants a l’enrichissement. P value <0,001.
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Effet de ’ajout du mélange d’hydrolysats de protéines dans le régime
appauvri en farine de poisson. [’analyse de I’enrichissement des annotations
GO des transcrits DE entre le régime appauvri en FP (FM5) et celui contenant le
mélange d’hydrolysats (MH) présente des similitudes avec I’analyse du régime riche
en FP (Figure 46). En effet, les génes DE associés aux peptidases (fonction molé-
culaire) et a 'immunité (processus biologique) sont également enrichis. En revanche,
seule I’annotation correspondant au composant cellulaire « Extracellular space » est

enrichie.

FMS5 Vs MH (Enrichment)
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Extracellular space 117

Endopeptidase inhibitor activity 77
Peptidase inhibitor activity 77

Endopeptidase regulator activity 77
Peptidase regulator activity 84

Enzyme inhibitor activity 82

Complement activation, alternative pathway 65
Complement activation, classical pathway 72
Complement activation 76
Humoral immune response 79
Protein activation cascade 76
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Positive regulation of immune response 96
Immune effector process a8
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FIGURE 46 — Enrichissement en annotations GO, effet du mélange d’hydrolysats.
Liste des 10 principaux enrichissements en annotations GO observés entre les trans-
crits DE des poissons ayant été nourris avec le régime appauvri (FM5) et celui
contenant le mélange d’hydrolysats (MH). Les barres bleues correspondent aux com-
posants cellulaires, les barres vertes aux fonctions moléculaires et les barres oranges
aux processus biologiques. L’échelle correspond a la représentativité des annotations
GO. 1l s’agit du ratio du nombre d’annotations GO des transcrits DE sur le nombre
total de transcrits possédant la méme annotation GO dans ’ensemble du transcrip-
tome. Le chiffre associé a la représentativité correspond au nombre de transcrits
participants a ’enrichissement. P value <1077.
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L’analyse des enrichissements en annotations GO est trés informative. Elle nous
permet de mettre en évidence que les génes liés au métabolisme protéique et & 1'im-
munité sont particuliérement régulés par les différents régimes alimentaires. C’est
pourquoi, la suite de ’analyse du transcriptome du hépatique s’est focalisée sur
I’analyse des voies métaboliques ainsi que sur les voies de signalisation liées a 1'im-

munité.

Impact des hydrolysats de protéines sur le métabolisme hépatique

Pour I'analyse de la modulation des voies métaboliques par les hydrolysats de
protéines, nous avons utilisé les annotations KEGG. La Figure 47 présente de
maniére schématique les voies métaboliques hépatiques régulées par 'ajout dans
'aliment de 15% de farine de poisson (FM20) ou 5% d’hydrolysat (TH, SH ou MH)

en comparaison au régime pauvre en FP (FM5).

(a) Ajout de 15% de farine poisson

(b) Ajout de 5% du mélange d’hydrolysats.

(c) Ajout de 5% d’hydrolysat de tilapia. (d) Ajout de 5% d’hydrolysat de crevette.

FIGURE 47 — Régulation des voies métaboliques hépatiques. Analyse des annotations
KEGG. Les voies métaboliques correspondantes aux génes régulés par 'ajout de
farine de poisson ou d’hydrolysat sont représentées en rouge.

De nombreuses voies métaboliques sont modulées par 'ajout de 15% de farine

de poisson (Figure 47a) et 'ajout de 5% du mélange d’hydrolysats (Figure 47b).
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En revanche, I'ajout d’hydrolysat de tilapia seul (Figure 47c) ou de crevette seul
(Figure 47d) ne modifie pas I’expression des génes du métabolisme hépatique. Nous
avons également comparé les trois régimes alimentaires contenant des hydrolysats
avec le régime témoin positif (FM20). Les résultats ne sont pas présentés car ils
n’apportent pas de nouvelles informations. En bref, il n’y a pas de voies métaboliques
régulées entre le témoin positif et le mélange d’hydrolysats et seuls trois transcrits
annotés codant pour la phenylalanine-4-hydroxylase, la myo-inositol-1-phosphate
synthase et I’acétyl-CoA carboxylase / biotine carboxylase 1 sont DE. En revanche,
le profil d’expression des génes des voies métaboliques hépatiques des poissons ayant
été nourris avec les régimes alimentaires contenant ’hydrolysat de crevette ou de

tilapia seuls est trés éloigné de celui du témoin positif.

Les voies métaboliques hépatiques majoritairement impactées par les régimes ali-
mentaires en comparaison au régime appauvri en FP (FM5) sont présentées Table
24. Quatre-vingt cinq génes liés au métabolisme hépatique sont DE entre le ré-
gime appauvri en FP (FM5) et le régime riche en FP (FM20). Ce nombre est de
5, 16 et 107 pour les régimes alimentaires incorporant les hydrolysats de tilapia,
de crevette et le mélange d’hydrolysats, respectivement. Nous avons observé une
grande similitude dans le profil d’expression des génes des voies métaboliques des
poissons nourris avec les régimes riche en FP (FM20) et le mélange d’hydrolysats.
En effet, ces derniers régulent tous les deux le métabolisme lipidique, protéique et
glucidique. Concernant les régimes supplémentés en hydrolysats de crevette et de
tilapia, le faible nombre de transcrits DE par voie métabolique rend l'interprétation

des résultats difficile.



Tableau 24 — Les 20 voies métaboliques hépatiques les plus modulées par les différents régimes alimentaires. Les listes sont basées sur
Iannotation KEGG des transcrits DE entre le controle négatif FM5 et les autres régimes alimentaires. Le chiffre correspond au nombre
de génes différentiellement exprimés.

G€

20% de farine de poisson

Hydrolysat de tilapia

Hydrolysat de crevette

Meélange d’hydrolysats

Metabolic pathways (85)

Biosynthesis of secondary metabolites (34)
Microbial metabolism in diverse environ-
ments (17)

Carbon metabolism (12)

Choline metabolism in cancer (9)

Purine metabolism (8)

Glycine, serine and threonine metabolism (7)
Cholesterol metabolism (7)

Pyruvate metabolism (6)
Glycerolipid metabolism (6)

Glycerophospholipid metabolism (6)

Arginine and proline metabolism (6)
Alanine, aspartate and glutamate metabo-
lism (6)

beta-Alanine metabolism (5)

Fatty acid metabolism (5)

Amino sugar and nucleotide sugar metabo-
lism (5)

Starch and sucrose metabolism (4)
Cysteine and methionine metabolism (4)
Tryptophan metabolism (4)

Propanoate metabolism (3)

Metabolic pathways (5)

Biosynthesis of secondary metabolites (1)
Alanine, aspartate and glutamate metabo-
lism (1)

Nitrogen metabolism (1)

Central carbon metabolism in cancer (1)
Phenylalanine metabolism (1)

Cysteine and methionine metabolism (1)
D-Glutamine and D-glutamate metabo-
lism (1)

Metabolic pathways (16)
Biosynthesis of secondary metabolites (6)
Cholesterol metabolism (2)

Riboflavin metabolism (2)

Glycine, serine and threonine metabolism (1)
Thiamine metabolism (1)

Cysteine and methionine metabolism (1)
Drug metabolism - cytochrome P450 (1)

Nicotinate and nicotinamide metabolism (1)
Metabolism of xenobiotics by cytochrome
P450 (1)

Microbial metabolism in diverse environ-
ments (1)

Retinol metabolism (1)

Ascorbate and aldarate metabolism (1)

Carbon metabolism (1)
Phosphonate and phosphinate metabolism
(1

Glutathione metabolism (1)

Sphingolipid metabolism (1)

Porphyrin and chlorophyll metabolism (1)
Arginine and proline metabolism (1)
Tryptophan metabolism (1)

Metabolic pathways (107)

Biosynthesis of secondary metabolites (34)
Microbial metabolism in diverse environ-
ments (20)

Carbon metabolism (15)

Purine metabolism (12)

Choline metabolism in cancer (11)
Glycerophospholipid metabolism (9)
Glycine, serine and threonine metabolism (8)

Cholesterol metabolism (8)
Pyruvate metabolism (7)

Inositol phosphate metabolism (6)

Tryptophan metabolism (6)
Pyrimidine metabolism (6)

beta-Alanine metabolism (6)

Drug metabolism - other enzymes (6)

Alanine, aspartate and glutamate metabo-
lism (5)

Fatty acid metabolism (5)

Starch and sucrose metabolism (5)
Propanoate metabolism (5)

Ascorbate and aldarate metabolism (4)
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Modulation des biomarqueurs de 'immunité par les hydrolysats de pro-

téines

Une analyse des données transcriptomiques avec le logiciel Ingenuity Pathway
Analysis a été réalisée sur les transcrits DE (Tableau 25). Ce logiciel permet de
mettre en évidence puis de quantifier ’activation et l'inhibition des voies métabo-
liques au moyen des facteurs de variation des transcrits DE, de leur annotation

Ensembl correspondante et d’une base de donnée bibliographique interne a Qiagen.

Tableau 25 — Liste des 10 principales voies de signalisation modulées par
les régimes alimentaires. Les transcrits différentiellement exprimés annotés ont
été analysés avec le logiciel Ingenuity Pathway Analysis. Une valeur de z-score po-
sitif témoigne d’une activation et une valeur négative d’une inhibition de la voie
métabolique. Abréviations : FM5 : 5% de farine de poisson. FM20 : 20% de farine
de poisson. SH : hydrolysat de crevette, MH : mélange d’hydrolysats.

FM5 vs FM20 z-score  -log(p-value) Ratio
Signaling by Rho Family GTPases 4.243 3.81 9.3%
Ephrin Receptor Signaling 39 5.77 12.6%
fMLP Signaling in Neutrophils 3.742 3.95 12.2%
CREB Signaling in Neurons 3.606 2.52 8.7%
IL-8 Signaling 3.606 1.58 7.1%
IL-3 Signaling 3.464 3.98 14.5%
HGF Signaling 3.464 3.18 11.3%
Leukocyte Extravasation Signaling 3.357 1.66 71%
NGF Signaling 3.317 2.08 9.2%
Thrombin Signaling 3.317 1.47 6.9%
RhoGDI Signaling -2.714 2.82 9.3%
PTEN Signaling -2.309 3.04 10.9%
Role of p14/p19ARF in Tumor Suppression -2 1.57 11.6%
FM5 vs SH

Intrinsic Prothrombin Activation Pathway -2.449 6.37 14.3%
LXR/RXR Activation -2.121 6.77 7.4%
FM5 vs MH

Ephrin Receptor Signaling 4.899 6.78 15.5%
Signaling by Rho Family GTPases 4.899 4.27 11.3%
IL-8 Signaling 4.69 4.73 12.7%
Actin Cytoskeleton Signaling 4.315 4.54 11.9%
Tec Kinase Signaling 4 3.46 11.8%
fMLP Signaling in Neutrophils 4 3.36 13.0%
ILK Signaling 3.9 3.06 10.7%
Integrin Signaling 3.78 5.28 12.8%
Rac Signaling 3.742 3.12 12.8%
Fcy Receptor-mediated Phagocytosis in Macro-  3.638 5.48 18.3%
phages and Monocytes

RhoGDI Signaling -3.9 5.22 13.9%
EIF2 Signaling -2.959 18.20 22.2%
LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function = -2.53 2.76 10.0%

PTEN Signaling -2.183 4.04 14.3%
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Les voies de signalisation ne sont pas modulées entre les poissons nourris avec
FM5 et ceux nourris avec 1’hydrolysat de tilapia.

Une inhibition des voies Intrinsic Prothrombin Activation Pathway et LXR/RXR
Activation a été observée pour les poissons ayant été nourris avec I’hydrolysat de cre-
vette. De plus, deux autres voies de signalisation sont modulées mais ne passent pas
le filtrage du z-score > |2|. Il s’agit des voies suivants : Coagulation System et Acute
Phase Response Signaling avec des z-scores de : -1,414 et -1,134 respectivement.

La diminution de la part de FP (FM5 vs FM20) entraine un grand nombre de
régulations des voies de signalisation. En effet, 114 sont activées et seulement 3 sont
inhibées.

La méme tendance est observée pour la comparaison entre le régime appauvri
en FP et le mélange d’hydrolysats (FM5 vs MH). Cent-vingt-et-une voies de signa-
lisation sont activées et seulement 4 sont inhibées. Il est intéressant de noter qu’en
comparaison au régime FM5, 98 voies sont communes entre les régimes FM20 et MH,
tandis que 19 et 27 voies sont spécifiques des régimes FM20 et MH respectivement.

Parmi les voies de signalisation communes activées, on retrouve de nombreuses
voies participant a 'immunité telles que I1.-8 Signaling, ILK Signaling, Fcy Receptor-
mediated Phagocytosis in Macrophages and Monocytes, IL-6 Signaling, RhoA Si-
gnaling, Chemokine Signaling, FLT3 Signaling in Hematopoietic Progenitor Cells,
ITL-3 Signaling, NF-xB Activation by Viruses, ERK/MAPK Signaling, Acute Mye-
loid Leukemia Signaling, Acute Phase Response Signaling, Thl Pathway, Role of
Pattern Recognition Receptors in Recognition of Bacteria and Viruses, Dendritic
Cell Maturation, IGF-1 Signaling, Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen
Species in Macrophages, NF-xB Signaling, 11.-22 Signaling, 11.-9 Signaling, Prolac-
tin Signaling, IL-1 Signaling, Role of NFAT in Regulation of the Immune Response,
LPS-stimulated MAPK Signaling et iCOS-iCOSL Signaling in T Helper Cells.

Discussion

Ces travaux s’inscrivent dans un projet visant & déterminer 'impact de la ré-
duction en FP et de I'incorporation d’hydrolysats de protéines sur la croissance et
la réponse des transcriptomes intestinal, hépatique et rénal chez le bar européen.

Pour rappel, lors de ’essai nutritionnel, nous avons démontré que ’ajout d’hydro-
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lysat dans le régime appauvri en FP (FM5) a permis d’atteindre des performances
de croissance et de survie du méme niveau que témoin positif riche en FP (FM20)
[Leduc et al., 2018]. Il est important de considérer ces résultats zootechniques pour

linterprétation des résultats des régulations transcriptomiques hépatiques.

Impact de la teneur en farine de poisson de I’aliment sur la réponse du
transcriptome hépatique. La diminution de la teneur en FP entraine une forte
modulation des niveaux d’expression des génes du foie. Fn effet, plus de milles génes
(Tableau 23 page 211 ), pour la plupart différents au regard du faible nombre d’iso-
formes (Figure 40 page 212), sont régulés. Nous avons observé en particulier que
les voies métaboliques nutritionnelles sont fortement modulées (Figure 47 page
219) que ce soient les voies du métabolisme des lipides, des protéines, des carbo-
hydrates ou associé aux bases nucléiques (Tableau 24 page 221). Cette modifica-
tion du métabolisme pourrait se traduire par des perturbations importantes dans
les apports cellulaires en nutriments et pourrait expliquer les différences de per-
formances zootechniques observées lors de 'essai nutritionnel mais également par
d’autres auteurs |Francis et al., 2001, Santigosa et al., 2011b, Estévez et al., 2011,
Ribeiro et al., 2014].

L’annotation fonctionnelle a également confirmé que I'immunité est au coeur des
régulations hépatiques. Le foie est un organe central dans la réponse immunitaire
chez les poissons car il joue un role majeur dans le maintien 1’homéostasie mais
également lors des infections [Wu et al., 2016]. Lors de nos analyses, nous avons ob-
servé une trés forte proportion de génes régulés, liés a 'immunité et en particulier
au systéme du complément. L’analyse avec le logiciel Ingenuity Pathway Analysis
nous a permis de mettre en évidence que de trés nombreuses voies de signalisation
était activées (Tableau 25 page 222). L’appauvrissement de la teneur en FP im-
pacte négativement la capacité de défense des poissons en réprimant les effecteurs
comme le complément mais également les cytokines et chimiokines responsables de
la migration et/ou de I'activation des cellules de 'immunité. Ces résultats sont inté-
ressants car ils mettent en évidence le lien direct entre la teneur en FP de ’aliment
et la santé des poissons et confirment les observations de Geay et al. (2011) sur la
modulation des génes de 'immunité chez le bar lors d'un remplacement partiel de

FP dans les aliments.
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Impact de ’origine des hydrolysats de protéines sur la réponse du trans-

criptome hépatique

Performances de I’hydrolysat de tilapia. L’ajout de 5% d’hydrolysat de
tilapia dans le régime pauvre en FP (FM5) entraine la régulation d’un faible nombre
de génes. Par conséquent, les analyses d’enrichissement en annotations GO et d’ac-
tivation ou inhibition des voies de signalisation n’ont pas pu étre menées. En effet,
I’ajout d’hydrolysat de tilapia dans FM)5 ne module pas profondément, comme cela
avait pu étre observé dans l'intestin, le transcriptome hépatique qui reste trés éloigné
de celui des poissons ayant été nourris avec un régime riche en farine de poisson.

L’absence d’activation des effecteurs de I'immunité pourrait étre due a4 une
immuno-stimulation moins importante de part 'origine et la composition de 1’hy-
drolysat de tilapia. En effet, cet hydrolysat est élaboré a partir de co-produits de
tilapia. Les peptides hydrolytiques qui le composent proviennent majoritairement du
collagéne [Robert et al., 2015]. Le collagéne est constitué d’'une répétition d’acides
aminés (Gly — X - Y),,. Nous avons déterminé lors de la premiére partie des travaux
de thése, que la diversité en peptides hydrolytiques est moins élevée dans I’hydrolysat
de tilapia que dans I'hydrolysat de crevette. L’alignement & ’aide du logiciel Blast
(https ://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) du collagéne montre qu’il s’agit d’une
protéine structurale trés conservée chez les téléostéens et il est fort probable que
de nombreux peptides provenant de I'hydrolysat de tilapia ne soient pas reconnus
comme du non-soi. Ces résultats montrent donc que ’hydrolysat de tilapia posséde
un plus faible pouvoir immuno-stimulant et que son procédé d’hydrolyse devrait étre

optimisé pour améliorer cette fonctionnalité.

Performances de I’hydrolysat de crevette. L’ajout de 5% d’hydrolysat
de co-produit de crevette dans le régime pauvre en FP (FM5) entraine la régula-
tion d’un nombre de génes plus important qu’avec I’hydrolysat de tilapia, ce qui a
permis de mener les analyses d’enrichissement en annotations GO et d’analyser les
voies de signalisation modulées par 'hydrolysat de crevette. Le métabolisme hépa-
tique nutritionel n’est également pas modifié par I’ajout de 'hydrolysat de crevette.
En revanche, I'expression des génes liés a la coagulation semble particuliérement

modulée par ’hydrolysat de crevette (Tableau 25 page 222). En effet, plus préci-
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sément, nous avons observé une répression des génes de Prothrombin, Fibrinogen
alpha chain et Fibrinogen gamma chain. Cette observation pourrait provenir de
lorigine de la matiére premiére composant ’hydrolysat de crevette. En effet, des ac-
tivités « heparin-like » ont déja été identifiés dans les tétes de crevettes L. vannamei
[Chavante et al., 2014|. Une activation des génes de la coagulation a également été
observée chez le bar eauropéen lors d’une inflammation du foie [Geay et al., 2011]
et pourrait mettre en lumiére les propriétés anti-inflammatoires de I’hydrolysat de

crevette.

Performances du mélange d’hydrolysats de protéines (crevette/tila-
pia). L’ajout de 5% d’un mélange d’hydrolysats de tilapia et de crevette (MH)
dans le régime appauvri en FP (FM5) entraine la régulation d’un grand nombre
de génes permettant ainsi de restaurer un profil transcriptomique hépatique trés
proche de celui de poissons ayant été nourris avec un régime riche en FP. En effet,
seul un trés faible nombre de génes est DE entre les régimes riche en FP (FM20) et
contenant le mélange d’hydrolysats (MH). L’ajout du mélange d’hydrolysats dans
le régime faible en FP semble donc avoir un effet positif sur I’ensemble des des
voies métaboliques (Tableau 24 page 221) mais également des voies de signalisa-
tion (Tableau 25 page 222). Comme observé précédemment lors de 'analyse du
transcriptome intestinal, I’effet modulateur du mélange d’hydrolysats ne serait pas
di a un effet additionnel des deux hydrolysats mais bel et bien a un effet spécifique
et synergique du mélange [Leduc et al., 2018].

Méme si les mécanismes sous-jacents restent inconnus, un apport plus varié en
peptides hydrolytiques pourrait expliquer les résultats observés avec le mélange. En
effet, 'importance de la diversité en petits peptides dans I'alimentation a déja été

démontrée par le passé |Espe et al., 1999, Liaset et al., 2000].

Conclusions. Dans un premier temps, ces travaux ont pu montrer et confirmer
que la réduction de la FP dans 'aliment destiné au bar européen entrainait une
modification importante de la réponse du transcriptome hépatique. Cette étude a
également permis de montrer que de nombreux génes exprimés dans le foie sont spé-
cifiquement régulés en fonction de l'origine de la matiére premiére composant 1'hy-

drolysat de protéines utilisé pour formuler ’aliment. De plus, ces résultats mettent
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en lumiére 'importance de I'origine du couple matiére premiére /procédé d’hydrolyse
dans la fonctionnalité du produit. Afin de mieux comprendre les mécanismes mis en
jeu, il serait intéressant d’étudier la régulation du transcriptome hépatique de facon
plus ciblée en analysant séparément les génes communs et spécifiquement DE par la
farine de poisson ou par le mélange d’hydrolysats.

A Tissue de 'essai zootechnique, il avait été montré que la supplémentation de
I’aliment pauvre en FP avec des hydrolysats de protéines avait permis de restaurer
les performances de croissance au méme niveau de celles enregistrés avec ’aliment a
forte teneur en FP, et ce, quelque soit l'origine de 1'hydrolysat. Dans ce chapitre, il
a pu étre montré que malgré les bonnes performances de croissance, il subsistait des
perturbations importantes du métabolisme hépatique chez les poissons nourris avec
les hydrolysats. Seule la supplémentation en mélange d’hydrolysats, se distinguant

par une richesse en peptides plus importante, a pu limiter les pertubations.
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4 Conclusion

Le remplacement des FP par des sources de protéines alternatives est devenu un
enjeu majeur pour le développement d’une aquaculture durable. Si aujourd’hui, les
FV représentent les meilleures candidats (notamment pour le marché européen) au
remplacement des FP, leur utilisation a de fort niveaux d’incorporation reste difficile
en raison de leurs conséquences négatives sur 'appétence, les performances nutri-
tionnelles et la santé des poissons carnivores. De nombreuses études ont été menées
ces derniéres années chez les poissons et la mise en place d’approches transcripto-
miques a permis de mettre en évidence les mécanismes mis en jeu ainsi que les voies
métaboliques perturbées par 'utilisation des F'V. Lors de notre étude menée chez le
bar européen, nous avons pu montrer que la diminution de la quantité de FP dans
I’aliment entrainait une diminution des performances de croissance et modifiait de
maniére importante le métabolisme du foie et dans une moindre mesure celui de
I'intestin, comme le montre la modification de ’expression de nombreux génes liés

au métabolisme nutritionnel et & 'immunité.

L’utilisation d’ingrédients fonctionnels est une stratégie aujourd’hui adoptée par
I'industrie aquacole pour contrecarrer les effets négatifs des FV. Certains ingrédients
sont utilisés pour améliorer 'appétence et d’autres plus spécifiquement la digestibi-
lité ou 'immunité. Les hydrolysats de protéines, qui font ’objet des travaux présentés
dans cette thése, pourraient rassembler les trois bénéfices mentionnés précédemment
et offrir aux fabricants d’aliments plus de flexibilité dans leur stratégie de formula-
tions. Le test de conditionnement alimentaire mené chez le bar & I'IRTA a permis
de confirmer que I'ajout de 5% d’hydrolysats de protéines dans un régime contenant
5% de FP permettait de restaurer des performances de croissance similaires a celle

d’un régime contentant 20% de FP, et ce, quelque soit l'origine des matiéres pre-
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miéres (tilapia ou crevette) utilisées pour la fabrication de I’hydrolysat. De méme,
les hydrolysats appliqués dans la formule a faible teneur en FP, et en particulier
I’hydrolysat de crevette, ont montré un effet positif sur le développement de ’épi-
thélium intestinal, dont ’organisation histologique avait été impactée négativement
par l'utilisation de FV. L’hydrolysat de crevette a en effet permis de compenser
les faiblesses du régime pauvre en FP et de dépasser les performances de ’aliment
controle a forte teneur en FP. L’hydrolysat de tilapia, s’il a permis d’améliorer les
marqueurs histologiques de l'intestin en comparaison au régime pauvre en FP, n’a
pas permis d’atteindre les performance du controle positif. L’aliment contenant le

mélange des 2 hydrolysats a, quant a lui, montré des résultats intermédiaires.

Si la répomnse zootechnique des poissons soumis aux différents hydrolysats est
proche, ce n’est pas le cas pour la réponse transcriptomique qui reste trés dépendante
de l'origine des hydrolysats.

Concernant la réponse du transcriptome intestinal, nous avons montré que la
combinaison de deux hydrolysats permettait de moduler un nombre de génes beau-
coup plus important que chacun des hydrolysats testés seuls. De plus, 'analyse des
voies métaboliques montre que 1’hydrolysat de tilapia semble impacter le métabo-
lisme des carbohydrates et d’absorption des nutriments tandis que ’hydrolysat de
crevette semble influencer les voies de I'immunité. Enfin, la combinaison des deux
produits a permis de combiner les bénéfices en modulant des génes du métabolisme
de I’absorption des nutriments, de 'immunité mais également du métabolisme des
lipides. Si I’ajout d’hydrolysat dans le régime pauvre en FP a permis de restaurer un
profil d’expression de génes de l'intestin trés comparable & celui des poissons nourris
avec un régime riche en FP, la réponse du profil d’expression des génes hépatiques
a été trés différente. Ainsi, les deux hydrolysats (crevette et tilapia) utilisés seuls
n’ont pas permis de compenser les fortes perturbations résultantes du remplacement
de la FP par des FV. En effet, 'ajout de 5% d’hydrolysat de tilapia seul ne mo-
difie pas le métabolisme ni les voies de signalisation du foie par rapport au régime
FMb5. L’hydrolysat de crevette seul ne modifie pas le métabolisme hépatique mais
semble présenter des propriétés anti-thrombiques qu’il faudra étudier plus en détail.
Enfin, le mélange d’hydrolysats permet de stimuler les fonctions métaboliques et

immunitaires en comparaison au régime pauvre en FP (FM5).
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Encore une fois, la combinaison des deux hydrolysats a semble-t-il permis de limi-
ter les impacts de la diminution de FP, ce qui confirme 'importance de la diversité
peptidique dans la performance d’un hydrolysat de protéines. Ces résultats ouvrent
la voie a de nouvelles investigations sur les mélanges hydrolysats dans le but de

développer des produits ayant des fonctionnalités définies.

Un objectif clé aujourd’hui annoncé en nutrition aquacole est le soutien de la
santé intestinale chez les poissons carnivores, notamment dans le contexte de réduc-
tion des FP dans les formules alimentaires. Une des données de sortie de ce travail
de thése étaient également de pouvoir définir une liste de génes candidats indica-
teurs de la performance des produits. Grace aux études présentées précédemment,
la disponibilité de données zootechniques, histologiques et moléculaires issues des
mémes poissons a permis de proposer une liste de génes indicateur de la santé intes-
tinale d’un poisson carnivore (Tableau 26). S’il n’a pas été possible de mettre en
évidence spécifiquement les génes impliqués dans le développement différentiel des
villi, analyse de 'expression différentielle des génes de la partie proximale de I'in-
testin a néanmoins permis de déterminer un certain nombre génes candidats. Nous
avons ainsi défini deux types de marqueurs. Les marqueurs « trés favorables » sont
des génes DE uniquement chez les poissons ayant été nourris avec le régime conte-
nant ’hydrolysat de crevette, c’est a dire le régime qui aboutissait & une taille des
villi significativement plus élevée que celle du controle positif riche en FP (FM20),
I'idée sous-jacente étant que les willi de plus grande taille permettent une absorp-
tion intestinale plus efficace. Les marqueurs « favorables » sont quant & eux des
génes DE chez les poissons présentant des hauteurs de wvilli équivalentes au controle
positif (FM20), et au mélange d’hydrolysats. Une étude par qPCR des variations
d’expression de ces génes candidats reste bien évidemment nécessaire pour valider

ces marqueurs.
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Tableau 26 — Biomarqueurs associés au développement de l'intestin

Marqueurs Trés Favorables

Hemoglobin subunit alpha-1 Activé

Probable ATP-dependent RNA helicase DHX58 Inhibé
Ran GTPase-activating protein 1 Inhibé
Tubulointerstitial nephritis antigen-like Inhibé

Marqueurs Favorables
CMP-N-acetylneuraminate-beta-galactosamide-alpha-2,3-sialyltransferase 2 Activé

Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 5 Activé
Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 6 Activé
Fucolectin Activé

Fucolectin-1 Activé

Glycerol kinase Active

Hemoglobin subunit alpha Activé

Persulfide dioxygenase ETHE1, mitochondrial Active
Pyridoxine-5’-phosphate oxidase Activé

Serum amyloid P-component Activé
Sodium-dependent neutral amino acid transporter B(0)AT1 Activé
Sodium-dependent phosphate transport protein 2B Active
Solute carrier family 13 member 5 Activé

Sushi domain-containing protein 2 Activé

Tumor necrosis factor ligand superfamily member 10 Activé
Very long-chain acyl-CoA synthetase Activé

Actin, cytoplasmic 2 Inhibé

Apolipoprotein A-IV Inhibé

Calpain-1 catalytic subunit Inhibé

Cerebellar degeneration-related protein 2 Inhibé

DNA damage-inducible transcript 4-like protein Inhibé
Farnesyl pyrophosphate synthase Inhibé
GREBI1-like protein Inhibé

Insulin-like growth factor-binding protein 1 Inhibé
Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating] Inhibé
Perilipin-2 Inhibé

Purine nucleoside phosphorylase Inhibé
Serine/threonine-protein kinase Sgkl Inhibé
Transcription factor jun-B Inhibé

Les résultats précédents obtenus sur les prélévements d’intestin et de foie de bars
nourris avec des aliments & faible teneur en FP devront étre complétés par 'analyse
des données de survie du challenge bactérien menée en fin d’essai de conditionnement
alimentaire & I'IRTA, ainsi que par la réponse des transcriptomes du foie et du rein,
en ciblant plus spécifiquement la réponse immunitaire des poissons. L’analyse de la
réponse du microbiote intestinal dans les études sur la performance des ingrédients
alternatifs aux farines de poisson est un domaine qui mériterait également d’étre

investigué.
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Conclusions générales et perspectives

Les hydrolysats de protéines issus des co-produits de la péche et de I'aquacul-
ture font partie des ingrédients a fort potentiel nutritionnel pour 'alimentation des
poissons et des crevettes d’élevage. 1ls représentent également des sources riches en
peptides bioactifs, et de ce fait, sont attractifs pour les industries agroalimentaires,
cosmétiques et pharmaceutiques. De plus, ils ont I'avantage d’avoir un impact ré-
duit sur ’environnement en permettant la valorisation de co-produits et en réduisant
la dépendance de I'aquaculture vis-a-vis des FP. Néanmoins, bien que trés étudiés
par la communauté scientifique du point de vue de leurs qualités nutritionnelles et
de leurs bioactivités, les hydrolysats de co-produits restent des mélanges complexes
dont la composition est difficile & appréhender, si bien que les mécanismes a l’origine

des performances in vivo restent mal élucidés.

L’objectif de cette thése était ciblé sur le développement d’outils de caractéri-
sation des hydrolysats de protéines d’origine aquatique et de leur performance chez
le poisson. L’application de ce travail de thése concerne le développement d’ingré-
dients fonctionnels qui contribueront au remplacement total ou partiel des FP dans
les aliments destinés aux poissons carnivores. Ce travail thése a été conduit dans le
cadre d’un partenariat entre 'UMR BOREA de I'Université de Caen et la société
Diana Aqua appartenant au groupe Symrise, avec une Convention Industrielle de
Formation par la REcherche (CIFRE) de I’Association Nationale pour la Recherche

Technologique.
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1.1 De nouveaux outils pour mesurer la performance

des hydrolysats de protéines

Pour mener a bien ces travaux de thése et apporter des réponses concrétes aux
questions posées, des outils méthodologiques, des matériels et des logiciels ont été
développés en amont. Une attention particuliére a été apportée afin que ces nouveaux

outils soient conviviaux dans leur mise en place et leur utilisation.

La caractérisation structurale des hydrolysats de protéines. Il est néces-
saire de connaitre les spécifications structurales des hydrolysats de protéines pour
pouvoir les valoriser au mieux et ce, pour n’importe quel domaine d’application. En
effet, leurs propriétés nutritionnelles et bioactives restent dépendantes de la com-
position du mélange en peptides (richesse et diversité). Au cours de ces travaux de
thése, nous avons développé plusieurs outils destinés a la caractérisation structurale

des hydrolysats de protéines.

Le premier de ces outils consiste en une normalisation, en amont des tests d’ana-
lyse quantitatifs et fonctionnels, de la teneur en peptides issus d’hydrolysats pou-
vant présenter des formes galéniques différentes (poudre, concentré, liquide). Cet
outil pourrait étre complété par la définition d’une unité relative & la quantité de
peptides dans un échantillon d’hydrolysat qui s’exprimerait en Unité Spectropho-
tométrique d’Hydrolysat (USH). Une unité USH serait équivalente a la teneur en
peptides un volume d’un litre d’hydrolysat ayant pour absorbance 1 unité a 214
nm. A titre d’exemple, le seuil d’activité de I'’hydrolysat de crevette est inférieur
a 1,5 mUSH (moins de 1,5 ml d’échantillon normalisé & 1UA) et la détermination
du profil de masse moléculaire par ESI-MS a été réalisée avec 50 mUSH (50 ml de
I’échantillon normalisé & 1UA). Pour la caractérisation du profil peptidique qua-
litatif et quantitatif des hydrolysats, nous avons mis au point une méthodologie
permettant la caractérisation de la composition en peptides par la combinaison de
méthodes HPLC (HPLSEC) et de spectrométrie de masse (ESI-MS) et, ainsi auto-
risé la comparaison d’hydrolysats de protéines d’origine différente. La disponibilité

de cet outil ouvre de nouvelles perspectives dans le développement et 'optimisation
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d’hydrolysats de protéine grace a une maitrise plus fine des conditions d’hydrolyse
et de leurs impacts sur les spécifications du produit fini. Il permettra également de
mieux corréler les propriétés structurales de I’hydrolysat de protéines et les proprié-
tés fonctionnelles (in vitro et in vivo), de controler la standardisation des lots issus
de production industrielle ainsi que de caractériser des hydrolysats de protéines issus

d’autres sociétés.

L’étude des propriétés fonctionnelles des hydrolysats de protéines reste un chal-
lenge important compte tenu du nombre de variables impliquées : espéce, physiologie
ou age des poissons, matiére premiére composant les aliments et conditions d’éle-
vage. En plus de la quantité et la diversité des peptides, il est intéressant de pouvoir
caractériser les peptides qui composent les hydrolysats de protéines dans le but
de les classifier comme peptides bioactifs ou potentiellement bioactifs. L’identifica-
tion compléte des peptides a été tentée pour deux hydrolysats différents de krill mais
cette étude reste encore complexe et fastidieuse en raison du couplage de 3 méthodes
d’analyses assez lourdes a mettre en place en raison de la disponibilité limitée des
équipements, du cott élevé des analyses et de la hautre technicité de ’analyse des
données. I’une des solutions envisagées pour simplifier ce type d’analyses serait le
couplage de la détermination du profil de masses moléculaires de I’hydrolysat par
LC-ESI-MS (iQual) et I'identification des peptides par LC-ESI-MS/MS. En effet, la
plateforme de spectrométrie de masse PROTEOGEN de I’Université de Caen sera
trés prochainement doté d’un spectrométre de masse de derniére génération (tim-
sTOFT M, Bruker Daltonics). Cet équipement permettra de conduire des analyses
quantitatives qui seront & méme, au moins de quantifier des peptides d’intérét (ex :
peptide hydrolytique myotrope KNPEQ identifié lors de ces travaux de thése), au

mieux d’identifier tous les peptides d’un hydrolysat.

La caractérisation fonctionnelle des hydrolysats de protéines. La carac-
térisation de la performance des ingrédients fonctionnels et plus particuliérement
des hydrolysats de protéines n’a fait 'objet que de trés peu d’études chez le pois-
son. Pourtant, il est important de mieux appréhender les mécanismes d’action des
hydrolysats dans le but d’en optimiser les performances par la modulation des spé-

cifications, notamment des profils peptidiques.
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Au cours de cette thése, nous avons développé un outil puissant, performant et
peu colteux pour mesurer la contraction in vitro de l'intestin de bar sous I'effet
de peptides myotropes. Si la mesure des contractions a ’aide d’un capteur de force
était déja en place au sein du laboratoire, nous avons néanmoins apporté beaucoup
d’améliorations a cette méthode dans le but de standardiser les mesures et de faciliter
l’acquisition des données, grace au développement, en partenariat avec le Docteur
Jimmy Rangama du laboratoire CIMAP & Caen, d’un nouvel outil. Il s’agit d’un
micro-controleur Arduino couplé a un logiciel de visualisation des mesures en temps
réel. Cet outil permet d’avoir rapidement une appréciation objective du type d’effet
des molécules testées sur 'intestin et du seuil d’activité. Ce test fonctionnel nous
a permis de mettre en évidence, lors d’une série d’essais de screening sur plusieurs
hydrolysats de protéines, que I'origine de la matiére premiére (krill, crevettes, pois-
son, calamar) utilisé dans la fabrication de I’hydrolysat conditionne le type d’effet
observé (myotrope ou myosuppresseur). Cette méthode de screening rapide a permis
de sélectionner deux hydrolysats aux activités myotropes différentes pour la phase
de test chez le bar européen qui a également permis de confirmer l'activité myo-
trope de ’hydrolysat de crevette. La mise en ceuvre de techniques de peptidomique
a permis d’identifier dans cet hydrolysat de crevette un peptide unique KNPEQ
dont 'activité myotrope a été confirmée par le test fonctionnel sur intestin de bar. Il
conviendra notamment de poursuivre les études sur ce peptide KNPEQ pour déter-
miner la capacité de ce peptide & accélérer le transit intestinal des poissons, lorsqu’il
est incorporé a des régimes alimentaires et déterminer s’il peut apporter un bénéfice

supplémentaire en terme de croissance et d’efficacité alimentaire.

Le systéme de mesure des contractions musculaires, développé au cours de ces
travaux de thése sur l'intestin de bar européen, est transposable a d’autres types
de molécules (phéromones, polluants, médicaments) et sur d’autres modéles comme
les mollusques ou les petits mammiféres, par exemple. Ce systéme est dés a présent
utilisé par le personnel du laboratoire pour mener a bien des expériences d’identi-
fication de peptides bioactifs chez la seiche Sepia officinalis et chez 'huitre creuse

Magallana gigas.
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Le développement des analyses transcriptomiques haut débit comme le RNA-seq
Illumina ouvre la voie & une exploitation plus approfondie des réponses physiolo-
giques lors des tests de conditionnement alimentaire. La baisse des coiits analytiques,
couplée a la multiplication des outils et plateformes d’analyses, rendent aujourd’hui
accessible ces études aux acteurs non académiques. Toutefois, I'interprétation des
résultats avec des outils bioinformatiques reste cotiteuse en temps, en infrastruc-
ture et requiert des compétences techniques élevées. Les études transcriptomiques
requiérent I'utilisation de controles biologiques pour garantir la robustesse du proto-
cole expérimental. Dans le cadre de 'essai IRTA réalisé chez le bar européen, nous
avons pu inclure des régimes de controle pauvres et riche en FP. Bien que les com-
paraisons de données issues des aliments tests versus les aliments controle soient
trés chronophages, ces analyses ont permis & la fois de positionner les performances
zootechniques des hydrolysats mais également de s’assurer que les modifications
d’expression des génes associées aux hydrolysats débouchaient réellement sur un ef-
fet bénéfique sur les performances de ’animal. Enfin, les résultats issus de la réponse
des transcriptomes intestinal et hépatique chez le bar devraient déboucher sur I’éla-
boration d’une puce & ADN virtuelle qui se focaliserait uniquement sur certaines
fonctions particuliéres (immunité, nutrition protéique, nutrition lipidique, nutrition
énergétique, inflammation, santé intestinale, ...). Cette puce virtuelle serait alors
utilisée pour analyser la performance d’ingrédients chez le bar et en déterminer les
effets fonctionnels voire les mécanismes d’action. Pour ce faire, il reste notamment
a poursuivre et simplifier ’analyse bioinformatique des données. Ainsi, nous souhai-
tons encore améliorer le traitement des données en utilisant I'interface web de la suite

logiciel Trinity : Trinotate Web (https ://tri-notate.github.io/ Trinotate Web.html).
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Trinotate Web est une interface graphique de visualisation des résultats comme
les paramétres de qualité de séquencage et de construction des transcriptomes, d’an-
notation fonctionnelle et d’expression différentielle (Figure 48). Elle est gratuite,
tout comme le logiciel Trinity, et s’installe sur tout ordinateur équipé de Linux.
Trinotate Web est beaucoup plus convivial et didactique car il s’utilise sur le méme
modéle qu’une navigation sur un site internet. Nous ’avons testé avec le jeu de
données issues des analyses RNA-seq de l'intestin et, méme si le programme est

encore en développement, il participe déja a rendre plus accessibles aux biologistes

les analyses transcriptomiques.
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FIGURE 48 — Apercu des fenétres de Trinotate Web.

Standardisation de la caractérisation des hydrolysats de protéines. Le
développement et la disponibilité des différents outils présentés ci-dessus devraient
permettre de définir de nouveaux standards d’analyses spécifiques aux hydrolysats
de protéines, intégrant les paramétres structuraux (quantité, diversité) mais éga-
lement 'identification des peptides (Figure 49). En effet, il n’existe aujourd’hui
aucune analyse normée permettant de caractériser les hydrolysats de protéines. Tou-
tefois, pour des entreprises privées, la difficulté réside dans 'accés aux plateformes
d’analyses qualifiées pour mener ce type d’analyse en routine, ainsi qu’aux outils de
bioinformatique. La mise en place de normes permettrait d’améliorer la standardi-
sation et la performance des hydrolysats de protéines et, également, d’apporter plus

de clarté sur le marché de ces ingrédients fonctionnels.
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FIGURE 49 — Différentes étapes standardisées de la caractérisation structurale com-
pléte d'un hydrolysat de protéine.

1.2 Les hydrolysats de protéines ont-ils des proprié-
tés permettant d’envisager la limitation de 'uti-

lisation des farines de poisson ?

C’est fort des différents outils et méthodologies développés durant cette thése
que nous avons tenté par différentes approches de répondre & cette question : [les
hydrolysats de protéines sont-ils de bons candidats pour le remplacement de la FP
dans les aliments destinés aux poissons carnivores ?

Ecologiquement et éthiquement, la réponse est oui, car la diminution de la pres-
sion exercée sur les espéces fourrages est nécessaire. En effet, il n’est plus concevable
de continuer & puiser dans les ressources halieutiques pour nourrir des poissons
d’élevage. La société change et il est fort probable que 'impact écologique de la
production d’espéces animales d’élevage devienne dans les prochaines années une
limitation au développement économique des filiéres les moins propres. Les hydro-
lysats de protéines sont fabriqués & partir de co-produits issus de la transformation
des produits de la péche et de 1‘aquaculture, qui sont généralement destinés a la
production de produits a faible valeur ajoutée (farines, engrais, ...). Dans ce sens,
leur empreinte écologique est trés faible.

Economiquement, la réponse est oui, car créer de la valeur a partir de matiéres
premiéres peu ou mal utilisées sera profondément ancrée dans le XXI®™€ siécle. Les
enjeux écologiques de développement durable et d’écologie industrielle seront les
nouveaux leviers du développement économique de I'aquaculture de demain.

Nutritionnellement, la réponse est oui, car les performances zootechniques enre-

gistrés sur des poissons nourris avec des hydrolysats sont comparables voire supé-
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rieures a celles observées avec un régime riche en FP. En effet, la composition en
peptides (quantité, diversité) et la présence de peptides bioactifs dans les hydrolysats
apportent un bénéfice nutritionnel (digestion, activité myotrope) et santé (immu-
nostimulation, santé digestive). L’identification du peptide myotrope KNPEQ issu
du clivage de I’hémocyanine de crevette pose d’ailleurs de nouvelles questions sur
les applications potentielles de peptide au niveau de 'organisme et notamment sa
capacité a controler le transit intestinal des poissons pour rechercher une meilleure

prise alimentaire et utilisation de I’aliment.

Il reste encore de nombreuses études & mener sur 'optimisation de la formula-
tion des régimes alimentaires incorporant des hydrolysats de protéines Les résultats
seraient-ils les mémes avec des hydrolysats plus ou moins hydrolysés ou l'origine
des co-produits est-elle la clé de la performance? En effet, 'utilisation, dans un
aliment pauvre en FP, d'un mélange d’hydrolysats de co-produits issus de deux ori-
gines différentes a permis de se rapprocher du profil d’expression de poissons nourris
avec un régime riche en FP. Ces résultats questionnent sur le(s) mécanisme(s) de la
performance des hydrolysats et ouvrent également la voie & de nombreuses études
sur les mélanges hydrolysats. Il serait notamment intéressant de travailler sur la
modulation des profils peptidiques du mélange d’hydrolysat pour identifier le(s) pa-
ramétre(s) responsable(s) de leurs performances : taille, richesse et abondance des
peptides. Cela pourrait également permettre de définir un niveau minimum en pep-
tides (caractérisés par leur origine et taille) a apporter dans les formules alimentaires

pour garantir des performances élevées.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette thése concernent le bar européen de-
vront également étre confirmées sur d’autres espéces de poissons carnivores d’intérét

aquacole comme les salmonidés.

Enfin, les hydrolysats de protéines ne pouvant étre utilisés comme seule source de
protéines, il serait intéressant de combiner ces derniers avec des sources de protéines

alternatives durables comme les farines d’insecte.
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Résumé

L’aquaculture est en pleine expansion et fournit aujourd’hui la moitié des produits aquatiques destinés & la consom-
mation humaine. Elle constitue ainsi un secteur clé pour le maintien et ’amélioration de la sécurité alimentaire dans le
monde. Le développement de I’aquaculture est étroitement lié & celui des formules alimentaires. Ces derniéres années,
la part des farines de poisson dans la formulation des aliments a particuliérement diminué au profit des farines d’ori-
gine végétale pour répondre aux nombreuses contraintes économiques et environnementales. Néanmoins, ces matiéres
premiéres sont moins adaptées aux besoins nutritionnels des poissons carnivores et leur utilisation peut entrainer une
baisse des performances de croissance et d’efficacité alimentaire. L’ajout d’additifs et d’ingrédients fonctionnels devient
alors indispensable. Les hydrolysats protéiques issus des co-produits de la péche et de 'aquaculture sont des ingrédients
a fort potentiel appétence, nutritionnel et bioactif. Ces ingrédients sont des mélanges complexes riches en peptides hy-
drolytiques et en acides aminés libres, mais dont la composition varie en fonction de ’origine de la matiére premiére et
des paramétres d’hydrolyse appliqués lors de leur fabrication. Au cours de ces travaux de thése, nous avons développé
et mis en pratique des outils permettant d’approfondir la caractérisation structurale et les propriétés fonctionnelles
des hydrolysats de protéines. Dans un premier temps, nous avons développé une méthode analytique basée sur une
normalisation des échantillons suivie d’une détermination de I’abondance et de la richesse en peptides par chroma-
tographie d’exclusion stérique et chromatographie liquide couplée & la spéctrométrie de masse de type electro-spray,
respectivement. Les résultats présentés sous forme d’un diagramme 2D permettant de classer et comparer facilement
les hydrolysats de protéines de forme galénique, d’origine et de process différents. Nous avons également développé un
outil in wvitro sur l'intestin de bar européen, Dicentrarchus labrax, permettant de déterminer les activités myotropes
des hydrolysats. Nous avons pu notamment démontrer que ’hydrolysat de crevettes posséde une plus forte activité
myotrope que les hydrolysats de poissons et que cette activité est portée par un pentapeptide KNPEQ clivé a partir
de I’hémocyanine lors du process d’hydrolyse appliqué sur les co-produits de crevette. Enfin, dans un second temps,
un conditionnement alimentaire de 65 jours a été conduit chez le bar européen nourri avec un aliment pauvre en farine
de poisson supplémenté en hydrolysat de différentes origines et couplé & une analyse d’expression génique (approche
en RNA-Seq Illumina). Cette étude a permis de montrer que les hydrolysats de protéines appliqués sur un aliment
faible en farine de poisson (5%) sont capables de restaurer des performances de croissance équivalentes & celles d’un
régime contenant 20% de farine de poisson mais qu’ils portent par ailleurs des propriétés fonctionnelles spécifiques.
Il a également été montré que le mélange des deux hydrolysats permet de moduler les transcriptomes intestinal et
hépatique de facon plus profonde que lorsque que les hydrolysats sont utilisés séparément. Ces résultats confirment
I'intérét des hydrolysats de protéines pour la formulation d’aliment & faible teneur en farines de poisson et apportent
de nouveaux outils de caractérisation de ces ingrédients complexes, qui seront utiles pour leur optimisation et leur
standardisation ainsi que pour la compréhension de leurs mécanismes d’action chez les poissons.

By-product hydrolysates for aquafeed : structural standardization and functional optimization.

Abstract
Aquaculture is a key sector for supporting and improving the food security worldwide. The global production of farmed
fish and shrimp has grown dramatically over the past decades and now contributes to half of the aquatic products
intended for human consumption. Aquaculture will require feeds to support its growth but availability of some raw ma-
terials such as fish meal are limited. The use of fish meal in aquafeed has particularly declined in favor of plant protein
sources to fit with economic and environmental constraints. But plant proteins do not meet perfectly the nutritional
requirements of carnivorous fish and their utilization often results in lower growth and feed performances. Protein
hydrolysates manufactured from fishing and aquaculture co-products are ingredients with a high palatable, nutritional
and bioactive potential. They are rich in hydrolytic peptides and free amino acids, but they are complex mixtures
whose composition could vary according to raw material origin and hydrolysis parameters. During this PhD study, we
developed and implemented tools to further characterize the structure and functional properties hydrolysates. On a
first step, we developed a fast methodological tool based on sample standardization, followed by the determination of
the abundance and richness of peptides using size exclusion chromatography and liquid chromatography coupled to
electro-spray mass spectrometry, respectively. We merged the results into a 2D diagram that made it easy to classify
and compare hydrolysates having different galenic, origin and process. We also developed a tool on isolated intestine
from European seabass (Dicentrarchus labraz) to rank protein hydrolysates according to their myotropic property.
We demonstrated that shrimp hydrolysate showed a higher myotropic activity than fish hydrolysates and that this
activity was carried by a unique pentapeptide KNPEQ produced by the enzymatic clivage of haemocyanin during the
hydrolysis process applied on shrimp co-products. On a second step, a 65-day feeding trial was conducted in European
seabass fed a low fish meal diet supplemented with protein hydrolysates of different origin, and coupled to a study
of the intestine and liver transcriptomic response (Illumina RNA sequencing). It has been shown that protein hydro-
lysates included in a low fish meal diet (5%) restored growth performances to the same level than a diet containing
20% of fishmeal, and that they exhibited very specific functional properties. These results showed that a mixture of
two hydrolysates impacted more deeply the intestine and liver transcriptomes than hydrolysate tested alone. This
phD study confirmed that protein hydrolysates are very interesting candidates for formulating low fish meal feed and
offer new tools for characterizing such complex ingredients, which will be useful to optimize and standardize protein
hydrolysate while understanding their mechanisms of action in fish.

Mots clés : Pisciculture, Hydrolysat protéique, Transcriptomique, Peptidomique, Dicentrarchus labrax, Perfor-
mances de croissance, Physiologie digestive.
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