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INTRODUCTION
GENERALE






A T'échelle mondiale, la consommation des produits aquatiques est en hausse depuis les
années 1960. Cette forte progression s’explique notamment par le fait que les produits
aquatiques, en particulier les poissons, sont des sources importantes de protéines, de lipides
(richesse en oméga 3 des poissons gras et faible teneur en cholestérol), de minéraux, et de
vitamines, tous essentiels pour 1’équilibre nutritionnel et la santé de ’homme (Martinie-
Cousty and Prévot-Madere, 2017; Médale et al., 2003).

Grace a I’accroissement de sa production d’environ 7,5 % par an, I’aquaculture aide a
répondre a la demande croissante des produits et joue un réle fondamental dans la sécurité
alimentaire mondiale (FAO, 2020).

En France, la consommation moyenne annuelle de poissons est passée de 19,1 kg (poids
vif) en 1999 a 23,6 kg par habitant en 2015 (FranceAgriMer, 2019). L’aquaculture fournit
10 % de ces poissons, mais seulement 1,73 %, soit moins de 500 g par an de cette
consommation provient de la pisciculture francaise (Martinie-Cousty and Prévot-Madere,
2017). Ainsi, afin de réduire les importations et d’augmenter la part de ses produits sur le
marché national et international, la pisciculture francaise doit davantage accroitre sa
production tout en respectant les conditions de durabilité économique, environnementale et
sociale (Aubin et al., 2010; Valenti et al., 2018). Pour développer ses activités, le secteur
aquacole peut néanmoins compter sur 1’exploitation de 1’une de ses espéces phares élevée en
eau douce, la truite arc-en-ciel, dont la France est le troisieme producteur européen (CIPA,
2020).

La truite arc-en-ciel, Oncorhynchus mykiss, fait partie des especes de téléostéens (famille
des salmonidés) dont 1’¢levage intensif est le mieux maitrisé en France. Ce qui intéresse le
pisciculteur chez la truite, ce sont ses performances, y compris sa forte croissance continue
liée en partie au maintien d’une hyperplasie musculaire, sa résistance aux maladies et son
efficience alimentaire, du stade d’alevin au stade d’adulte mature (Davidson et al., 2014;
Jalabert and Fostier, 2010). Quant aux consommateurs, ils apprécient le goft, le prix
accessible par rapport au saumon et les divers produits dérivés de la truite. La truite se vend
en effet sous différentes formes (enticre, éviscérée, découpée ou transformée) et a différentes
tailles, notamment la taille portion (250-300 g) ; la grande taille (1-2 kg), qui sert le plus
souvent a la production des pavés, darnes ou filets de truite ; et la trés grande taille (> 2,5 kg)
dont la majeure partie de la production sert a produire des filets de truite fumée. En plus de la
chair, les ceufs de truite sont également commercialisés pour la consommation (CIPA, 2020).

La production de truites de grandes tailles domine aujourd’hui le marché francais pour

satisfaire la forte demande notamment en filets fumés. Les poissons destinés a ce marché sont
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pour la plupart des monosexes femelles triploides, qui ne présentent pas de maturation
sexuelle. Parallelement, des femelles diploides sont élevées jusqu’a la maturation sexuelle
afin de répondre a la demande en ceufs de truite. Malheureusement, bien qu’atteignant une
grande taille, la valorisation de ces poissons est rendue difficile par I’altération de la qualité
des filets aprés 1’ovulation. En effet, la maturation sexuelle provoque notamment une
détérioration de la structure et de la composition du muscle, partie majoritairement valorisée
des poissons.

Alors qu’il y a un intérét réel a réutiliser les poissons post-ponte pour é€largir 1’offre de
truites de grandes tailles, les connaissances biologiques se rapportant a la récupération
musculaire aprés 1’ovulation sont pratiquement inexistantes. Toutefois, des pratiques
empiriques suggerent que la qualité des filets peut progressivement se rétablir apres la ponte,
mais cette restauration de la qualité n’a pas encore été objectivée. De plus, les évenements
histologiques associés a la reconstruction du muscle et au rétablissement de la qualité de la
chair ne sont pas connus, tout comme les mécanismes moléculaires et cellulaires mobilisés
dans cette restauration. C’est dans ce contexte qu’est né le projet de recherche QualiPostOv
financé par le FEAMP, qui vise I’optimisation de la qualité de la chair de grande truite arc-en-
ciel apreés I’ovulation. Ce projet encourage notamment I’innovation dans les pratiques des
entreprises aquacoles, qui permettrait de satisfaire la demande croissante des consommateurs
en produits variés (ceufs et filets). De plus, ce projet, en rendant la production piscicole
efficiente (plus de produits valorisables a partir des mémes ressources), répond aussi aux
objectifs d’amélioration de la compétitivité des entreprises aquacoles francaises sur les
marchés.

Dans cette these, il est supposé que « la détérioration de la qualité de la chair liée a la
maturation sexuelle chez la truite est suivie d’'une phase de restauration et de croissance du
muscle suffisamment prononcée pour rétablir ses propriétés technologiques et
organoleptiques, le rendant compatible avec la transformation et la consommation ».

Ce travail a pour objectif principal de décrire et comprendre 1'évolution de la qualité apres
I’ovulation.

Une série d’analyses a été effectuée a différentes échelles d’observation pour traiter la
question de la restauration post-ponte :

@) échelle macroscopique. Cette premicre €tude expérimentale a été consacrée a

décrire 1’évolution de la qualité¢ des truites jusqu’a 33 semaines apres la ponte

(chapitre 1 des résultats) ;
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(i1) échelle microscopique. Cette seconde étude a porté sur la description de 1’évolution

des tissus du muscle (chapitre 2 des résultats) ;

(iii))  échelle moléculaire. Cette troisieme étude expérimentale a porté sur la description

du transcriptome musculaire (chapitre 3 des résultats).

Dans la premicre partie de la theése (revue bibliographique), sont présentées les
connaissances essentielles relatives au muscle axial chez les poissons (chapitre 1), la qualité
des poissons (chapitre 2) et les effets de la maturation sexuelle sur la qualité des poissons
(chapitre 3). La seconde partie de la thése présente les résultats des études expérimentales
réalisées. Dans la troisieéme et derniére partie de la thése, la mise en parallele des résultats pris
aux différentes échelles d’observation a permis de décrire et comprendre 1’évolution post-

ponte de la qualité.







PARTIE I : REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE






1. LE MUSCLE SQUELETTIQUE DES POISSONS TELEOSTEENS: STRUCTURE,
FORMATION ET CROISSANCE

Le tronc des poissons téléostéens est composé principalement de muscles divisés en deux
moitiés latérales soutenues par le squelette axial et les arétes. Chaque moitié de masse
musculaire située de chaque c6té du poisson constitue le filet consommable. Avec une
proportion de 40 a 60 %, le muscle squelettique axial représente la principale masse
corporelle (Alami-Durante and Rescan, 2003) et la partie majoritairement consommée des
poissons. La fonction du muscle est a la fois d’assurer la locomotion et le métabolisme
énergétique des poissons (Collignon et al., 1984). Le muscle squelettique des téléostéens, tout
comme celui des animaux terrestres, est un organe composite : il contient, outre les fibres
musculaires, du tissu conjonctif, du tissu adipeux, du tissu vasculaire et du tissu nerveux
(Listrat et al., 2015). Cette synthése mettra plutot I’accent sur les composantes qui jouent un
role primordial dans le déterminisme de la qualité de la chair des poissons (cf. chapitre 2), a

savoir les fibres musculaires et les tissus conjonctifs et adipeux.

1.1 Le muscle squelettique des téléostéens

1.1.1 Organisation globale

Le muscle squelettique des poissons est constitué majoritairement de fibres musculaires et
de tissu conjonctif. Groupées en faisceaux et paralleles a I’axe longitudinal du poisson, les
fibres musculaires forment les myomeres (ou myotomes), structures emboitées les unes dans
les autres et séparées par des gaines de tissu conjonctif de quelques millimétres d'épaisseur
appelées myoseptes (ou myocommes). Les myoseptes soutiennent les faisceaux musculaires
et les relient au squelette et a la peau du poisson. Ils jouent le role de tendons chez les
poissons, en transmettant au squelette la force produite par la contraction du muscle axial
(Rescan, 2019). Le muscle de poisson, ayant conservé 1’organisation métamérique des
somites, présente une succession linéaire de myomeres séparés par le myosepte (Kimmel et
al., 1995). L’organisation des myomeres chez les poissons "ronds" comme la truite et le
saumon ressemble, au stade commercial, a un W sur un filet (Figure 1A). La visualisation de
I’organisation globale des trois principaux tissus qui composent le muscle, a savoir les tissus
musculaires, conjonctifs, et adipeux, est quant a elle possible sur une darne obtenue par coupe

transversale du poisson (Figure 1B) (Listrat et al., 2015).
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Figure 1: Schéma de I’organisation macroscopique de la musculature du poisson. A-
Filet de poisson (saumon) en coupe longitudinale, coté peau, permettant de visualiser la forme
en W des myomeres. B- Darne de poisson (truite) permettant de visualiser 1’organisation

macroscopique des tissus musculaires, conjonctifs, et adipeux (adapté de Jérome Bugeon).




Une autre caractéristique du muscle des poissons est la séparation anatomique, a 1'échelle
macroscopique, des types de muscles présents dans chaque myomere, a savoir un muscle
blanc majoritaire et un muscle rouge superficiel (appelé aussi muscle sombre ou brun chez les
poissons marins). Chez certaines espéces comme la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss),
le bar (Dicentrarchus labrax) ou la carpe commune (Cyprinus carpio), on distingue un
muscle rose intermédiaire (Fauconneau et al., 1995; Johnston et al., 2011; Listrat et al., 2016).
La classification de ces types de muscle se fait en fonction des propriétés des fibres
musculaires qui les composent a savoir leur vitesse de contraction, leur métabolisme, leur
morphologie, l'expression de leurs protéines contractiles spécifiques et méme leur type
d'innervation (Johnston, 1982). Le muscle de poisson contient également des adipocytes entre

les fibres musculaires, en particulier dans le muscle rouge.

Réticulum
sarcoplasmigue

Actine Myosine \‘-

mnm:‘,ﬂ“m M}’nﬁhnll:

PO L AN 5 G 0

Figure 2 : Organisation générale d’un muscle squelettique (Listrat et al., 2015).

1.1.2 Les différents tissus du muscle squelettique des téléostéens

1.1.2.1 Les fibres musculaires

A Déchelle microscopique, les fibres musculaires sont des cellules plurinucléées
fusiformes, qui se présentent en coupe transversale chez les téléostéens sous forme
polyédrique, avec des noyaux en périphérie. La taille des fibres musculaires augmente avec la
croissance des poissons aussi bien en diametre qu’en longueur (Alami-Durante et al., 2010).
La fibre musculaire comprend un cytoplasme (sarcoplasme des fibres musculaires), qui est
délimité par une membrane plasmique appelée sarcolemme. Le sarcoplasme contient, en plus

des noyaux, des myofibrilles qui occupent la quasi-totalit¢é du volume intracellulaire, des




mitochondries et d’autres organites cellulaires. Le sarcoplasme contient également des
granules de glycogene et de nombreuses protéines solubles dont les enzymes impliqués dans
le métabolisme énergétique.

Les myofibrilles sont constituées de plus petites sous-unités : les myofilaments, qui
composent principalement le sarcomere, unité contractile de la fibre musculaire (Figure 2).
On distingue les myofilaments fins et épais, qui sont composés majoritairement de protéines
que sont respectivement 1’actine et la myosine (Fauconneau et al., 1995; Sénger and Stoiber,
2001). A T’échelle microscopique, 1’organisation caractéristique de ces filaments donne au
muscle son aspect strié. Les myofilaments fins sont également composés de protéines
régulatrices de la contraction musculaire, les troponines et les tropomyosines, disposées bout
a bout le long des chaines d'actine. Quant aux myofilaments épais, ils contiennent un
assemblage de molécules de myosine, dont 1’activité ATPasique catalyse la dégradation de
I'ATP (Adénosine TriPhosphate) en ADP (Adénosine DiPhosphate) et fournit I'énergie
nécessaire a la contraction musculaire (Listrat et al., 2015).

Les fibres musculaires de poisson peuvent étre classées sur la base de leurs propriétés
contractiles, leurs propriétés métaboliques et leurs caractéristiques morphométriques, ce qui
permet de distinguer les types de muscles (Alami-Durante et al., 2010; Alami-Durante and

Rescan, 2003).

» Les muscles blanc et rouge

La musculature du poisson est constituée a 90 % de muscle blanc. Le muscle est également
constitué d’un tissu sombre de couleur brune ou rougeatre appelé muscle rouge. Le muscle
rouge (dont la quantité est inférieure a 10 % de la musculature du poisson, a 1’exception de
certaines especes de thon (Médale et al., 2003)), est localisé sous la peau du poisson, le long
de la ligne latérale tandis que le muscle blanc, plus profond, est séparé du muscle rouge par du
tissu conjonctif. Il existe des différences de composition biochimique, de métabolisme, de
fonction et d’organisation entre ces deux types de muscles.

Le muscle blanc est constitué de fibres musculaires a vitesse de contraction rapide
(myosines rapides). Avec des fibres riches en enzymes impliquées dans les voies de la
glycolyse (aldolase, énolase, lactate déshydrogénase LDH), le métabolisme du muscle blanc
est de type glycolytique (anaérobie), et il est impliqué dans les mouvements ou déplacements
rapides et transitoires tels que la fuite (Alami-Durante et al., 2010). Le muscle blanc est

également appelé muscle blanc rapide. Le muscle rouge, fortement vascularisé, est quant a

lui constitué de fibres musculaires a vitesse de contraction lente (myosines lentes), qui




contiennent plus de mitochondries que le muscle blanc. Les fibres musculaires rouges sont
surtout riches en enzymes mitochondriales (citrate synthase CS, cytochrome c oxydase,
succinate déshydrogénase SDH, NADH Diaphorase...). Le muscle rouge a un métabolisme
oxydatif (aérobie) et est impliqué dans les mouvements ou déplacements de nage courante
(Sdanger and Stoiber, 2001). Le muscle rouge est également appelé muscle rouge lent (Alami-
Durante et al., 2010; Fauconneau et al., 1995; Johnston et al., 2011). Le sarcoplasme des
fibres du muscle rouge (fibres rouges ou lentes) contient des teneurs élevées de myoglobine,
laquelle est responsable de la couleur brune de ce muscle (Sianger and Stoiber, 2001).

Au stade adulte, au sein de la masse musculaire, les fibres rouges sont de tailles
homogenes et relativement petites (25-45um en section transversale (Sdnger and Stoiber,
2001)) tandis que les fibres blanches (ou fibres rapides) ont une taille plus importante et
moins homogene (Fauconneau et al., 1995). Au sein du muscle blanc, se cotoient en général
des fibres de tailles variées (environ 10 a 200 pm de diametre) conférant une structure

N

"mosaique" a ce muscle (Figure 3) (Listrat et al., 2015; Rowlerson and Veggetti, 2001).

» Le muscle rose

Chez certaines especes de poissons, on distingue un troisieme type de fibres musculaires :
les fibres roses ou fibres rouges rapides (Sdnger and Stoiber, 2001). Ces fibres forment le
muscle rose, localisé entre le muscle rouge et le muscle blanc. Les fibres du muscle rose ont
des propriétés intermédiaires entre les fibres rouges et les fibres blanches, a la fois pour le
métabolisme énergétique et les caractéristiques contractiles. Ces fibres sont recrutées pour
soutenir la nage a vitesse modérée (Fauconneau et al., 1995). La quantité relative du muscle
rose intermédiaire différe selon l'espéce de poisson et selon le stade de développement. Chez
la carpe, les fibres roses représentent environ 10 % du volume du myotome, ce qui fait que
ces fibres sont légerement plus nombreuses que les fibres rouges (Sénger and Stoiber, 2001).
La taille des fibres du muscle rose est intermédiaire entre les tailles des fibres rouges et celles

des fibres blanches.
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Figure 3 : Organisation microscopique des muscles rouge et blanc de poisson (Jérome

Bugeon, communication personnelle).




Au total, on retrouve trois types de muscles chez la plupart des téléostéens. Ces muscles
ont des propriétés métaboliques et contractiles distinctes et exercent des fonctions spécifiques
au sein de la musculature. Les caractéristiques contractiles des fibres musculaires dépendent
principalement des isoformes de chaines de myosine présentes au sein des filaments épais,
tandis que leurs propriétés métaboliques dépendent des principales enzymes métaboliques.
Ces propriétés présentent cependant une certaine plasticité tout au long du cycle de vie des
poissons, en réponse a des facteurs extrinseques tels que les conditions environnementales,
mais aussi intrinséques comme les besoins de migration et du frai (Johnston et al., 2011;
Sénger and Stoiber, 2001). Par exemple, selon le type de besoin, un muscle peut passer d’un
métabolisme anaérobie a un phénotype plus aérobie ou inversement (Kiessling et al., 1995;

Miller et al., 2009).

1.1.2.2 Les tissus conjonctifs et adipeux

Les tissus conjonctifs intramusculaires sont distribués a trois niveaux dans le muscle :
I’endomysium, qui enveloppe chaque fibre musculaire individuelle, constitue le premier
niveau ; le périmysium, qui délimite les faisceaux de fibres musculaires, constitue le second
niveau. Le troisiéme niveau est constitué par le myosepte, qui sépare les myomeres et
s’apparente a I’épimysium des animaux terrestres (Figure 2 & Figure 3) (Listrat et al., 2015).

Le tissu conjonctif est constitué de fibroblastes et de matrice extracellulaire, dont le
collagéne est 1'un des principaux constituants (Bretaud et al., 2019). Comme chez les
mammiféres, les collagénes de type I et V prédominent dans le tissu conjonctif
intramusculaire des poissons (Sato et al., 1989). Le collagéne joue un rdle avéré dans le
déterminisme de la qualité de la chair (Hatae et al., 1986; Sato et al., 1986).

Le tissu adipeux intramusculaire, troisieme importante composante du filet de poisson, est
quant a lui composé de cellules spécialisées appelées adipocytes. Les adipocytes sont
principalement localisés dans les myoseptes du muscle. Les adipocytes sont également
présents dans le périmysium et I'endomysium, mais dans une moindre proportion que celle
des myoseptes. Des gouttelettes lipidiques sont également situées au sein du sarcoplasme des
fibres, surtout du muscle rouge (Zhou et al., 1996). La teneur en lipides intramusculaires est
trés variable entre especes (cf. § 2.1.1 du chapitre 2). Chez les poissons, ou la séparation
anatomique des muscles constitue un modele particulier, il a été montré que le muscle rouge
est plus gras que le muscle blanc en raison de quantités supérieures d’adipocytes dans le

périmysium, ainsi que de gouttelettes lipidiques dans les fibres (Listrat et al., 2015).




1.2 Myogenese chez les téléostéens - développement et croissance du muscle

squelettique

1.2.1 Généralités

Les événements fondamentaux de la myogenése décrits chez les amniotes (oiseaux,
mammiferes...), a savoir la prolifération, la migration, la sortie du cycle cellulaire, la
différenciation et la fusion, sont également retrouvés chez les téléostéens (Figure 4). Les
téléostéens présentent néanmoins certaines particularités dans la chronologie de ces
évenements et dans la spécification des progéniteurs myogéniques (Rossi and Messina, 2014).
La myogenese est en effet initiée a un stade de développement plus précoce chez les
embryons de poissons que chez les amniotes (Johnston et al., 2011). Comme chez tous les
vertébrés, les muscles squelettiques des poissons proviennent des somites formés a partir de la
segmentation récurrente du mésoderme paraxial le long de I’axe antéro-postérieur (Rescan,
2008, 2010; Stellabotte et al., 2007). De plus, des genes homologues aux quatre facteurs de
régulation transcriptionnelle qui déclenchent la myogenese, a savoir MyoD, Myf5, MYOG et
MRF4/herculin/myf6, initialement identifiés chez la souris (Buckingham and Relaix, 2007),
ont aussi été identifiés chez les téléostéens (Rescan, 2001). Les facteurs MyoD et Myf5 sont
responsables de 1'engagement des cellules somitiques dans la lignée musculaire, tandis que la
myogénine (MYOG) et MRF4 contrdlent DI'initiation et le maintien du programme de
différenciation terminale des fibres musculaires (Figure 4). D’autres facteurs de transcription
sont également connus pour réguler le développement du muscle des poissons (Figure 4) et
ont été largement décrits chez les téléostéens (Amali et al., 2004; Garcia de la serrana et al.,
2014; Rossi and Messina, 2014; Seger et al., 2011; Ticho et al., 1996; Vélez et al., 2017,
2016). Pax3 et Pax7 en particulier, sont des marqueurs de détermination myogénique,
exprimés par le dermomyotome embryonnaire des vertébrés. En outre, Pax7 est exprimé par
les cellules souches musculaires (cellules satellites) des vertébrés et est requis pour la
régénération musculaire chez les vertébrés.

La myogenese est un processus a trois phases chez les téléostéens. Le muscle qui se forme
des le début du développement embryonnaire, connait une croissance continue jusqu’au stade
adulte du poisson. Au cours du développement embryonnaire, différentes populations de
progéniteurs musculaires occupant différents territoires du somite, forment le muscle lent
embryonnaire, le muscle rapide embryonnaire et le dermomyotome. Ce dermomyotome sera a
I’origine des cellules myogéniques qui interviendront dans la myogenese stratifice et

mosaique.
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Figure 4 : Schéma décrivant les principaux événements de la myogenese dans le muscle

squelettique des téléostéens (Johnston, 2006).
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Figure 5 : Mouvements et destin des cellules myogéniques du somite en vue dorsale (la
ligne médiane est a droite). A- Les cellules adaxiales (rouges) migrent latéralement et
deviennent des fibres musculaires lentes superficielles. Les cellules postérieures (bleu)
forment les fibres rapides profondes et les cellules du bord antérieur (vert) se déplacent
latéralement, devenant des cellules externes exprimant Pax3/7. B- Certaines cellules externes
sont libérées ensuite vers l'intérieur du myotome pour former des fibres rapides latérales
(Stellabotte et al., 2007).




1.2.2 Formation embryonnaire du muscle : myogenése primaire

La formation du myotome embryonnaire débute avec la différenciation des cellules
adaxiales du somite (Figure 5A). Ces cellules somitiques contigués a la notochorde,
expriment en premier le facteur de régulation myogénique primaire MyoD en réponse au
signal Hedgehog (Shh) produit par la notochorde, et Myf5 (Coutelle et al., 2001; Hinits et al.,
2009; Rescan, 2008; Weinberg et al.,, 1996). Les cellules adaxiales expriment ensuite la
myogénine et MRF4 ainsi que des protéines contractiles de type lent (chaine lourde de
myosine lente), puis se déplacent radialement vers la surface externe du somite pour former
les fibres lentes superficielles (Devoto et al., 1996). En parall¢le, les cellules postérieures
du somite, vont exprimer a leur tour les facteurs MyoD et Myf5 indépendamment du signal
Shh, puis la myogénine et MRF4 ainsi que des protéines de type rapide (Figure 5A), et vont
former les fibres rapides profondes (Coutelle et al., 2001; Rescan, 2008, 2019; Stellabotte et
al., 2007; Weinberg et al., 1996).

Au cours de la myogenése embryonnaire, 1’on assiste également a la formation d’un
épithélium externe qui recouvre le myotome embryonnaire (Figure 5A) (Devoto et al.,
2006). Cet épithélium externe est formé a I’issue du déplacement latéral des cellules
indifférenciées, originaires de la portion antérieure du somite (Stellabotte et al., 2007), et
n’exprimant pas les facteurs de régulation myogénique mais plutdt les facteurs Pax3 et Pax7
(Rescan, 2008, 2019), qui marquent les précurseurs myogéniques (Devoto et al., 2006). La
moitié antérieure du somite du poisson ne contribue donc pas a la formation du myotome
embryonnaire précoce, mais fournit plutdt des progéniteurs myogéniques nécessaires aux
phases ultérieures de la myogenese.

L’épithélium recouvrant le myotome embryonnaire des téléostéens est assimilé au
dermomyotome des amniotes (Devoto et al., 2006). En effet, le dermomyotome des
téléostéens et celui des amniotes ont en commun leur position superficielle dans le somite et
les expressions des genes promyogéniques Pax3 et Pax7 (Bryson-Richardson and Currie,
2008), mais aussi des marqueurs dermogéniques comme Dermo-1 et des composants
matriciels tels que le collal, le col5a2 et le coll2al (Bricard et al., 2014; Rescan, 2005). Le
dermomyotome serait également a 1’origine des progéniteurs myogéniques quiescents,
équivalents aux cellules souches satellites auto-renouvelables des amniotes, situés entre le
sarcolemme et la lame basale des fibres musculaires matures. Ces cellules satellites, une fois
activées, constituent une source de cellules prolifératives nécessaires a la croissance post-
embryonnaire et la régénération musculaire des muscles adultes (Johnston et al., 2011;

Keenan and Currie, 2019; Rescan, 2008).




1.2.3 Croissance du muscle

1.2.3.1 Hyperplasie stratifiée : myogenese secondaire

L’hyperplasie stratifiée ou myogenéese secondaire désigne la formation de myotubes qui
se déroule dans des zones germinales distinctes situées principalement dans les régions
dorsale et ventrale du myotome (Rescan, 2005). L’hyperplasie stratifi¢e a lieu chez les
embryons tardifs et les larves de poisson, et peut se poursuivre jusqu’a la phase juvénile de
leur cycle de vie (Johnston et al., 2011). Durant cette phase de myogenese, le dermomyotome
contenant des cellules indifférenciées exprimant Pax7, devient la source des cellules
myogéniques. Une sous-population cellulaire du dermomyotome pénétre en effet entre les
fibres lentes et rapides préexistantes et contribue a 1’¢largissement latéral du myotome
embryonnaire, en formant de nouvelles fibres musculaires a la fois de types rapide et lent
(Devoto et al., 2006; Johnston et al., 2011; Rescan, 2005, 2008; Rescan et al., 2013; Veggetti
et al., 1990). Les fibres qui se rajoutent au myotome rapide (fibres rapides embryonnaires)
sont désignées comme "fibres rapides latérales" (Figure 5B) (Stellabotte et al., 2007). En
cohérence avec la formation de nouvelles fibres musculaires a leur niveau, les régions dorsale
et ventrale du myotome de I'embryon tardif expriment la myogénine (Rescan, 2005).

Chez les especes possédant un muscle rose, I’hyperplasie stratifiée est marquée par
I’apparition des fibres roses intermédiaires (Rescan, 2008; Sidnger and Stoiber, 2001; Veggetti

et al., 1990).

1.2.3.2 Hyperplasie mosaique : myogenése tertiaire

L’hyperplasie mosaique ou myogenéese tertiaire désigne la troisieme et plus importante
phase de formation des fibres musculaires. Au cours de cette phase, des myotubes rapides
sont formés a la surface des fibres musculaires préexistantes, et ce de facon disséminée a
travers tout le myotome. On y retrouve ainsi des fibres musculaires de tailles variées
(Johnston et al., 2011; Keenan and Currie, 2019), qui conférent au muscle son aspect
composite dit mosaique (Rescan, 2008; Stickland, 1983; Veggetti et al., 1990). Ces myotubes
proviennent des progéniteurs myogéniques (cellules satellites décrites dans les paragraphes
précédents) présents a la surface des fibres musculaires matures (Koumans and Akster, 1995;
Rescan, 2008). L hyperplasie mosaique est majoritairement responsable de I’élargissement du
muscle blanc rapide. Si le mécanisme est globalement le méme chez la majorité des especes
de poissons, I’hyperplasie mosaique se produit par contre a des stades différents d’une espece
a une autre. Chez certaines especes, comme la daurade (Sparus aurata), le début de

I'hyperplasie mosaique se produit au stade larvaire avancé ou au début du stade juvénile




(Rowlerson and Veggetti, 2001) tandis que chez d'autres espéces comme la truite, elle se
produit avant 1'éclosion, se chevauchant avec 1’hyperplasie stratifiée (Rescan, 2008). Chez la
truite, au cours de I’hyperplasie mosaique, les fibres rapides de petite taille, néoformées,
expriment de facon transitoire la myogénine et un gene distinct de la chaine lourde de
myosine (Rescan, 2005, 2008). Chez le bar, I’hyperplasie mosaique commence vers la fin du
stade larvaire. En somme, 1’hyperplasie mosaique concerne principalement les espéces
atteignant une grande taille (Rescan, 2005; Rowlerson and Veggetti, 2001). Ainsi, 1’absence
d’hyperplasie mosaique ou son extréme réduction a été signalée chez certaines especes de
petites tailles comme les guppies et chez les poissons zebres (Danio rerio) adultes (Biga and
Goetz, 2006; Johnston et al., 2011).

Chez les poissons, la formation de nouvelles fibres diminue progressivement voire
s’estompe au stade adulte. Cependant, la croissance musculaire se poursuit via un autre
mécanisme : ’hypertrophie ; en particulier dans les fibres formées au cours de 1’hyperplasie

mosaique (Veggetti et al., 1990).

1.2.3.3 Hypertrophie musculaire

L’hypertrophie musculaire désigne I’augmentation du diamétre et de la longueur des fibres
musculaires qui a lieu a tous les stades de la croissance du poisson. Les progéniteurs
myogéniques fusionnent avec les fibres musculaires préexistantes (fusion myoblaste-fibre
musculaire) pour maintenir le volume nucléocytoplasmique constant (Figure 4) (Johnston,
2006). Chez les poissons adultes, ces progéniteurs myogéniques sont les cellules satellites,
situées a la surface des fibres musculaires matures, entre le sarcolemme et la membrane
basale, mais aussi d'autres progéniteurs myogéniques jusqu’a présent non-identifiés et qui
sont situés en dehors de la lame basale (Koumans and Akster, 1995; Rowlerson et al., 1997).
Les cellules satellites fusionnent directement avec les fibres musculaires matures, ce qui
contribue a I’augmentation du nombre de noyaux de ces fibres.

Ainsi, chez le poisson adulte, les fibres musculaires de petit diametre sont nouvellement
formées, et les fibres musculaires de plus grand diameétre sont plus agées (Keenan and Currie,
2019). L'hypertrophie des fibres débute au stade larvaire et se poursuit jusqu’au stade adulte
du poisson (Veggetti et al., 1990). La croissance hypertrophique des fibres musculaires

concerne a la fois les muscles rouge et blanc (Stickland, 1983; Veggetti et al., 1990).




1.2.3.4 Contributions relatives de I’hyperplasie et de I’hypertrophie a la croissance
musculaire

Chez certaines especes d’intérét agronomique comme la morue (Gadus morhua), le
saumon atlantique (Salmo salar L.) et la truite arc-en-ciel, les contributions relatives de
I'hyperplasie et de I'hypertrophie a la croissance des muscles blanc et rouge ont été décrites
(Greer-Walker, 1970; Higgins and Thorpe, 1990; Stickland, 1983). Elles dépendent
principalement des facteurs génétiques et environnementaux (Alami-Durante et al., 2010).
Chez les poissons juvéniles, l'hyperplasie et I'hypertrophie contribuent a la croissance
musculaire dans les deux types de muscle ; cette contribution évolue selon la taille du poisson.

Chez la daurade royale, la croissance hypertrophique se produit a tout age, mais n'est le
mécanisme dominant de la croissance musculaire qu’aux stades juvénile et adulte (Rowlerson
et al., 1995). Dans le muscle blanc de truite arc-en-ciel, 1’hyperplasie contribue
principalement a I'augmentation de la surface de la section transversale du muscle ; cependant
elle diminue au cours de la croissance et est relayée par I’hypertrophie des fibres (Stickland,
1983; Weatherley et al., 1980). Une situation similaire a été observée chez le saumon
atlantique juvénile (Higgins and Thorpe, 1990) et au cours de la croissance chez la morue.
Chez la morue adulte de grande taille cependant, ’hyperplasie prédomine de nouveau au-dela
de 80 cm de long ; cette caractéristique semble donc dépendre aussi du statut physiologique
des animaux (Greer-Walker, 1970).

En plus de la taille du poisson, la contribution de I’hyperplasie ou de I’hypertrophie a la
croissance musculaire dépend d’autres facteurs comme la vitesse de croissance des poissons
et le cycle saisonnier (Higgins and Thorpe, 1990; Stickland, 1983; Weatherley et al., 1980).
En ce qui concerne la vitesse de croissance, les conclusions de différentes études semblent
étre divergentes. En comparant des groupes de truites arc-en-ciel, Weatherley et al. (1980) ont
conclu que les truites a croissance rapide réalisaient plus d’hyperplasie que celles a croissance
plus lente. Kiessling et al. (1991) ont quant a eux rapporté que les périodes de croissance
rapide chez la truite arc-en-ciel favorisaient I'hypertrophie des fibres tandis que les périodes
de faible croissance favorisaient le recrutement de nouvelles fibres. Chez le saumon atlantique
juvénile, Higgins et Thorpe (1990) ont indiqué un recrutement accru de fibres musculaires
lorsque les poissons connaissent une croissance rapide; au contraire, ils ont noté une
importance de I’hypertrophie durant les périodes de croissance lente, en particulier pendant
I’automne et I’hiver. Ainsi, la saison s’avere €tre un autre facteur non négligeable qui peut

influencer la contribution hypertrophie/hyperplasie a la croissance du muscle (Haugen et al.,
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2006). Carpene & Veggetti (1981) ont donc montré 1’existence, chez les mulets (Mugil sp.),
d’un cycle saisonnier dans le processus de recrutement de nouvelles fibres.

Par ailleurs, au-dela de toutes ces considérations, il a €té récemment montré, chez la truite
arc-en-ciel, que la diminution de I’hyperplasie au stade adulte n’est pas imputable a un
manque de cellules myogéniques recrutables, mais serait plutdt associée a des changements
dans le microenvironnement des cellules myogéniques (Rescan et al., 2015) et/ou a la perte
des capacités myogéniques des cellules souches avec 1’dge (Gabillard et Chesnais,
communication personnelle).

En résumé, la contribution relative de 1’hyperplasie et de 1’hypertrophie a la croissance
musculaire est typique des especes et peut dépendre du stade de développement des poissons
et des facteurs externes comme la saison (Fauconneau and Paboeuf, 2001). Cette variation de
la proportion hyperplasie/hypertrophie dans le muscle blanc est d’ailleurs a 1’origine de
I’aspect composite de ce muscle. La cellularité musculaire, qui se définit comme le nombre et
la répartition par tailles (diamétres) des fibres musculaires (Johnston, 1999; Johnston et al.,
2004), est donc liée aux modalités de croissance du poisson. La cellularité du muscle est

connue pour impacter la qualité de la chair de poisson (cf. § 2.3 du chapitre 2).
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Figure 6 : Représentation schématique des compartiments d'un jeune somite épithélial

de poisson zebre et de leur contribution a la formation du systéeme musculo-squelettique

axial. Le domaine ventral du somite (en violet) donne naissance a un sclérotome ventral qui
produit des chondroprotecteurs contribuant au squelette axial, des cellules myoseptales
entourant le myotome et éventuellement des fibroblastes conjonctifs a l'intérieur du myotome.

Ds : sclérotome dorsal ; N : notochorde, NT : tube neural, MRF : facteurs de régulation

myogéniques (Rescan, 2019).




1.2.4 Formation des autres tissus du muscle

Par rapport aux processus de formation des fibres musculaires, la formation des tissus
conjonctifs et adipeux chez les poissons a jusque-la recu trés peu d’attention. Néanmoins, des
travaux plus récents sur la question suggerent que le somite forme 1’ensemble des tissus
constitutifs du muscle axial et pas seulement les fibres musculaires (pour revue, voir Rescan,
2019). Ainsi, il a été montré que la partie ventrale du somite forme un sclérotome (Figure 6).

Le sclérotome ventral produit d’une part des cellules chondrogéniques qui vont entourer la
notochorde pour former le squelette axial ; et d’autre part des cellules homologues des
ténocytes axiaux des amniotes, qui vont recouvrir les myomeres et les relier au squelette axial.
Ces cellules homologues des ténocytes sont les cellules myoseptales ; elles expriment des
protéines matricielles dont les collagenes 1, V et XII (Bricard et al., 2014). Les myoseptes se
forment donc précocement, dés la formation des somites. En ce qui concerne I’endomysium et
le périmysium, il a été montré que leur formation est plus tardive. Chez I’alevin tardif de
truite notamment, la formation de ces tissus conjonctifs correspond au dépot de composants
matriciels, et en premier lieu, le collagéne de type I, autour des fibres individuelles, puis
autour des faisceaux de fibres musculaires (Ralliére et al., 2018).

Il a été identifié, dans le somite, une structure apparentée au sclérotome en position
dorsale, qui pourrait aussi contribuer a la formation du tissu conjonctif (Figure 6).

Le tissu adipeux qui se développe dans le myosepte et le périmysium des poissons est
considéré comme un tissu conjonctif spécialis€. Les connaissances a propos de son
développement précoce sont tres limitées. Les adipocytes intramusculaires sont visibles plus
tardivement que les cellules endomysiales et périmysiales, autour du stade juvénile des
poissons (200 - 300 g). Restent encore a faire des études, qui décriraient la différenciation des
adipocytes (expression des régulateurs transcriptionnels impliqués dans I’adipogenese tels que
zfp423, c/ebp, PPARs ; et les génes de différenciation adipogénique tels que la périlipine). Il
reste aussi a déterminer 1’origine des adipocytes intramusculaires et les mécanismes impliqués
dans I’engagement des cellules progénitrices en préadipocytes ou dans la différenciation des

préadipocytes en adipocytes matures dans le muscle de poisson en croissance (Rescan, 2019).

1.3 Régulation de la croissance musculaire post-natale chez les téléostéens
La croissance musculaire est un phénomene biologique régulé par des facteurs endogenes
(facteurs de croissance, hormone,...) et des processus physiologiques (I’ingestion de

nourriture, la digestion, 1’absorption, 1'assimilation et l'excrétion des nutriments), qui sont
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eux-mémes influencés par des facteurs exogeénes (la photopériode, la température et la
disponibilité en oxygene (Alami-Durante et al., 2010; Johnston et al., 2011).

Différentes hormones sont impliquées dans la régulation de la croissance du muscle mais
c’est I’axe hormone de croissance (Growth Hormone, GH) — facteurs de croissance de type
insuline (Insulin-Like Growth Factor, IGF) ou axe GH-IGF, qui est considéré comme le plus
important systéeme endocrinien régulant la croissance du muscle squelettique des poissons.
D’autres hormones comme l'insuline, les hormones thyroidiennes, les stéroides, etc.
permettent de controler également la croissance musculaire ainsi que l'adaptation aux
changements endogenes et externes (Fuentes et al., 2013; Mommsen, 2001; Vélez et al.,
2017).

En plus des hormones, les facteurs de régulation myogéniques et autres facteurs de
transcription sont aussi impliqués dans la régulation de la croissance musculaire post-natale
(Johnston et al., 2011).

La croissance musculaire repose principalement sur 1’équilibre entre deux processus
opposés, a savoir la synthese et la dégradation (protéolyse) des protéines qui abondent dans le
muscle de poisson (Mommsen, 2001). La protéolyse et la synthése des protéines sont des
processus majeurs qui contribuent au renouvellement des protéines. Ce sont des processus
hautement régulés de maniere coordonnée, mais leurs mécanismes sont entierement
indépendants (Kadowaki and Kanazawa, 2003). Ainsi, en raison du rdle dynamique du muscle
d'un point de vue métabolique, les systemes protéolytiques endogenes sont également
considérés comme des facteurs clés de régulation controlant la croissance musculaire. On
distingue le systéme ubiquitine-protéasome, le systéeme autophagie-lysosome contenant les
cathepsines, la voie de la calpaine et la voie de la caspase. Ces systémes sont capables de
changer le rdle métabolique du muscle, en le faisant passer d'un mode anabolique et
synthétique a un mode protéolytique pour fournir a l'organisme des acides aminés et de

I’énergie (Vélez et al., 2017).

1.4 Régénération musculaire et croissance compensatrice: deux situations de
reconstruction du muscle
Le muscle squelettique des poissons peut présenter une certaine plasticité et se
reconstruire en réponse a des conditions physiologiques et environnementales défavorables.
Tout comme en condition de croissance musculaire post-natale, le rétablissement des
muscles squelettiques est généralement médié par les myoblastes indifférenciés représentés

par les cellules musculaires satellites (Koumans and Akster, 1995; Mommsen, 2001). Les
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cellules satellites sont mitotiquement et physiologiquement quiescentes, mais peuvent étre
activées par une variété de stimuli tels que 1'exercice et les traumatismes dus aux blessures et
aux maladies.

Les muscles squelettiques possédent une capacité intrinséque considérable de
régénération. Il a déja été démontré chez les poissons modeles comme le poisson zebre, ainsi
que chez les poissons adultes d’intérét agronomique comme la truite arc-en-ciel, que suivant
différents modeles de lésions des muscles squelettiques, des myofibres de petit diamétre
peuvent étre produites de novo dans les muscles post-hyperplasiques (Parker et al., 2003;
Rescan et al., 2015; Rowlerson et al., 1997; Seger et al., 2011). La régénération musculaire
dépend de l'activation, de l'entrée dans le cycle cellulaire et de la prolifération des cellules
satellites myogéniques. Ces cellules satellites s’activent suite a une réaction d’inflammation,
puis proliferent.

La croissance compensatrice quant a elle se référe a la capacité d'un animal a se
développer extrémement rapidement apres avoir connu une période de croissance réduite dans
des conditions défavorables (diminution de la disponibilité alimentaire, ou autres
perturbations environnementales défavorables). C’est une croissance survenant apres le
rétablissement de conditions favorables et qui converge vers celle d’animaux congénéres a
croissance normale, c’est-a-dire qui n'ont pas connu de dépression de croissance (Ali et al.,
2003; Jobling, 2010). La croissance compensatrice est souvent appelée croissance de
rattrapage ou de récupération mé€me si il a été démontré que certains poissons peuvent
présenter une croissance compensatrice sans que cela n'entraine une croissance de rattrapage
(Jobling, 2010). De plus, le type de gain des animaux qui subissent une croissance
compensatrice, peut étre différent de celui des individus qui n'ont pas connu de période de
dépression de croissance. Chez les téléostéens, la croissance somatique est étroitement liée a
celle du tissu musculaire, qui représente la majeure partie de la masse corporelle (Weatherley
et al., 1979). Un autre modele de remodelage musculaire pourrait donc étre celui basé sur les
études de la croissance compensatrice.

La croissance compensatrice a été étudiée chez diverses especes de téléostéens, vivant
dans des habitats différents (eau douce ou eau marine) et de familles différentes comme les
salmonidés, les cyprinidés, les gadidés et les pleuronectidés (Ali et al., 2003; Jobling et al.,
1993). Les schémas de croissance compensatrice concernent différentes composantes du
corps, mais les réponses de compensation ont été examinées le plus souvent par rapport a la
croissance des tissus de réserves comme le muscle et les tissus adipeux, qui sont des tissus

remobilisables apres leur formation (Ali et al., 2003; Broekhuizen et al., 1994; Jobling, 2010).
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Dans leur revue, Ali et al. (2003) ont pu répertorier différents facteurs pouvant déclencher une
croissance compensatrice chez les poissons. Les facteurs endogénes comme la reproduction
(maturation sexuelle), ainsi que les facteurs alimentaires comme le rationnement ou les
facteurs environnementaux (niveaux anormaux de température ou d’oxygene), peuvent

déclencher une croissance compensatrice chez les poissons.
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2. QUALITE DES PRODUITS PISCICOLES

La qualité d’un produit alimentaire fait référence a 1’ensemble de ses caractéristiques lui
conférant 1’aptitude a répondre aux exigences d’un marché. Pour les poissons et produits
dérivés, les caractéristiques recherchées varient selon les acteurs des filiéres - producteurs,
transformateurs, distributeurs, et consommateurs- et selon le type de produit attendu (poisson
entier, éviscéré, découpé ou transformé). Ainsi, la qualité des produits piscicoles englobe des
aspects sanitaires, technologiques, nutritionnels et organoleptiques (Lefévre and Bugeon,
2015). Ces différents niveaux de qualité sont influencés par plusieurs facteurs de variation
endogenes et/ou exogenes au produit.

Cette syntheése traitera principalement des criteres de qualités technologique et
organoleptique des poissons, ainsi que des principaux facteurs qui les déterminent. Les
qualités technologique et organoleptique sont étroitement liées a la composition globale des

poissons (Fauconneau et al., 1995).

2.1 Composition globale des poissons

Les poissons sont composés principalement d’eau, de protéines et de lipides. Le muscle
(ou chair) de poisson, qui est la partie comestible, contient aussi des glucides, des minéraux et
des vitamines. La composition des poissons varie d’une espéce a 1’autre et au sein d'une
méme espece, d’un individu a l’autre, selon 1’age, le statut physiologique (croissance,

reproduction), le sexe, la saison et les facteurs environnementaux.
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Tableau 1 : Principaux constituants de la chair crue de quelques poissons

Catégorie Espéce Nom scientifique Eau (%) Lipides (%) Protéines (%) Glucides (%)
Cabillaud/Morue Gadus morhua 79,7 0,4 17,9 0,8
Maigre
Eglefin Melanogrammus aeglefinus 80,4 <0,1 17,3 1,3
Truite arc-en-ciel
Oncorhynchus mykiss 72,3 6,0 19,1 1,4
d’élevage
Intermédiaire
Turbot d’élevage Psetta maxima 76,5 3,8 18,3 0,3
Hareng gras Clupea harengus 68,3 10,6 18,7 1,1
Gras Saumon d’élevage Salmo salar 65,6 12,9 20,0 0,2
Maquereau Scomber scombrus 66,4 14,2 18,1 0,2

Données issues du projet « Composition nutritionnelle des produits aquatiques », www.nutraqua.com
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2.1.1 Les lipides

Chez les poissons, les lipides sont stockés, selon les especes, dans le foie, le tissu adipeux
périviscéral, le tissu adipeux sous-cutané ou le muscle, principalement sous forme de
triglycérides (Sheridan, 1988; Weil et al., 2013). La teneur en lipides de la chair des poissons
varie fortement d'une espece a l'autre. De plus, les sites préférentiels de stockage des lipides
difféerent selon les especes.

Les poissons peuvent étre divisés en trois catégories ou classes selon la teneur en lipides de
la chair. Le tableau 1 présente les principaux constituants du filet frais des poissons issus des
trois catégories. Les poissons "maigres" sont ceux qui ont une teneur en lipides musculaires
inférieure a 1 % ; ces poissons stockent les lipides en majorité dans le foie. Les poissons gras
stockent les lipides en majorité dans le muscle. Les poissons dits "intermédiaires" stockent les
lipides dans le muscle et dans d’autres tissus tels que le tissu adipeux périviscéral et les tissus
adipeux sous-cutanés (Médale et al., 2003). Les lipides des poissons se distinguent des lipides
de vertébrés terrestres par leur profil en acides gras. En effet, les poissons contiennent une
importante proportion d’acides gras essentiels, en particulier les acides gras polyinsaturés de
la série des oméga-3 (Médale et al., 2003). La quantit¢ et la qualité des lipides
intramusculaires sont importantes pour la valeur nutritionnelle, la saveur et la texture (cf. § 2.3
de ce chapitre) des filets de poisson.

Le principal facteur de variation de la teneur en lipides et la composition en acides gras des
poissons est 1’alimentation (Prache et al., 2020). Les régimes a forte teneur en lipides et en
énergie conduisent a une augmentation des lipides corporels associée a une diminution de la
teneur en eau chez pratiquement toutes les especes. Le profil en acides gras de la chair de
poisson refléte, quant a lui, la composition en acides gras des aliments ingérés (Médale et al.,
2003). La teneur en lipides des poissons dépend aussi des facteurs génétiques (Lefevre and
Bugeon, 2008b; Quillet et al., 2005). Au sein d’une espece, la fraction lipidique (quantité et
qualité) des poissons peut subir de fortes variations saisonnieres en lien avec le cycle de

reproduction et/ou I’alimentation (Huss, 1988).

2.1.2 Les protéines

Les protéines des poissons sont principalement présentes dans le muscle (la chair) des
poissons, précisément dans les fibres musculaires, mais aussi dans le tissu conjonctif. Les
protéines de la chair incluent donc les protéines myofibrillaires, les protéines
sarcoplasmiques, et les protéines du tissu conjonctif (principalement le collageéne) (Huss,

1988). Selon les especes, la teneur en protéines de la chair de poisson varie entre 16 et 22 %.
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Les protéines des poissons sont dites a "haute valeur biologique" ; elles contiennent en effet
des acides aminés essentiels qui ne peuvent étre synthétisés par 1'homme et doivent Etre
apportés par l'alimentation (Médale et al., 2003; Prache et al., 2020). Les protéines
musculaires jouent également un role déterminant dans la couleur et la texture des filets de
poisson (cf. § 2.3 de ce chapitre).

Contrairement a ce qui est observé pour les lipides, la teneur en protéines et le profil en
acides aminés de la chair des poissons sont stables au sein d'une espece et sont tres peu
affectés par le génotype, I’age, la saison ou les conditions d’élevage incluant 1’alimentation
(Haard, 1992; Huss, 1988; Prache et al., 2020). Cependant, des conditions extrémes, comme
les longues périodes de jeline observées durant la migration pour le frai (i.e. la reproduction),
peuvent faire varier la teneur en protéines de la chair chez certaines especes telles que le

saumon (Oncorhynchus sp.) (cf. § 3.1.3.1 du chapitre 3).

2.1.3 Les autres composants des poissons

Le muscle des poissons contient de I’eau dont la teneur est comprise entre 66-81 % (Huss,
1988). 1l existe une relation inverse entre la teneur en eau et la teneur en lipides des poissons
(Shearer, 1994). En élevage, la teneur en eau est d’environ 80 % chez les poissons "maigres"
tandis qu’elle est moins importante chez les especes "grasses" (Haard, 1992).

Un certain nombre de facteurs peuvent influencer la teneur en eau du tissu musculaire des
poissons. La teneur en eau du muscle des poissons d'élevage tend a étre plus faible que celle
de leurs homologues vivant en milieu sauvage (Haard, 1992). De plus, I'état nutritionnel et la
maturation sexuelle des poissons peuvent avoir un effet marqué sur la teneur en eau de la
chair (cf. § 3.1.3.1 du chapitre 3).

La teneur en eau de la chair et la facon dont 1’eau est retenue dans le muscle (eau libre,
liée, ou intermédiaire) impactent les qualités technologique et organoleptique de la chair
(Haard, 1992; Sen, 2005). En effet, apres 1’étape de découpe post-mortem, I’eau est exsudée
du tissu musculaire des poissons en raison de la contraction des muscles. La bonne capacité
du muscle a retenir I'eau qu’il contient (capacité de rétention d'eau) peut donc limiter les
pertes de rendements au cours des procédés de transformation (Listrat et al., 2015) ou méme
contribuer a la perception de jutosité des filets transformés (Dunajski, 1979).

Les poissons contiennent des glucides en faible quantité (<1 %) stockés principalement
sous forme de glycogéne dans le muscle (Rieu, 2012). Le muscle squelettique des poissons
contient moins de glycogene que celui des animaux terrestres (Proctor et al., 1992). La teneur

en glycogene, surtout du muscle blanc, augmente avec la croissance des poissons (Alami-
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Durante et al., 2010). Des variations de la teneur en glycogéne du muscle ont été également
observées sous I’influence des facteurs environnementaux et du cycle de reproduction chez la
truite arc-en-ciel (Gras et al., 1967).

La teneur en glycogéne peut influencer les qualités technologique et organoleptique des
filets (Rasmussen, 2001). En effet, apres la mort des poissons, le glycogeéne est métabolisé en
acide lactique via la glycolyse, ce qui entraine une chute du pH musculaire (Proctor et al.,
1992). Cette chute du pH, qui elle-méme dépend des conditions d’abattage des poissons
(Lefevre et al., 2008; Terlouw et al., 2015), détermine 1’évolution post-mortem des filets
(apparition de la rigor mortis, protéolyse post-mortem). L’évolution post-mortem des filets
peut impacter la capacité de rétention en eau (Azam et al., 1989) et/ou la texture des filets
(Ang and Haard, 1985; Dunajski, 1979).

Les poissons contiennent également des minéraux dont la majeure partie est stockée dans
les tissus squelettiques, en particulier les vertebres. Alors que les vertebres sont composées
d’environ 65 % de minéraux, le muscle n’en contient qu’environ 0,5 a 1,8 %. La chair des
poissons est riche en fer, en iode, en potassium et en phosphore, mais relativement pauvre en
calcium qui se trouve essentiellement dans le squelette. La composition minérale de la chair
des poissons est principalement affectée par la composition minérale de 1’eau de leur milieu
de vie et par I’apport alimentaire (Médale et al., 2003).

Les poissons contiennent des vitamines dont la teneur est comparable a celle rencontrée
dans la viande des mammiferes, exception faite pour les vitamines liposolubles A et D. En
effet, les vitamines A et D sont en quantités plus importantes dans la chair des especes
"grasses" comme le maquereau et le hareng, et dans le foie des poissons tels que la morue et
le flétan (Huss, 1988). La chair de poissons contient aussi de la vitamine E qui, apportée
surtout par I’aliment en élevage, joue un rdle d’antioxydant et peut aider a la conservation

post-mortem des produits (Médale et al., 2003).

2.2 Qualité technologique des produits
Parmi les criteres utilisés pour évaluer la qualité technologique des poissons, I’aptitude a la
découpe et I’aptitude a la transformation (cuisson ou salage-fumage) sont des caractéristiques

qui intéressent en particulier les transformateurs.

2.2.1 Aptitude a la découpe : qualité technologique de la carcasse
De nombreuses especes de poissons sont vendues apres plusieurs étapes successives de
découpe : I’éviscération, le filetage/parage/pelage et éventuellement le tranchage en darnes ou

en pavés (Lefevre and Bugeon, 2008a). Or, a chacune de ces étapes, des tissus sont éliminés
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et non utilisés pour la consommation humaine. Ces tissus éliminés (ou pertes) pendant la
découpe peuvent avoir un impact négatif sur I’environnement s’ils sont classés comme
déchets de production, c’est-a-dire s’ils ne sont pas valorisables. Ces pertes minimisent
également le rendement du produit final. Assurer la qualité technologique des poissons lors
des étapes de découpe revient donc a maximiser les différents rendements en minimisant les
pertes générées (Prache et al., 2020).

La premicre étape de découpe est I’éviscération, qui consiste a éliminer les organes
internes (tube digestif et tissus adipeux périviscéraux, foie, rate, cceur, gonades...). Il s’agit
d’une étape importante qui va déterminer le rendement en carcasse (poids carcasse/poids vif)
appelé aussi rendement a I’éviscération. Le rendement en carcasse, trés variable entre espéces,
est donc corrélé négativement avec le rendement en visceres (rendement viscérosomatique)
(Lefevre and Bugeon, 2008a). Aprés 1’éviscération, le filetage consiste a séparer les masses
musculaires de la carcasse (t€te et axe vertébral). Un fort rendement en filet (poids filet/poids
vif') appelé aussi rendement au filetage, est généralement attendu par le transformateur. Le
filet de poisson, en tant que principale portion comestible du poisson, représente en effet le
principal intérét économique et nutritionnel en production de poisson (Bugeon et al., 2010). 1l
existe également d’autres étapes de découpes consistant a éliminer les tissus osseux (arétes),
et adipeux sous-cutanés (dorsaux et ventraux) et la peau. Il s’agit des étapes de parage et/ou
pelage, dont les rendements sont liés au développement de ces tissus (Lefévre and Bugeon,
2008a). La derniere étape de découpe consiste a trancher les poissons au cas ou ils seraient
vendus sous forme de darnes ou de pavés.

Comme les poissons peuvent stocker les lipides dans le foie, dans la cavité périviscérale ou
dans le muscle, 1'abondance de ces tissus adipeux va déterminer les rendements de découpe
des poissons (Bihan-Duval et al., 2014). Les rendements de découpe sont aussi déterminés par
la morphologie des poissons (Prache et al., 2020).

Les rendements de découpe varient selon les espéces et selon leurs morphologies
caractéristiques. Au sein des especes, des facteurs endogenes tels la lignée génétique
(Bosworth et al., 1998; Crouse et al., 2018; Haffray et al., 2012; Navarro et al., 2009; Smith et
al., 1988), la ploidie (Cleveland et al., 2012; Haffray et al., 2005), le statut physiologique
(Davidson et al., 2014; Paaver et al., 2004) ; et exogenes tels les facteurs alimentaires (Einen
et al.,, 1998, 1999; Rasmussen, 2001; Einen and Roem, 1997), peuvent faire varier les

rendements de découpe. En effet, ces facteurs modulent la croissance des poissons, ce qui

" Ou le poids de carcasse selon le produit initial
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impacte la morphologie générale des poissons et/ou le développement relatif des différents

tissus éliminés lors de la découpe (Prache et al., 2020).

2.2.2 Aptitude a la transformation : qualité technologique du filet

La qualité technologique du filet de poisson englobe les criteres d’aptitude a la
transformation lors des traitements technologiques comme le salage-fumage des filets ou la
cuisson.

Le rendement de salage-fumage (poids filet fumé/poids filet cru avant le salage-fumage)
sert d’indicateur de I’aptitude des filets au fumage. Ce rendement est lié aux caractéristiques
de la matiére premicre (i.e. du filet cru) et des conditions de transformation (Knockaert,
1995). La qualité initiale du filet dépend de ses propriétés intrinseques comme la teneur en
lipides et la morphologie du filet (Lefévre and Bugeon, 2008b; Mgrkgre et al., 2001).

En ce qui concerne le rendement a la cuisson (poids filet cuit/poids filet cru avant la
cuisson), il dépend de la composition du filet et des propriétés fonctionnelles des protéines
musculaires qui déterminent la capacité de rétention d'eau de la chair (Lefévre and Bugeon,
2008b).

Les principaux facteurs qui font varier les rendements au fumage ou a la cuisson sont ceux
qui affectent les caractéristiques du filet cru, notamment sa teneur en lipides, en eau, en

protéines ou méme en glycogene (cf. § 2.1 de ce chapitre).

2.3 Qualité organoleptique des produits
La qualité organoleptique d’un produit regroupe 1’ensemble de ses propriétés percues par les
organes de sens. La qualité organoleptique intégre la perception visuelle (aspect, couleur) du

produit, les perceptions de flaveur (golt + odeur) et de texture (Lefévre and Bugeon, 2015).

2.3.1 Aspect global et couleur

L’aspect global et la couleur sont deux critéres de qualité qui sont liés au type de produit
attendu (poisson entier ou filets).

L’aspect global englobe l'intégrité (absence de blessure et d’altération des nageoires) du
poisson, la couleur de la robe, la présence de mucus etc. Un certain nombre de criteres
externes peuvent étre pris en compte dans I'évaluation de 1’état de fraicheur du poisson. Ces
criteres sont notamment I'aspect de I'eeil, la couleur des branchies et la brillance de la robe.
L’état de fraicheur du poisson peut servir a I’évaluation de la qualité sanitaire des produits et
sera un critere recherché par tous les acteurs du marché (Lefévre and Bugeon, 2015).

La couleur des filets (pour les especes commercialisées en filets ou en morceaux de filets),

est un parametre de qualité qui conditionne le comportement d'achat (Lefévre and Bugeon,
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2015). Chez les salmonidés en particulier, les consommateurs se servent de la couleur comme
un indicateur de la fraicheur et de la qualité du produit et sont préts a payer plus cher pour des
filets présentant une composante rouge normale ou supérieure a la normale, par rapport a des
filets plus pales (Alfnes et al., 2006; Anderson, 2001).

La majorité des poissons consommés sont a chair non pigmentée et 1'évaluation de la
couleur portera sur la blancheur, la brillance ou I’aspect plus ou moins translucide ou laiteux
de la chair (Lefévre and Bugeon, 2015). Chez ces especes a chair blanche, la couleur est
cependant trés peu étudiée. En revanche, le déterminisme de la couleur rose-orangée des
salmonidés a été largement décrit dans la littérature.

La couleur de la chair des salmonidés résulte de la fixation des pigments caroténoides
(astaxanthine, canthaxanthine,...) dans le muscle (Bjerkeng et al., 1992; Choubert, 1983,
1992; Choubert et al., 1992; Storebakken and No, 1992; Torrissen, 1989; Steven, 1949;
Rajasingh et al., 2007). Les pigments caroténoides sont contenus dans les aliments ingérés par
les poissons ; ces derniers ne peuvent en effet pas synthétiser les pigments de novo (Britton,
1996). Dans le muscle, les pigments caroténoides peuvent étre fixés aux protéines
sarcoplasmiques ou aux complexes d'actomyosine (Choubert, 1992; Henmi et al., 1989,
1990). La pigmentation de la chair des salmonidés, est a la fois recherchée par les
consommateurs, les transformateurs, les distributeurs, et aussi par les pisciculteurs souhaitant
améliorer leurs produits (Choubert, 1992).

L’évaluation de la couleur du filet de salmonidés, porte sur son intensité et son
homogénéité (Lefévre and Bugeon, 2015). L’évaluation de la couleur peut étre effectuée
visuellement par I’homme (analyse sensorielle), en se servant d’échelles de mesure de la
couleur comme les outils SalmoFan™. La couleur peut également étre évaluée de manicre
instrumentale, en mesurant la composition de la couleur (la luminosité L’, I'indice de rouge
a’, I’indice de jaune b, la saturation C %, ou la teinte H ;) (Choubert, 1982; Choubert et al.,
1997; Christiansen et al., 1995; Skrede and Storebakken, 1986).

Chez les salmonidés, la couleur de la chair est déterminée par la nature et la quantité de
pigments présents dans l'aliment et la quantité de pigments fixés par le muscle (Prache et al.,
2020). 1l existe en effet une corrélation positive entre la couleur des filets et la teneur en
pigments du muscle, qui a été démontrée notamment chez la truite (Choubert, 1982, 1983;
Choubert et al., 1992; Little et al., 1979), le saumon atlantique (Christiansen et al., 1995;
Johnston et al., 2000a) et I’omble chevalier (Olsen and Mortensen, 1997) ; et entre la teneur
en pigments du muscle et la quantité de pigments ingérés (Choubert, 1992; Torrissen, 1989).

En ce qui concerne la nature du pigment, il a été indiqué que la chair de truite pigmentée a
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l'astaxanthine peut étre différenciée de celle pigmentée a la canthaxanthine par une teinte plus
rouge dans la chair. Cette différence a été reliée a la fois a une meilleure absorption
d'astaxanthine par le tube digestif et a un dépdt préférentiel d'astaxanthine dans la chair des
truites (Bjerkeng et al., 1992; Storebakken and Choubert, 1991; Storebakken and No, 1992;
Torrissen, 1989). D’autres travaux ont permis de confirmer que le dépdt d'astaxanthine était
plus élevé que celui de canthaxanthine chez la truite arc-en-ciel. Par contre, les auteurs ont
relevé que chez le saumon atlantique, le dépdt de canthaxanthine est plus élevé que celui
d'astaxanthine, ce qui conduit a suggérer que l'utilisation des caroténoides dépend aussi de
l'espece (Page and Davies, 2006).

Au sein des especes de salmonidés, les principaux facteurs de variation de la couleur des
filets sont ceux qui impactent la digestibilité des pigments et leur fixation dans le muscle
(Choubert, 1992). Les facteurs génétiques (Storebakken and No, 1992), la ploidie (Bjgrnevik
et al., 2004; Choubert et al., 1997; Janhunen et al., 2019), la taille, 1’age ou le statut
physiologique des poissons (Aksnes et al., 1986; Bjerkeng et al., 1992; Torrissen, 1995), et les
facteurs alimentaires incluant la composition du régime alimentaire, la durée de la
supplémentation en pigments et le niveau de rationnement (Choubert, 1992; Einen and Roem,
1997; Storebakken and No, 1992), sont connus pour faire varier la pigmentation de la chair
des salmonidés. De méme, la variabilité de la couleur de la chair des salmonidés peut étre liée
aux propriétés intrinseques du muscle, en particulier la densité des fibres musculaires
(Johnsen et al., 2013; Johnston et al., 2000a; Vieira et al., 2007), la teneur et la répartition des
lipides au sein du muscle (Christiansen et al., 1995; Marty-Mahé et al., 2004; Mgrkgre et al.,
2001).

La couleur de la chair des poissons, qu’elle soit pigmentée ou non, peut également varier
au sein d’une espece en réponse a des facteurs exogenes qui peuvent limiter la pigmentation
des filets de salmonidés ou impacter la blancheur ou la brillance des filets non pigmentés. Il
s’agit des facteurs environnementaux comme la température (Olsen and Mortensen, 1997;
Wade et al., 2019), des conditions d'abattage des poissons (Lefevre et al., 2008; Roth et al.,
2007; Stien et al., 2005), des conditions de stockage (Guillerm-Regost et al., 2006; Lopez-
Luna et al., 2014; Stien et al., 2005) et de traitements technologiques des filets (Cardinal et
al., 2001; Choubert et al., 1992; Mgrkgre et al., 2001; Rgra et al., 1998; Skrede and
Storebakken, 1986).
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2.3.2 Flaveur

La flaveur désigne I’ensemble des sensations olfactives et gustatives ressenties lors de la
dégustation d'un produit alimentaire.

La flaveur de la chair de poisson frais est le plus souvent jugée comme étant assez neutre.
Le consommateur recherche d'ailleurs souvent un produit sans odeur de poisson. Les
composés déterminants de la flaveur sont, en ce qui concerne la saveur, les acides aminés
libres, les peptides, les acides organiques, les minéraux... Les composés d'ardmes volatils,
déterminant I'odeur des produits, sont dérivés de 1’oxydation des acides gras polyinsaturés et
pourraient étre a 1’origine des flaveurs spécifiques des poissons. Les poissons d'eau douce et

d'eau de mer ont des composés volatils différents (Lefévre and Bugeon, 2015).

2.3.3 Texture

La texture de la chair de poisson se référe a I’ensemble des propriétés mécaniques
(rhéologiques) du muscle, perceptibles par les mécanorécepteurs, les récepteurs tactiles et
éventuellement par les récepteurs visuels et auditifs (AFNOR). La texture est l'un des
parametres de qualité les plus importants pour les transformateurs et les consommateurs. Les
criteres recherchés pour la chair de poisson, tres différents de ceux de la viande des animaux
terrestres, portent sur l'intégrit€ ou la tenue pour le produit cru et, plutdt la fermeté, le
moelleux et la jutosité pour les produits transformés (Lefévre and Bugeon, 2015). Les
transformateurs souhaitent une texture qui facilite la transformation du poisson et qui favorise
des rendements élevés de produits (Hyldig and Nielsen, 2001).

La texture de la chair est une propriété tres complexe a évaluer, ce qui est en partie 1i€ a la
structure particulieére de la chair de poisson (Dunajski, 1979). L’analyse sensorielle reste la
méthode de référence pour évaluer la texture des filets de poisson. Différents parametres,
notamment la fermeté, la cohésion, la viscosité, I’élasticité, 1’adhérence, la jutosité ou encore
la "fibrosité", permettent de caractériser la texture de la chair des poissons en analyse
sensorielle. La texture peut également étre évaluée par des instruments en se basant sur des
mesures de résistance mécanique (Hyldig and Nielsen, 2001). Ainsi des paramétres tels que la
force de résistance a la compression ou la force de rupture du muscle, permettent d’évaluer sa
fermeté (Johnston, 1999).

La texture de la chair dépend principalement de la structure musculaire, en particulier de la
proportion relative des trois tissus musculaires (cf. § 1.1.2 du chapitre 1) et des propriétés de

leurs composants.
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La texture de la chair de poisson est liée a la quantité et aux propriétés du collagéne du
tissu conjonctif. En comparant différentes especes, il a été rapporté une corrélation positive
entre la teneur en collagene et la fermeté de la chair crue, mais plut6t une corrélation négative
avec la fermeté de la chair cuite en raison de la dénaturation du collagéne (Hatae et al., 1986;
Sato et al., 1986). Ainsi, il a été montré que la texture de la chair dépend non seulement des
propriétés mécaniques du collagene, mais aussi de ses propriétés thermiques. Les travaux de
Sikorski et al. (1984) ont montré que les propriétés thermiques du collagene dépendent de sa
teneur en hydroxyproline. Le degré de réticulation du collagéne (i.e. la quantité de liaisons
transversales de pyridinoline) peut également déterminer les propriétés thermiques et
mécaniques du collagéne. Au sein d'une méme espece, il existe une corrélation positive entre
le degré de réticulation du collagene et la résistance mécanique de la chair, démontrée
notamment chez le saumon atlantique (Johnsen et al., 2011; Johnston et al., 2006; Li et al.,
2005), le flétan de I’ Atlantique (Hagen et al., 2007), et la morue (Hagen and Johnsen, 2016).

Une part importante du déterminisme de la texture de la chair est aussi attribuée aux fibres
musculaires et aux protéines myofibrillaires, compte tenu de la faible teneur en collagene de
la chair de poisson et de sa faible stabilité thermique (Fauconneau et al., 1993b; Prache et al.,
2020). La cellularité du muscle blanc (cf. § 1.2.3.4 du chapitre 1) est un déterminant important
des caractéristiques texturales de la chair. Certains travaux ont démontré une corrélation
négative entre la taille des fibres musculaires et la fermeté de la chair, permettant d’expliquer
les différences de texture observées entre diverses especes (Hatae et al., 1990; Hurling et al.,
1996). D’autres travaux ont également pu expliquer les variations intra-spécifiques de la
texture de la chair en se basant sur la différence de cellularité musculaire. Il a été démontré
une corrélation positive entre la densité de fibres (ou une corrélation négative entre la taille
des fibres) et la fermeté de la chair notamment chez la truite (Bugeon et al., 2003; Lefévre et
al., 2008, 2015), le saumon (Johnsen et al., 2013; Johnston et al., 2000a, 2004), le bar
(Periago et al., 2005), et le flétan (Hagen et al., 2007) et ce, quelles que soient les méthodes de
mesure (instrumentale ou sensorielle).

Enfin, la texture de la chair dépend aussi de la teneur en lipides intramusculaires. La teneur
en lipides participe a bon nombre de caractéristiques texturales dont le caractére moelleux de
la chair des poissons. Certains travaux ont relevé une corrélation négative entre la fermeté et
la teneur en lipides des filets (Aussanasuwannakul et al., 2011; Fauconneau et al., 1993b;
Green-Petersen and Hyldig, 2010; Johansson et al., 2000; Lefévre et al., 2015; Robb et al.,
2002; Thakur et al., 2003). D’autres études rapportent de plus que la résistance mécanique du

tissu conjonctif et des fibres musculaires diminuent davantage avec I’augmentation des lipides
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dans le muscle (Dunajski, 1979; Thakur et al., 2003). La teneur en lipides musculaires
participe également a la perception de la jutosité de la chair (Lefévre and Bugeon, 2015).

La variabilité de la texture de la chair de poisson est donc sous la dépendance de tous les
facteurs susceptibles d’affecter la composition (protéines et lipides) et 1’organisation
musculaire (taille des fibres, trame conjonctive) (Prache et al., 2020).

Au sein d'une méme espéce, des facteurs endogeénes comme 1’origine (sauvage ou élevage)
(Johnston et al., 2006; Periago et al., 2005), la ploidie (Bjgrnevik et al., 2004; Lefévre et al.,
2015; Lerfall et al., 2017a, 2017b; Segato et al., 2007), I’age, le stade physiologique ou le taux
de croissance (Aksnes et al., 1986; Folkestad et al., 2008; Johnston, 1999; Montero and
Borderias, 1990; Touhata et al., 1998) sont connus pour faire varier la texture des filets de
poisson. De méme, les facteurs alimentaires comme le jeline ou le rationnement (Bugeon et
al., 2003; Einen et al., 1999; Gomez-Guillen et al., 2000), ou la composition du régime
alimentaire (Andersen et al., 1997; Hemre et al., 2004), les facteurs environnementaux (Hagen
and Johnsen, 2016; Hemre et al., 2004; Johnston et al., 2004; Merkin et al., 2014), les
conditions d’abattage (Kristoffersen et al., 2006; Lefévre et al., 2008; Roth et al., 2007; Stien
et al., 2005), le stockage et les traitements post-mortem (Andersen et al., 1997; Mgrkgre et al.,
2001; Shigemura et al., 2003; Sigurgisladottir et al., 2000; Taylor et al., 2002) peuvent avoir

un impact sur la texture des filets de poisson.
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3. EFFETS DE LA MATURATION SEXUELLE SUR LA QUALITE DES
PRODUITS PISCICOLES

La maturation sexuelle est le processus au cours duquel les poissons acquiérent la capacité
a se reproduire (sexuellement). Ce processus aboutit a la production de gametes (Taranger et
al., 2010) et participe ainsi a la pérennisation de I’espéce ou au renouvellement d’une
population dans un élevage. La maturation sexuelle est sous la dépendance de facteurs
physiologiques comme les systémes hormonaux, qui eux-mémes peuvent étre influencés par
des facteurs environnementaux telle la température ou la photopériode (Choi et al., 2010;
Shen et al., 2018). L’age de premicre maturation sexuelle est variable selon les especes
(Taranger et al., 2010) et méme au sein d’'une méme espece.

Cette synthese traitera uniquement de la maturation sexuelle chez les poissons femelles.

3.1.1 Maturation sexuelle chez les poissons femelles

L’ovogenése (gamétogenese femelle) est le processus qui permet aux femelles de produire
leurs gametes, a savoir les ovocytes. Les différents événements qui aboutissent a la formation
des ceufs de poisson sont présentés dans la figure 7.

Pendant la croissance des ovocytes, les nutriments de la femelle sont mobilisés pour la
synthese hépatique de la vitellogénine. Cette protéine précurseur du vitellus, une fois
transférée dans les ovocytes, constituera les principales réserves énergétiques du futur
embryon jusqu’a son alimentation exogeéne (Cerda et al., 2008; Nassour and Léger, 1989;
Tyler et al., 1990). La phase d’incorporation de la vitellogénine dans l'ovocyte est appelée
vitellogenese. Les nutriments mobilisés par la femelle pour la synthése de la vitellogénine
sont notamment des protéines, des lipides, des glucides, des vitamines et des minéraux
(Reading et al., 2017). A la fin de la croissance et de la maturation des ovocytes, ceux-ci sont
libérés dans la cavité ovarienne ou dans la cavit¢é abdominale selon les especes : c’est
I’ovulation. A ce stade, le gaméte femelle, communément appelé ovule ou ceuf, est apte a étre
fécondé (Lubzens et al., 2010; Nagahama, 1983). Par la suite, les femelles expulsent
naturellement les ceufs dans 1’eau pour la reproduction : c’est la ponte ou frai (Parache and
Garsi, 2008). En élevage, chez certaines especes comme la truite arc-en-ciel, la ponte peut
nécessiter une intervention humaine. Les ceufs sont obtenus par un massage abdominal (i.e.
pression manuelle de 1’abdomen) des femelles appelé '"stripping' (Breton et al., 2010;
Springate et al., 1984). D’autres techniques de ponte peuvent étre utilisées en élevage. Par
exemple, la pression d’un gaz (air, azote ou oxygene) qui, injecté dans la cavité abdominale

des femelles, peut étre utilisé pour provoquer 1’expulsion des ceufs (Kowalski et al., 2018;
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Zurbuch, 1965). Une autre technique consiste a provoquer 1'émission des gametes par des
injections d'hormones aux femelles en période de reproduction (Boulineau, 1973; Parache and
Garsi, 2008).

Apres la ponte, les ceufs de certaines espéces aquacoles comme I’esturgeon (Acipenser sp.
ou Huso sp.), le saumon ou la truite, peuvent étre valorisés aprés saumurage et
commercialisés pour la consommation.

Chez les especes d’intérét agronomique, la production des ceufs provoque des changements
biologiques, ce qui est le plus souvent a I’origine d’altérations de la qualité des produits

(Aksnes et al., 1986; Manor et al., 2012; Solberg and Willumsen, 2008).
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Figure 7 : Schéma des grandes étapes du développement d’un ovocyte chez les
téléostéens. AQP : aquaporine ; E2: 17f-estradiol ; FSH : hormone folliculo-stimulante ;
LH : hormone lutéinisante ; Vgs, vitellogénine; ZP, zone pellucide ; ZPPs : protéines de la
zone pellucide (Cerda et al., 2008).
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Figure 8 : Schéma synoptique récapitulant les effets de la maturation sexuelle chez les téléostéens.




La figure 8 présente les impacts de la maturation sexuelle majoritairement répertoriés chez

les poissons.

3.1.2 Maturation sexuelle et changements biologiques chez les poissons femelles

3.1.2.1 Impacts de la maturation sexuelle sur les poissons

Chez les poissons femelles, la production des ovocytes et la ponte s’accompagnent d’une
baisse ou d’un ralentissement de la croissance somatique, voire d’un arrét de la croissance
(Aussanasuwannakul et al., 2011; Davidson et al., 2014; Hansen et al., 2001; Solberg and
Willumsen, 2008; Touhata et al., 1998). La principale raison est le fait que la maturation
sexuelle est un processus consommateur d'énergie pour les femelles reproductrices (Berg et
al., 1998; Bowerman et al., 2017; Eliassen and Vahl, 1982; Jonsson et al., 1991; McBride et
al., 2015). Les femelles allouent préférentiellement 1’énergie a la production de gameétes au
détriment de la croissance somatique (Thorpe, 2004, 2007). Une autre raison du défaut de
croissance est le fait qu’en général, malgré la nécessité d'acquérir de I'énergie pour leurs
différents besoins (croissance, survie...), les femelles de poissons (d’origine sauvage ou
méme d’¢levage), jelinent pendant la saison de reproduction. Chez certaines especes
sauvages, ce jeline peut €tre associé a une migration vers les zones de frai, cette derniere étant
tres coliteuse en énergie (McBride et al., 2015). Ces cofits énergétiques sont tels que, chez
certaines especes, ils engendrent des mortalités apres le frai. C’est le cas du saumon royal
(Oncorhynchus tshawytscha), espéce dite sémelpare2 (Bowerman et al., 2017). Des mortalités
peuvent également étre observées chez certaines espéces itéropares’ comme la truite fario
(Salmo trutta) (Berg et al., 1998).

De facon générale, I’énergie utilisée par les femelles pour la production des ovocytes,
provient des nutriments exogenes (alimentaires) et/ou endogenes (Cleveland et al., 2012;
Jonsson et al., 1991; Jonsson and Jonsson, 1998). En ce qui concerne les nutriments
endogenes, ils sont mobilisés a partir des tissus de réserves somatiques tels que le muscle, le
foie et les tissus adipeux (Jonsson et al., 1997; Nassour and Léger, 1989). Lorsque les
animaux sont a jeun, cette mobilisation commence tres tot dans le processus de croissance des
ovocytes (Kjesbu et al., 1991; Love, 1960).

Chez les femelles, la maturation sexuelle entraine en particulier une augmentation de la

taille des gonades (ovaires) et des changements majeurs au niveau de leurs tissus de réserves.

2 \ . PR . ) . .
Espece dont les individus ne se reproduisent qu 'une fois au cours de leur vie
Espéece dont les individus se reproduisent plusieurs fois au cours de leur vie
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Tableau 2 : Exemples de valeurs moyennes de rapports gonadosomatique, hépatosomatique

stades de maturation sexuelle chez les femelles de quelques espéces de téléostéens.

et viscérosomatique relevées a différents

Espéces (par famille) Origine Stade de maturation” RGS (%) RHS (%) RVS (%) Références
Salmonidés

Elevage DM /PP n.d /25,7 n.d 6,0/3,0 (Aksnes et al., 1986)
Salmo salar

Sauvage PP 20,3 n.d n.d (Jonsson et al., 1991)

CO/0Ov 4,0/ 12,4-13,75 1,7/1,6-1,9 5,7/3,4-4,0 (Cleveland et al., 2012)
Oncorhynchus mykiss Elevage
DM /CO /PP 1,5/10,0/nd n.d 12,0/8,0/4,0 (Aussanasuwannakul et al., 2011)

Oncorhynchus kisutch Sauvage DM /PP 4,8-19,6 n.d n.d (Bilinski et al., 1984)
Gadidés
Gadus morhua Elevage DM /PP /PS 1,1/254/1,9 13,8 /15,3/14,5 n.d (Solberg and Willumsen, 2008)
Sparidés
Diplodus sargus Sauvage AP /PP /PS 1,3/3,0/0,6 0,7/1,4/0,9 n.d (Pérez et al., 2007)
Pagrus major Elevage DM /PP /PS 1,6/9,4/0,6 n.d n.d (Touhata et al., 1998)

RGS : rendement gonadosomatique ; RHS : rendement hépatosomatique ; RVS : rendement viscérosomatique ; % : pourcentage du poids vif de I’animal ; DM : début de
maturation sexuelle ; CO : croissance des ovocytes/vitellogenese ; Ov : période d’ovulation ; AP : avant la ponte ; PP : période de ponte ; PS : aprés la ponte ; n.d : non

déterminé.
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3.1.2.2 Impacts de la maturation sexuelle sur les tissus de réserve et les organes des
poissons

La production des ovocytes entraine une augmentation du poids des gonades chez les
femelles de poisson. Les changements au niveau du tissu adipeux, du foie ou du muscle
dépendent des especes de poissons ou de leur origine (i.e. mode de production), mais peuvent
également dépendre d’autres facteurs comme 1’état des réserves énergétiques des femelles.
Différents indices (aussi appelés rapports ou rendements) sont en général utilisés pour suivre
I'évolution de la maturation sexuelle chez les poissons. L’évolution du rendement
gonadosomatique (RGS), désignant le rapport du poids des gonades au poids vif total des
femelles, permet d’apprécier notamment 1'investissement de la femelle dans les ceufs (Tyler
and Sumpter, 1996). Le rendement hépatosomatique (RHS), désignant le rapport du poids du
foie au poids vif total des femelles, peut étre également un indicateur du stockage, au niveau
du foie, des réserves nécessaires pour la croissance des ovocytes. Quant au rendement
viscérosomatique (RVS), il permet d’apprécier la mobilisation du tissu adipeux périviscéral.
Le tableau 2 présente des exemples de valeurs moyennes de ces rapports chez les femelles de
quelques especes de téléostéens pendant la maturation sexuelle.

Le RGS augmente au cours de la maturation sexuelle, puis diminue apreés la ponte
(Tableau 2). Ainsi, chez le saumon atlantique, le RGS peut représenter environ 26 % du poids
vif au moment de la ponte (Aksnes et al., 1986). Chez la truite arc-en-ciel femelle, la
proportion des ovaires peut atteindre plus de 13 % du poids vif avant I'ovulation (Cleveland et
al., 2012; Tyler et al., 1990). Chez ’ayu femelle (Plecoglossus altivelis), le RGS peut passer
d’environ 0,2 % pendant la phase de croissance des ovocytes a 24,7 % au moment de la ponte
(Toyohara et al., 1997). Chez la morue, le RGS peut atteindre une proportion de 30 %
(Hansen et al., 2001). En ce qui concerne le RHS, il augmente dans un premier temps en
raison de la synthese hépatique de la vitellogénine (Nassour and Léger, 1989), puis diminue
en fin de vitellogenese. Chez certaines especes, le RHS peut atteindre des valeurs relativement
faibles pendant la saison de ponte (Hansen et al., 2001; Medford and Mackay, 1978). Chez la
morue, espece chez qui le foie est un site de stockage des lipides, le foie peut perdre jusqu’a
75 % de son poids pendant la période de frai (Karlsen et al., 1995). En ce qui concerne le
RVS, il baisse le plus souvent pendant la maturation sexuelle. Cette observation a été surtout
faite chez les salmonidés chez qui le tissu adipeux périviscéral est un site de stockage des

lipides.
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Les impacts de la maturation sexuelle sur le muscle seront décrits dans la partie suivante
(cf. §3.1.2.3).

Parmi les macromolécules biologiques, les lipides et les protéines sont préférentiellement
utilisés au cours de la maturation des gonades (Nassour and Léger, 1989). De plus, il existe
une sorte de préférence de mobilisation des lipides ou des protéines selon les catégories de
poissons et selon leurs états nutritionnels.

Chez les especes "grasses", les lipides sont préférentiellement mobilisés tandis que chez les
especes "maigres”, ou les especes dont la carcasse est devenue maigre en raison de la
maturation sexuelle (associée a un jeline ou une migration), la mobilisation des protéines est
plus importante (Love, 1960; Nassour and Léger, 1989). Love (1988) a cependant rapporté
que les poissons gras utilisent d’importantes quantités de protéines musculaires pendant les
périodes de stress nutritionnel qui incluent le frai, la migration et le jeline. La mobilisation de
I’un ou I’autre de ces nutriments détermine le tissu de réserves qui va €tre impacté.

Chez les femelles de poissons "maigres" comme la morue, les réserves hépatiques sont la
principale source d'énergie nécessaire au développement des gonades lorsque 1’apport
alimentaire est insuffisant pour couvrir les besoins énergétiques des poissons (Kjesbu et al.,
1991; Love, 1960). L’¢tude de Black et Love (1986) a ainsi montré qu’en cas de jelne, la
morue mobilise simultanément les lipides du foie, et le glycogene du foie et du muscle blanc
rapide, puis apres épuisement des lipides du foie, elle mobilise les protéines du muscle rouge
et du muscle blanc, et le glycogene du muscle rouge. Par ailleurs, il a été montré que la morue
utilise les protéines musculaires surtout pendant la maturation finale, c’est-a-dire pour la
phase de croissance des ovocytes (Kjesbu, 1994; Kjesbu et al., 1991).

Chez les especes "intermédiaires" comme la truite arc-en-ciel, les lipides endogenes,
pendant la maturation, sont mobilisés d’abord dans les réserves périviscérales. Des lipides
supplémentaires et des protéines peuvent néanmoins étre mobilisés a partir du muscle, selon
les besoins de la femelle (Aussanasuwannakul et al., 2011; Cleveland et al., 2012; Jonsson et
al., 1997; Manor et al., 2012; Nassour and Léger, 1989). Chez la truite, le tissu adipeux
périviscéral est la principale source endogene (i.e. hors apport alimentaire) d'acides gras
nécessaires pour subvenir aux besoins liés a la maturation sexuelle (Manor et al., 2012). Le
foie, lui, joue principalement un role d’intermédiaire entre les tissus de réserve et les gonades
par la production de vitellogénine. Chez la truite, les triglycérides et les acides gras libres,
transportés depuis le tissu adipeux périviscéral, augmentent notamment dans le foie pendant la

maturation des ovocytes.
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En somme, les changements biologiques qui se produisent chez les femelles pendant la
maturation sexuelle varient en fonction des especes. Au sein d'une méme espece, ces
changements peuvent dépendre de certains facteurs comme le stade de maturation (i.e.
vitellogenése, ovulation ou ponte) et 1’état des réserves énergétiques des poissons en lien avec

leur statut nutritionnel.

En plus des caractéristiques internes, la maturation sexuelle affecte les caractéristiques
externes des femelles. Il a été rapporté des modifications de la pigmentation de la peau chez
certaines especes, ce qui permet par exemple de classer les poissons selon leur degré de
maturation. Chez le saumon du Pacifique (Oncorhynchus keta), la couleur de la peau devient
de plus en plus sombre durant la maturation sexuelle en passant du gris argenté au noir (Reid,
1991). Les femelles matures du saumon atlantique peuvent également étre différenciées des
immatures grace aux changements de coloration de la peau ou au gonflement de leur

gonopore (Aksnes et al., 1986; Hansen et al., 1992).

3.1.2.3 Impacts de la maturation sexuelle sur le muscle
Chez les téléostéens, le muscle peut étre mobilisé durant la maturation sexuelle ce qui
provoque son altération. Des changements peuvent étre observés a des niveaux tissulaire,

cellulaire et/ou moléculaire.

» Au niveau tissulaire

La maturation sexuelle peut engendrer une perte importante de masse musculaire chez les
femelles. Cette atrophie musculaire résulte le plus souvent de la mobilisation des protéines et
des lipides intramusculaires, qui sont utilisés pour le métabolisme énergétique et la croissance
des ovocytes (Aksnes et al., 1986; Mommsen, 2004). Par exemple, il a été observé une
diminution du tissu musculaire, d’environ 50 % du poids du poisson, chez le saumon royal
sauvage (Greene, 1926). Il a aussi été noté, plus de quatre mois avant la ponte, une baisse de
32 % du poids des muscles du capelan (Mallotus villosus) femelle (Henderson et al., 1984).
Par ailleurs, chez le saumon atlantique, il a été rapporté que pendant la période de maturation
sexuelle, le muscle blanc s’atrophie tandis que le muscle rouge est conservé (Martin et al.,
1993).

La maturation sexuelle peut également affecter la structure du muscle. Chez le saumon du
Pacifique, il a notamment été observé une altération progressive du muscle blanc dorsal liée a
une diminution du diametre et de la densité des myofibrilles (Reid et al., 1993). En cohérence

avec I’altération du muscle, les tissus conjonctifs intramusculaires peuvent aussi étre affectés.
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Par exemple, chez I’ayu femelle, le tissu conjonctif péricellulaire intramusculaire présente un

amincissement et une désintégration au cours de la maturation sexuelle (Ito et al., 1992).

» Au niveau cellulaire

La maturation sexuelle peut affecter la cellularité du muscle. Chez la morue, il a
notamment été observé une baisse du diametre des fibres chez les poissons en cours de
maturation (longueur comprise entre 50 et 80 cm) et une diminution relative du recrutement
des fibres musculaires (Greer-Walker, 1970).

La maturation sexuelle peut également entrainer des changements biochimiques dans le
muscle des femelles de téléostéens. Ces études portent a la fois sur des especes qui ne
subissent que le processus de maturation sexuelle et sur des especes qui associent le processus
de maturation sexuelle et celui de la migration.

L’altération du muscle est reliée a celle de ses principaux composants, a savoir les
protéines et les lipides. Le choix de I'un ou I’autre de ces nutriments peut dépendre de I’état
global des réserves du poisson et de leur état nutritionnel (Love, 1960, 1988; Manor et al.,
2012, 2014). De plus, selon les especes et selon leurs besoins spécifiques, les produits de
dégradation des lipides ou des protéines peuvent soit servir au métabolisme d'entretien, soit
étre orientés vers la production des gametes (i.e. croissance des ovocytes et ponte) (Eliassen
and Vahl, 1982; Manor et al., 2014; Mommsen, 2004).

Chez les espeéces "maigres" comme la morue, les protéines musculaires contribuent a
fournir 1'énergie nécessaire au développement des gonades lorsque la demande énergétique est
supérieure aux apports du foie (Eliassen and Vahl, 1982; Love, 1960, 1970). La morue utilise
les protéines du muscle blanc rapide a la fois pour le développement des gonades et la
couverture des besoins métaboliques pendant la période de frai.

Dans le muscle des poissons "gras" et "intermédiaires” en bon état nutritionnel, les lipides
sont, au contraire, le plus souvent préférentiellement catabolisés (Manor et al., 2012). Par
exemple chez la truite arc-en-ciel d’élevage ayant un niveau de rationnement suffisant, aucun
changement n’a été observé dans la teneur en protéines musculaires, tandis que les lipides ont
été mobilisés au cours de la maturation sexuelle (Aussanasuwannakul et al., 2011; Manor et
al., 2012). Chez le saumon atlantique d’¢élevage, les lipides musculaires sont utilisés tres tot au
cours de la maturation des gonades, tandis que les protéines sont mobilisées a un stade plus
avancé de la maturation sexuelle (Aksnes et al., 1986). La mobilisation des protéines
musculaires a lieu lorsque les réserves lipidiques s’épuisent et lorsqu’il n’y a pas d’apport

exogene de nutriments comme dans le cas des migrations a jeun (Love, 1988; Martin et al.,
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1993). La dégradation des lipides du muscle ou lipolyse musculaire permet, via la B-
oxydation, de libérer des acides gras qui permettent de produire de I’énergie nécessaire a la
maturation sexuelle (Manor et al., 2014, 2015a, 2015b). Par ailleurs, il semble que les
femelles mobilisent préférentiellement certains acides gras selon qu’ils sont destinés a la
couverture des besoins énergétiques ou a la production des ceufs (Manor et al., 2012, 2015a,
2015b).

Le devenir des protéines dégradées (protéolyse musculaire) pendant la maturation sexuelle
peut différer selon les espéces et en fonction des besoins spécifiques des poissons (Mommsen,
2004). Chez le saumon atlantique, les acides aminés issus de la protéolyse musculaire sont par
exemple destinés au développement des ovocytes. Cette protéolyse est réduite et limitée a la
fraction sarcoplasmique du muscle, tandis que les protéines myofibrillaires sont épargnées
(Martin et al., 1993; Mommsen, 2004; Von Der Decken, 1992). Chez le saumon du Pacifique,
la teneur en protéines sarcoplasmiques diminue de maniere significative et les protéines
myofibrillaires (myosine en particulier) sont dégradées progressivement pendant la migration
pour le frai. Quant au saumon rouge (Oncorhynchus nerka), il dégrade sélectivement le
muscle blanc en utilisant des réserves importantes a la fois de lipides et de protéines au cours
de sa migration (Mommsen et al., 1980). Chez cette espece sauvage, les lipides sont dégradés
en premier, puis les protéines deviennent, a mesure que la migration progresse, la seule source
d'énergie pour la suite de la migration et le processus de ponte (lui-méme cofliteux en énergie).
Les acides aminés issus de la dégradation des protéines musculaires du saumon rouge sont
utilisés pour le développement des gonades et la gluconéogenese (Mommsen, 2004).

Il est important de noter que la protéolyse musculaire survenant au cours de la maturation
sexuelle, concerne également les composants de la matrice extracellulaire et donc le tissu
conjonctif intramusculaire. Le collagéne en particulier, qui en est le composant majoritaire,
peut étre mobilisé€. Ainsi, les collagenes de types I et V, sont dégradés chez I'ayu pendant le
frai (Ito et al., 1992). Chez la dorade royale femelle cependant, aucun changement de la teneur
en collagéne n’a été rapporté pendant la maturation sexuelle (Touhata et al., 2000). De méme,
chez le saumon atlantique d’¢élevage, le collagéne semble ne pas étre impacté pendant la
protéolyse musculaire associée a la maturation sexuelle, au vu de 1'augmentation relative de la
teneur en hydroxyproline des protéines musculaires (Aksnes et al., 1986).

L’atrophie musculaire liée a la maturation sexuelle résulte d'un taux élevé de protéolyse et
d'une diminution du taux de synthese des protéines. Le muscle blanc, qui présente en général
une tres forte activité protéolytique pendant la maturation sexuelle, est le fournisseur principal

d’acides aminés indispensables au développement des ovocytes (Hagen et al., 2008; Martin et
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al., 1993; Yamashita and Konagaya, 1990b). Quatre grands systémes protéolytiques sont
connus pour (co-) opérer dans les muscles squelettiques des vertébrés (cf. § 1.3 du chapitre 1).
Cependant, la question du systeme prédominant dans la dégradation musculaire au cours de la
maturation sexuelle est encore débattue, bien que 1’importance relative d’un systéme dépende
du modele expérimental utilisé (Mommsen, 2004). Chez le saumon rouge et le saumon du
Pacifique, il a été montré que les cathepsines lysosomales, en particulier la cathepsine D et
parfois la cathepsine L, sont responsables de la dégradation des protéines musculaires pendant
la maturation associée a une migration des poissons (Mommsen, 2004; Yamashita and
Konagaya, 1990b). Chez I’ayu femelle, la maturation peut étre également associée a une
activité accrue des cathepsines (Yamashita et al., 1990). Chez la truite arc-en-ciel, Salem et al.
(2006a) ont également rapporté que le systeme lysosomal engageant les cathepsines était le
plus impliqué dans la dégradation musculaire tandis que la voie ubiquitine-protéasome était
sous-régulée au moment de I’ovulation. Chez la méme espece, la voie des calpaines, n’est pas
activée au moment de la croissance des ovocytes ou du moins durant les stades tardifs de la
maturation sexuelle (Salem et al., 2006a, 2006b).

La maturation sexuelle affecte par ailleurs les glucides du muscle chez certaines especes.
Chez le saumon rouge, les glucides sont utilisés par intermittence et reconstitués, a partir
d'acides aminés (Mommsen, 2004). Chez la morue, le muscle peut présenter des teneurs en
glycogeéne musculaire inférieures a celles des immatures (Hemre et al., 2004). Chez le saumon
atlantique au contraire, le niveau élevé de glycogene musculaire pendant la période de
maturation et de frai suggere que les glucides ne sont pas utilisés comme une source d'énergie
majeure pour ce processus (Von Der Decken, 1992).

La maturation sexuelle peut enfin entrainer une modification des propriétés métaboliques
des fibres musculaires. Chez la truite arc-en-ciel, le métabolisme énergétique du muscle blanc
est altéré pendant le frai, il devient de plus en plus aérobie, avec une capacité accrue
d'utilisation des acides gras (Kiessling et al., 1995). Des changements similaires ont été
observés dans les fibres blanches rapides du saumon rouge. En effet, la dégradation du
muscle, associée au frai et a la migration, peut entrainer un "shift" du métabolisme
musculaire ; le muscle blanc passant d’un métabolisme glycolytique (anaérobie) a un
métabolisme oxydatif (aérobie) suggéré comme étant plus efficace pour générer de 1'énergie

pendant le frai (Miller et al., 2009).
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» Au niveau du transcriptome

Différentes études portant sur le transcriptome musculaire des femelles de poissons ont été
menées afin de connaitre les mécanismes qui sous-tendent les changements observés dans le
muscle pendant la maturation sexuelle. Il ressort de la synthése de 1’ensemble de ces études
(concernant en majorité la truite arc-en-ciel) que la signature transcriptomique associée a
l'atrophie du muscle chez les femelles dépend de leur stade de maturation sexuelle et/ou de
leur niveau de rationnement.

En utilisant la technologie des microréseaux (puces a ADN), Salem et al. (2006a) ont pu
caractériser, pendant la saison de frai (i.e. un stade avancé de maturation sexuelle), la
signature transcriptomique associée a l'atrophie du muscle blanc chez la truite arc-en-ciel
normalement nourrie. Ces auteurs ont noté dans le muscle des femelles matures comparé a
celui des femelles triploides, une surexpression des genes impliqués dans les voies
protéolytiques des cathepsines et des collagénases et une surexpression des genes du
métabolisme oxydatif. En revanche, il a été noté chez ces poissons une sous-expression des
genes impliqués dans la biosynthése des protéines ; une sous-expression des genes codant
pour les protéines myofibrillaires et matricielles ; et une sous-expression des genes codant
pour certaines enzymes du métabolisme glycolytique. De plus, contrairement aux modeles
d'atrophie musculaire des mammiferes, la voie protéolytique du protéasome ne s'est pas
avérée significative dans la dégradation des protéines chez les truites matures. Sur le méme
modele, une étude complémentaire utilisant le séquencage aléatoire du transcriptome entier
(technologie RNA-Seq) a non seulement confirmé ces données, mais a de plus permis
d’identifier, en plus des genes codants (ARNm), des ARN non-codants (microARN et
IncRNA) impliqués dans l'atrophie musculaire associée a la maturation sexuelle (Paneru et al.,
2018). L’étude de Paneru et al. a toutefois révélé que l'atrophie musculaire chez les truites
matures était associée a la surexpression de nombreux genes du systeme ubiquitine-
protéasome et une sous-expression des genes de la biosynthése des lipides, événements non
rapportés dans les travaux de Salem et al. (2006a).

Dans le muscle de truites arc-en-ciel analysées 2 a 3 mois avant la ponte et ayant un niveau
de rationnement suffisant, il a été noté une signature transcriptomique distincte de celle du
modele d’étude de Salem et al. (2006a). L’analyse RNA-Seq du muscle des femelles matures,
par rapport aux femelles triploides, a en effet révélé une surexpression de genes impliqués
dans la dégradation des acides gras et des genes impliqués dans la synthése aérobie d’ATP.

Les auteurs ont ainsi suggéré que les truites femelles a ce stade de maturation et avec un
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niveau de rationnement suffisant, mobilisent plutot les lipides intramusculaires que les
protéines pour couvrir les besoins liés a la croissance des gonades (Salem et al., 2013).

Chez la truite arc-en-ciel en phase de vitellogenese moyenne, il a été rapporté que
I’altération du tissu musculaire est principalement associée a une expression accrue des genes
codant pour les cathepsines et 1’autophagie alors qu’au moment de 1’ovulation, le muscle
présente en plus de ces genes, une surexpression des genes codant pour de multiples
composants du protéasome, des ubiquitines ligases, des calpastatines et la caspase 9
(Cleveland et al., 2012). Cette étude a notamment permis de montrer qu’un niveau de
rationnement suffisant peut atténuer les effets de la maturation sexuelle sur le muscle. Par
ailleurs, Manor et al. (2015a, 2015b) ont montré, grace a une analyse simultanée de multiples
genes endogénes (technologie GenomelLab GeXP™) du muscle de truites arc-en-ciel, que
quel que soit le niveau de rationnement, le muscle des femelles matures, par rapport aux
femelles stériles, présente une surexpression de plusieurs genes de la B-oxydation, laquelle
confirme la forte dégradation des acides gras dans le muscle blanc de ces femelles pour
fournir 1'énergie nécessaire a la production des ceufs.

Enfin, chez une autre espece, a savoir la morue, une analyse RNA-Seq a permis de
démontrer que la dégradation du muscle squelettique rapide pendant la saison de frai est
associée a une sous-expression des isoformes du gene myhl3 de la chaine lourde de myosine
et d’autres genes myofibrillaires tels que myl/2 de la chaine 1égeére de myosine, ainsi que le

gene ttn de la titine (Nagasawa et al., 2016).

3.1.3 Effets de la maturation sexuelle sur la qualité des produits piscicoles
Les changements dans la structure du muscle de poisson et de ses propriétés biochimiques
pendant la maturation des gonades, entrainent une altération de la qualité des produits chez les

poissons.

3.1.3.1 Modification de la composition globale des poissons

Chez les poissons, la maturation sexuelle affecte, quelle que soit leur origine (sauvage ou
élevage), la quantité globale des lipides et des protéines, en particulier les lipides et les
protéines musculaires.

Il a été observé une diminution significative des teneurs en lipides et en protéines
musculaires chez les poissons sauvages. Chez le saumon royal en 1’occurrence, qui migre
pour le frai, la maturation peut provoquer une baisse de la teneur en lipides intramusculaires,
laquelle passe d’environ 18 % en début de migration a environ 2 % au moment de la ponte ; la

teneur en protéines passant d’environ 16 % au début de la migration a 14 % au moment de la
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ponte (Greene, 1926). Bilinski et al. (1984) ont également noté une diminution de la teneur en
lipides (d’environ 6 % a 2 %) et en protéines (d’environ 22 % a 17 %) dans le muscle du
saumon coho (Oncorhynchus kisutch) pendant la maturation sexuelle. La femelle capelan
peut, quant a elle, mobiliser jusqu’a 70 % des lipides de la chair, dont 38 % sont déposés dans
les gonades (Henderson et al., 1984).

En ce qui concerne les poissons d’élevage, les variations de teneurs en protéines et/ou
lipides du muscle sont relativement moins prononcées que celles observées chez les poissons
sauvages. Chez le saumon atlantique d’¢levage, la teneur en lipides de la chair peut passer
d’environ 11 % a 5 % et la teneur en protéines, d'environ 24 % a 20 % dans le filet (Aksnes et
al., 1986). La truite arc-en-ciel, pendant 1’ovulation ou pendant la période de ponte, peut
présenter des teneurs en protéines et en lipides du muscle plus faibles que celles de femelles
diploides immatures (Cleveland et al., 2012) ou de triploides stériles (Salem et al., 2006b). La
morue présente aussi une réduction des protéines musculaires 2 mois avant la ponte (-9 %)
(Solberg and Willumsen, 2008). Chez la méme espece, Hemre et al. (2004) ont montré que les
femelles ayant subi une maturation, ont présenté une diminution des protéines et une
augmentation de 1'eau dans le muscle.

Au cours de la maturation sexuelle, la baisse de la teneur en lipides et/ou en protéines de la
chair s’accompagne le plus souvent d’une augmentation de la teneur en eau dans le muscle
(Aksnes et al., 1986; Bilinski et al., 1984; Eliassen and Vahl, 1982; Henderson et al., 1984;
Kawai et al., 1990; Love, 1960, 1970; Manor et al., 2012; Solberg and Willumsen, 2008).
Cette teneur en eau de la chair crue peut servir d'indicateur de qualité pour déterminer
notamment l'aptitude du saumon coho a la mise en conserve pendant la maturation sexuelle
(Bilinski et al., 1984).

La maturation sexuelle peut également affecter la qualité des lipides (profil en acides gras)
et des protéines (profil en acides aminés) musculaires chez les poissons. 1l a ainsi été rapporté
que selon le niveau de rationnement des poissons ou 1’état des réserves énergétiques avant le
début de la maturation sexuelle, la composition en acides gras des lipides du muscle de la
truite arc-en-ciel peut étre modifiée (Manor et al., 2014). 1l a ét€¢ montré notamment chez la
truite avec un niveau de rationnement suffisant, que les acides gras saturés (AGS) tels que
I’acide palmitique C16:0 et 1’acide stéarique C18:0 du muscle, diminuent dans une moindre
mesure dans le muscle des femelles diploides pour soutenir la croissance des gonades. Au
contraire, la teneur relative en acide gras polyinsaturé oméga-3 (AGPI-n3) 22:6n-3 (DHA) a
augmenté dans le muscle du poisson avec le temps, tandis que I’AGPI-n3 20:5n-3 (EPA) a

légerement baissé (Manor et al., 2012). Chez les femelles de truite soumises a une restriction
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alimentaire, Manor et al. (2014) ont également relevé une diminution de la teneur en AGS et
en acides gras monoinsaturés dans le muscle des femelles diploides, mais n’observent aucun
changement dans les teneurs en EPA et DHA musculaires par rapport aux poissons stériles du
méme age. Par ailleurs, chez le saumon atlantique, la baisse de la teneur en lipides n’a pas
d'effet notable sur la composition en acides gras des femelles matures (Aksnes et al., 1986).
De méme, chez la morue, aucune sélectivité n’a été observée dans la mobilisation des acides
gras du muscle pour la production des ceufs (Takama et al., 1985).

En ce qui concerne la composition en acides aminés, la majorité des études porte sur la
proline et I’hydroxyproline (dérivé de la proline) du collagéne, protéine majoritaire du tissu
conjonctif. Tout d’abord en ce qui concerne les quantités, il a été rapporté qu’au cours de la
maturation sexuelle, la teneur en collagéne du muscle peut augmenter chez la truite arc-en-
ciel (fraction insoluble) (Aussanasuwannakul et al., 2011) ou peut baisser chez I’ayu (Ito et
al., 1992; Toyohara et al., 1997). Quant a la composition, il a é&té montré qu’a partir de 3 mois
avant la ponte, 1’hydroxyproline, qui est un élément déterminant dans la formation des
liaisons de réticulation ou "cross-links", augmente (+336 % au moment de la ponte) dans le
muscle blanc de la truite arc-en-ciel femelle (Aussanasuwannakul et al., 2011). Au cours de la
maturation chez le saumon d’élevage, la teneur d’hydroxyproline du collagéne est plus élevée
dans le muscle des femelles matures que celles des immatures (Aksnes et al., 1986).

La maturation sexuelle peut également avoir un impact sur la teneur en minéraux des
poissons. Deux mois avant la ponte, il a été observé chez le saumon mature d’élevage, une
teneur en cendres nettement inférieure a celle du saumon immature (Aksnes et al., 1986).
Love (1970) rapporte également que le saumon du Pacifique peut perdre jusqu’a 63 % de sa
teneur en minéraux pendant la migration et la reproduction.

Chez les especes a chair pigmentée, la maturation sexuelle entraine une baisse de la teneur
en pigments caroténoides du muscle. Chez les saumons rouges en période de ponte, il a été
noté 65 % de caroténoides en moins par rapport aux poissons "pré-ponte". En particulier la
teneur en astaxanthine du muscle des poissons au moment du frai, ne représentait que 1% de
la teneur mesurée chez les saumons "pré-ponte" (Crozier, 1970). De méme, dans le muscle de
la truite fario analysée peu avant ou apres le frai, aucune trace de pigments caroténoides
(lutéine et astaceéne) n'a été détectée (Steven, 1949). Toutefois, la baisse de teneurs en
pigments semble étre moins prononcée chez les poissons d’¢élevage. Par exemple, chez la
truite arc-en-ciel réguliérement nourrie pendant la maturation sexuelle, il a été noté, autour de
la période de ponte, une baisse 1égere de la teneur en canthaxanthine musculaire (8 pg/g chez

les matures vs. 12 ug/g chez les immatures) (Choubert and Blanc, 1989).
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Pour conclure, I’altération de la composition biochimique des filets des poissons d’¢levage
est généralement beaucoup plus limitée que celle observée chez les poissons sauvages
(Aksnes et al., 1986). Ces changements de composition biochimique entrainent ainsi une

variation des propriétés technologiques et sensorielles de la chair.

3.1.3.2 Effets de la maturation sexuelle sur la qualité technologique des carcasses et des
filets

La maturation sexuelle affecte la qualité technologique des carcasses, en I’occurrence les
rendements de découpe des poissons. Le rendement en filets, est le plus souvent inférieur chez
les femelles matures par rapport a des femelles qui ne font pas de maturation sexuelle. Par
exemple, les travaux de Salem et al. (2006b) montrent qu’en période de ponte, les poissons
matures avaient 11 % de muscles séparables (rendement en muscle) en moins que les poissons
stériles du méme age. De méme, Cleveland et al. (2012) ont mesuré un rendement en filets
inférieur chez les femelles de truites matures, lequel a été corrélé a un faible dépot de
protéines et de lipides dans le muscle durant la maturation sexuelle. Les travaux de Paaver et
al. (2004), ont quant a eux relevé un rendement en filets plus faible (59 %) chez les truites
matures que chez des truites immatures (68 %).

La maturation sexuelle affecte également la qualité technologique des filets, laquelle peut
étre liée a I’altération de la capacité de rétention en eau du muscle. Cette altération est elle-
méme reliée a la mobilisation des protéines myofibrillaires (la myosine, l'actine et la
tropomyosine) qui déterminent la capacité de rétention d’eau de la chair (Hagen et al., 2008).
Etant donné que ces protéines sont le plus souvent remplacées par de l’eau, il est
généralement observé une augmentation des pertes au cours des procédés de transformation
tels que la cuisson ou le fumage. Chez le saumon coho cuit en conserve par exemple, il a été
rapporté que la dégradation des protéines musculaires entraine une perte de la capacité de
rétention d'eau de la chair (Bilinski et al., 1984), ce qui suggére une baisse du rendement a la
cuisson des filets. Il a été également montré pendant la maturation sexuelle chez la truite arc-

en-ciel, une baisse du rendement a la cuisson des filets (Davidson et al., 2014).

3.1.3.3 Effets de la maturation sexuelle sur les propriétés organoleptiques des filets

La maturation sexuelle chez les femelles de poisson affecte les principaux critéres de
qualité sensorielle de la chair.

Chez les especes a chair pigmentée comme les salmonidés, la couleur est fortement altérée
(Aksnes et al., 1986; Bilinski et al., 1984; Bjerkeng et al., 1992; Janhunen et al., 2019; Morin,
2012; Reid et al., 1993; Steven, 1949; Torrissen and Torrissen, 1984) et cette altération résulte
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de la mobilisation des pigments caroténoides du muscle vers les ovaires lors de la production
des ceufs (Crozier, 1970; Storebakken and No, 1992). Les filets de truite par exemple, perdent
leur teinte rose-orangée, caractéristique des salmonidés, et deviennent blancs et totalement
inacceptables pour la consommation en regard des criteres de qualité recherchés (Morin,
2012). Chez le flétan, poisson a chair non pigmentée, il a par ailleurs été rapporté que la
maturation sexuelle impacte la couleur des filets. Ces derniers ont en effet un aspect plus
blanc (forte luminosité L*) que les filets des femelles immatures (Roth et al., 2007).

La texture de la chair est également affectée par la maturation sexuelle. Cette observation a
été faite chez diverses especes de poissons dont la morue (Hagen and Johnsen, 2016). Chez
I’ayu, il a été relevé une diminution de la résistance mécanique de la chair, qui a été attribuée
a I’altération du tissu conjonctif pendant la saison de ponte (Ito et al., 1992). Les filets crus de
hareng (Clupea harengus L.) en maturation ou en saison de ponte sont quant a eux,
significativement plus fermes que ceux des harengs immatures ou "ovulants" (Nielsen et al.,
2005). Chez les salmonidés en particulier, certaines études relevent un durcissement des filets
(Aksnes et al., 1986; Aussanasuwannakul et al., 2011, 2012; Salem et al., 2013) tandis que
d'autres ont observé un ramollissement des filets (Bilinski et al., 1984; Reid and Durance,
1992; Salem et al., 2006b) chez la femelle pendant la maturation sexuelle. Les conclusions
semblent donc diverger, et ce, probablement a cause des différences en maticre de produits
analysés (cuits ou crus), de I’origine du poisson (sauvage ou élevage), de la ploidie (triploide
ou diploide) et aussi des méthodes d’analyse du produit (analyse sensorielle ou
instrumentale). D’ailleurs, en utilisant les mémes poissons et les mémes méthodes de mesure,
il a été noté pendant la maturation, une augmentation de la fermeté des filets crus et une
baisse de la fermeté des filets cuits de truite d’¢élevage (Davidson et al., 2014). Chez le
saumon d’élevage, la texture plus dure de la chair crue chez les femelles matures peut
s'expliquer par une teneur en eau et une quantité de collagene relativement plus élevées dans
le muscle (Aksnes et al., 1986). A I'inverse, la moindre fermeté de la chair, observée chez le
saumon du Pacifique pendant la migration pour le frai, a été reliée a une forte activité des
protéases, plus précisément des cathepsines (Konagaya, 1985). Par ailleurs, la maturation
sexuelle stimulée par des manipulations de la photopériode (artificielle) favoriserait le gaping
dans les filets de flétan (Hagen and Johnsen, 2016).

En matiere de flaveur, la chair peut perdre son gofit caractéristique de I’espece pendant la
maturation sexuelle. Chez le saumon atlantique d’élevage, la maturation conduit notamment a

une odeur et une saveur beaucoup moins prononcées (Aksnes et al., 1986). De méme, 1'odeur
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et la saveur caractéristiques du saumon coho diminuent en intensité avec la progression de la




maturation sexuelle. La chair mise en conserve peut développer des off-flavor (Bilinski et al.,

1984).
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Conclusion de la synthése bibliographique et rappel de la problématique

Cette synthese bibliographique montre la spécificité du muscle des poissons par rapport a
celui d’animaux terrestres. La structure du muscle des poissons joue un rdle important dans le
déterminisme de sa qualité. La qualité de la chair de poisson, donc du muscle, dépend des
trois tissus qui le composent a savoir les fibres musculaires, le tissu conjonctif et le tissu
adipeux intramusculaire. Parmi les facteurs pouvant affecter la qualité, la maturation sexuelle,
facteur intrinséque, alteére les propriétés du muscle, ce qui présente un désavantage chez les
especes destinées surtout a la consommation.

Depuis plusieurs années, il est possible grace a diverses manipulations dans les systeémes
d’élevage (sur les plans nutritionnel, physiologique, hormonal et génétique) de retarder ou
contourner la maturation sexuelle. L’une d’entre elles, est de produire des animaux stériles
comme c’est le cas des monosexes femelles triploides, qui ne présentent pas de maturation
sexuelle et donc ne développent donc pas de gonades (Felip et al., 2001).

En France, des femelles diploides sont quand méme élevées dans la filiére truite jusqu’a la
maturation sexuelle pour répondre a la demande en ceufs de truite. Malheureusement, la
valorisation de ces poissons est rendue difficile par 1’altération de la qualité des filets apres
I’ovulation. En effet, la maturation sexuelle provoque une détérioration de la structure et de la
composition du muscle. Des pratiques empiriques suggerent que la qualité des filets peut
progressivement se rétablir pendant la saison apres la ponte, mais cette restauration de la
qualité n’a pas encore été expérimentalement objectivée.

Notre travail a pour objectif de décrire et comprendre I'évolution de la qualité apres
I’ovulation.

Etudes expérimentales et approches méthodologiques

Dans la premiere expérimentation de ce travail, nous avons décrit 1’évolution de la qualité
des truites (carcasse et chair) apres 1’ovulation. Pour ce faire, la qualité des produits a été
analysée par des méthodes physiques et biochimiques a différents temps apres la ponte. En
parallele, des prélevements de tissus musculaires ont été effectués en vue d’analyses
histologique et transcriptomique.

Dans la seconde étude, nous avons décrit 1’évolution des tissus du muscle. Pour ce faire,
nous avons caractérisé les structures macroscopique (répartition des fibres, et des tissus
conjonctifs et adipeux intramusculaires) et microscopique du muscle. La structure
macroscopique a été analysée par traitements d’images de demi-darnes prélevées pendant les
mesures de la qualité. L’étude de I’évolution de la taille et du nombre de fibres musculaires a

permis d’analyser la structure microscopique du muscle.
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Enfin, la troisiéme étude expérimentale de notre travail a permis de décrire 1’évolution de
I’expression des geénes apres la ponte. Le transcriptome musculaire a été caractérisé grace a la
technologie des microréseaux puis, les processus biologiques associés aux genes
différentiellement exprimés au cours du temps post-ponte ont permis de comprendre les

mécanismes impliqués dans la récupération de la qualité.

j




PARTIE II : ETUDES
EXPERIMENTALES






1. EVOLUTION DE LA QUALITE DES PRODUITS APRES LA PONTE

Cette premicre étude expérimentale de mon travail de thése fait I’objet d’un article publié
dans la revue Aquaculture.

Ce travail avait pour objectif principal de suivre 1'évolution des qualités technologique et
organoleptique chez des truites arc-en-ciel femelles de la ponte (0 semaine) jusqu’a 8 mois
(33 semaines) post-ponte. Pour ce faire, les paramétres biométriques des poissons ont été
mesurés a 1’abattage, et certains traits de qualités technologique et organoleptique ont été
mesurés sur les filets frais et fumés. Des mesures a 48 h ont été également effectuées sur le
filet cru. Par ailleurs, au moment des mesures de qualité a 1’abattage, des prélévements de
tissus musculaires ont été effectués en vue des analyses histologique et transcriptomique
ultérieures.

L’expérimentation a nécessité le travail coordonné de deux équipes de I’INRAE, a savoir
I’équipe de la Pisciculture Expérimentale INRAE des Monts d'Arrée (PEIMA) a Sizun (29) et
I’équipe Croissance et qualité de la chair du Laboratoire de Physiologie et Génomique des

Poissons (LPGP) a Rennes (35).

1.1 Gestion des femelles avant I’ovulation

Le matériel biologique de notre travail était composé d’une cohorte de truites arc-en-ciel
femelles automnales diploides (écloses a 1’automne 2015) élevées dans 1’unité expérimentale
de la PEIMA. Avant la ponte, les truites étaient élevées dans deux bassins circulaires de 6m
de diamétre contenant 25m” d'eau provenant du lac du Drennec (Sizun, France). A 1'age de 23
mois, les truites ont ét€ marquées individuellement avec des pit-tags (début octobre 2017) et
leurs poids et longueur ont été mesurés. La température de I’eau d’élevage était en moyenne
de 15,6°C au moment du marquage. Les femelles ont été mises a jeun pendant 48 h avant le

marquage, puis elles ont été réalimentées.
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1.2 Gestion de ’ovulation et de la ponte

La figure 9 résume les activités effectuées pendant la période d’ovulation et de ponte
(effectuée par "stripping" manuel des femelles).

Au sein d’un élevage, les femelles de truite d’une cohorte n’ovulent pas toutes au méme
moment. Pour notre souche expérimentale "automnale" a la PEIMA, ’ovulation s’étale sur
environ six semaines comme 1’illustre la figure 9B. Ainsi, a ’approche de 1’ovulation (mi-
octobre 2017), les femelles de la cohorte (agées de 24 mois) ont été controlées une fois par
semaine pour vérifier 1'ovulation en appliquant une pression manuelle sur I'abdomen. Cette
pratique de vérification de I’ovulation nécessitait, a chaque fois, la mise a jeun des femelles
48 h avant les manipulations. Les femelles étaient ensuite renourries apres les manipulations
(pour les détails sur le régime alimentaire, cf. article au § 1.4.1). Cependant, lorsque 10 % de
I’effectif de la cohorte a ovulé, I’ensemble des animaux ont été mis a jeun.

Dés que I’ovulation était effective, les femelles concernées étaient isolées de la cohorte,
puis "strippées". Les parametres de ponte tels que le poids des ceufs et le poids du liquide
coelomique® étaient ensuite mesurés en vue de ’évaluation de I’investissement en ceufs pour la
femelle (en calculant la fécondité relative, c’est-a-dire le nombre d’ceufs/poids de la femelle).
De plus, un échantillon d’ceufs était aussi prélevé, puis photographié dans le but d’analyses
ultérieures, par vision numérique, de la qualité des ceufs (nombre d’ceufs blancs, couleur des
ceufs, taille des ceufs...).

Apres le stripping, des lots de femelles de la méme date de ponte ont été constitués et
placés dans des bassins circulaires de 2 m de diamétre contenant 2 m” d'eau ; ces femelles ont
été ensuite renourries ad libitum. Au total, neuf (9) groupes expérimentaux de truites post-
ponte (n = 25) ont ainsi été constitués. En parallele, deux groupes de poissons témoins (n =

25) ont pu étre formés avec des truites femelles immatures de la méme cohorte.

1.3 Mesures de la qualité des truites et prélévements

Le planning de notre expérimentation s’est étendu sur 33 semaines apres la ponte, avec 9
dates (Novembre 2017 a Juin 2018) de mesures et de prélevements des femelles post-ponte.
Les lots de contrdles immatures ont été analysés au début et a la fin de I’expérimentation (au
premier et au dernier point de mesures, respectivement). La température de l'eau a été

mesurée quotidiennement pendant 1'expérimentation (cf. tableau 1 de I’article au § 1.4.1).

® Liquide dans lequel baignent les ceufs de poissons
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Muscle blanc dorsal
Muscle blanc profond

Figure 10 : Localisation des points de mesures de la morphologie des demi-darnes et des
zones de prélévements pour les analyses de la structure musculaire (muscle blanc dorsal)
et de ’expression des génes (muscle blanc profond) dans le muscle rapide de truites arc-
en-ciel. Distance 12 : hauteur du dos; Distance 2>3: épaisseur de la demi darne ;
Distance 4->5 : épaisseur du ventre.




A chaque temps de mesure, 20 poissons par lot ont été analysés. La qualité des carcasses a
été mesurée aussitdt apres 1’abattage (< 2 h post-mortem). Les mesures de qualité de la chair
ont également été effectuées juste apres 1’abattage, mais aussi a 48 h post-mortem (pm) sur un
filet, cru, et a 7 jours pm sur ’autre filet, fumé.

L’¢évaluation de la qualité des carcasses a consisté en :

— des pesées et mesures morphométriques (longueur standard et épaisseur) des

poissons ;

— Dévaluation de I’adiposité globale (mesure Fatmeter®) ;

— le calcul des rendements de découpe : rendements a 1’éviscération et au filetage.
Les rendements a 1’éviscération ont été calculés avec les valeurs de pesées de la carcasse
(poisson éviscéré), la téte, les visceres (sans le foie), le foie, et les gonades. Le rendement au
filetage a été quant a lui évalué sur des filets bruts, c’est-a-dire les filets avec peau, et sur des
filets parés-pelés, c’est-a-dire les filets dépouillés de tissus osseux et adipeux et de la peau.

L’¢évaluation de la qualité de la chair (des filets) a été faite en mesurant :

la couleur ;

- lepH;

la résistance mécanique ;

la teneur en matiére séche.

Les détails des mesures de la qualité de la chair sont résumés en annexe (Annexe I).

Au moment de I’abattage, une demi-darne a été découpée devant la nageoire dorsale de
chaque poisson, puis des échantillons de muscles y ont été prélevés (Figure 10). Les
¢chantillons destinés a 1’analyse de la cellularité musculaire (analyses histologiques) ont été
fixés dans une solution de Carnoy (éthanol absolu/chloroforme/acide acétique : 6/3/1 vol)
pendant 48 h a 4°C, déshydraté dans des bains successifs d'éthanol et de butanol puis ont été
inclus dans la paraffine. Quant aux échantillons destinés a I’analyse de 1’expression des génes
(analyses transcriptomiques), ils ont été congelés dans 1'azote liquide puis stockés a -80°C.

Des photos de chaque poisson, d’un de leurs filets et des demi-darnes découpées ont été
également prises pour des études ultérieures par traitement d’images. Les photos de poissons
et des filets étaient destinées a 1’analyse de la morphologie des truites et de la couleur des
filets respectivement. Quant aux photos de demi-darnes, elles étaient destinées a I’étude des

caractéristiques des demi-darnes (morphologie, répartition des tissus dans les darnes).
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1.4 Résultats

1.4.1 Article publié dans la revue Aquaculture
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In fish rearing industry, sexual maturation results in loss of profit or at least in a delay to valorize spawning fish.
Salmonids Indeed, many edible fish display poor fillet quality after sexual maturation and as such cannot be processed
Yields immediately after spawning. So, a post-spawning rearing period may allow the recovering of an acceptable fillet
gzi‘z:lre quality. So far, flesh quality restoration after spawning has received little attention. In the present study, the

evolution of technological and organoleptic qualities was investigated in diploid autumnal strain female rainbow
trout (24 months of age) after spawning. Immediately after spawning, nine groups of trout (n=25) from the
same cohort were placed separately into circular tanks and fed ad libitum. Fish were then sampled at 0, 1, 2, 4, 8,
13, 16, 24, and 33 weeks after spawning (PS0, PS1, PS2, PS4, PS8, PS13, PS16, PS24, and PS33). Immature (no
egg produced) female trout from the same cohort were also sampled as controls at the beginning (C0) and at the
end (C33) of the experiment. Immediately after spawning, PSO trout showed a significantly lower raw fillet yield
than control (CO0). Furthermore, raw fillet from these trout was less colored (lower redness a*) and presented
higher lightness L* value than raw fillet from CO trout while their fillet mechanical resistance was similar. Raw
fillet yield increased after the 16th week post-spawning. The fillet lightness steadily decreased from the 4th week
to the 24th week post-spawning and did not change afterwards, whereas fillet redness increased from the 8th
week to the 24th week after spawning. Fillet mechanical resistance declined progressively after spawning with a
significant change from the 13th week. Concerning the smoked fillet, the smoking yield of PSO trout was
significantly lower than that of CO trout. Thereafter the smoking yield of post-spawning trout slowly increased
until reaching a significantly higher value at the 24th week. The evolution of smoked fillet color and mechanical
resistance after spawning was similar to that of raw fillet. At the end of the experiment, most quality parameters
of PS33 trout fillet were similar to those of C33 trout. We discuss the post-spawning quality parameters recovery
in three sequential phases. On the whole, our study reports that the technological and organoleptic properties of
the flesh were recovered in female trout 24 weeks after spawning (1400 °C.day).

Post-spawning evolution

1. Introduction

Flesh quality is a set of muscle characteristics conferring the ability
to meet market preferences. Sanitary, technological, nutritional and
organoleptic properties account for flesh quality (Lefevre and Bugeon
2015). Technological quality is related to carcass characteristics during
primary processing (gutting, filleting, skinning/trimming) and further
processing (cooking, salting, smoking...). Organoleptic qualities include
flesh color, flavor and texture, that depend on muscle components like
fat, proteins and pigments, and on tridimensional organization of muscle

* Corresponding author.
E-mail address: florence.lefevre@inrae.fr (F. Lefevre).
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tissue (Robb et al. 2002; Lefevre and Bugeon 2008; Listrat et al. 2016;
Hatae et al. 1990). While technological quality is assessed by measuring
yields such as carcass and fillet yields, organoleptic quality is assessed by
describing the sensorial characteristics of the product i.e. color, texture,
and taste during a sensory analysis or by quantifying these character-
istics using instrumental measurements (Dunajski 1979; Hyldig and
Nielsen 2001; Lefevre and Bugeon 2008; Skrede and Storebakken 1986).
The control of fish flesh quality is necessary to ensure public acceptance
of farmed fish products and to fit the sustainability of aquaculture.
Intrinsic factors such as genetics, sexual maturation and age, as well as
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extrinsic factors such as diet, environment and handling procedures
before and after slaughter, are known to influence fish quality (Fau-
conneau et al. 1995; Haard 1992; Lefevre and Bugeon 2008; Rasmussen
2001).

Sexual maturation deeply compromises technological and organo-
leptic qualities of edible fish (Aussanasuwannakul et al. 2011; Manor
et al. 2012). Specifically in female salmonids, somatic tissues provide
nutrients, carotenoid pigments and energy necessary for the formation
of the egg yolk, which constitutes the reserves of the future embryo
(Steven 1949; Tyler et al. 1990; Cerda et al. 2008). The large mobili-
zation of carcass, and visceral reserves during egg formation leads to the
deterioration of the fish technological properties (Aksnes et al. 1986;
Nassour and Léger 1989; Tyler et al. 1990; Shearer 1994; Cleveland et al.
2012; Salem et al. 2006; Janhunen et al. 2019). In addition, fillet me-
chanical resistance and fillet color, which are both among the most
important traits determining flesh quality for producers, processors, and
consumers, are strongly altered during sexual maturation (Torrissen and
Torrissen 1984; Bilinski et al. 1984; Aksnes et al. 1986; Hyldig and
Nielsen 2001; Aussanasuwannakul et al. 2011; Reid and Durance 1992;
Reid, 1991).

To meet the increasing demand for large trout, especially for smoked
fillets, triploid female are mostly reared because they are sexually sterile
and as such do not exhibit flesh quality deterioration. Nevertheless,
diploid female fish are reared for reproduction but also to produce “trout
caviar” for human consumption. The flesh of these mature female is
strongly deteriorated after spawning, and quite unsuitable for fillet
valorization. Empirical practices suggest that fillet quality can progres-
sively recover during the post-spawning season but this feature has
never been investigated.

This study was carried out to describe the evolution of flesh quality in
rainbow trout after spawning. Specifically, we measured fish biometric
parameters and assessed the technological quality as well as some
organoleptic traits of raw and smoked fillets through instrumental
measurements. Our study provides new knowledge on the recovery of
trout product quality after spawning and points out the possibility of re-
using female after reproduction for salmonid farm industry.

2. Material and methods
2.1. Fish rearing

Diploid female rainbow trout from the same autumnal strain cohort
(hatched in 2015) were reared in the INRAE’s experimental facilities
(PEIMA, Sizun, France). Prior to spawning, trout were reared in two 6 m
diameter circular tanks containing 25m® of water from the “Drennec”
Lake (Sizun, France). At 23 months of age, trout were individually tag-
ged and measured for body weight and length. During spawning season
(late October to November 2017), 24-month-old female were checked
for ovulation once a week by applying a manual pressure on the
abdomen. After ovulation and stripping, females from the same
spawning date were placed into a circular 2 m diameter tank containing
2m?® of water. A total of nine experimental groups of post-spawning trout
(n = 25) were constituted. In parallel, two (n = 25) control groups were
randomly formed from immature female trout of the same cohort. The
water temperature was measured daily during the experiment.

Mature and immature trout were fed with the same diet throughout
the course of the trial. From early July 2017 to the end of August 2017,
all trout reared in the same 6 m diameter tank were fed by an automatic
feeder, which delivered a commercial feed (37-39% crude protein,
30-32% fat, 5-7% ash and 1-3.1% crude cellulose; A40 EFICO YS 891,
BioMar®, France). Fish growth was estimated using a growth model
(Muller-Feuga, 1990) and every 3 weeks to 1 month, a 10% represen-
tative sample of the whole group is counted and weighed to readjust the
feed rations to the actual growth of the fish. From the end of August
2017, another standard commercial feed (40% crude protein, 24% fat,
11% ash, 1.4% crude cellulose, and 25 ppm natural astaxanthin; B-
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MEGA 20, Le Gouessant, France) was distributed until mature trout
ceased eating. When 10% of trout from the cohort were ovulated, the
feeding of fish in the tank was stopped. Immediately after spawning and
constitution of experimental groups, trout were re-fed with a post-
reproduction diet (46% crude protein, 16% fat, 8.7% ash, 1.8% crude
cellulose, and 32 ppm natural astaxanthin; NEO REPRO II, Le Gouessant,
France). Feed was distributed with automatic feeders, and feed intake
was monitored during the first two months to assess trout appetite and
thus adjust the feed ration. The feed conversion rate, during this early
post-spawning period, was between 1.5 and 2.0 for all groups. After this
early post-spawning period, fish were fed ad libitum. Fish growth curves
were similar between the different groups (data not shown).

2.2. Sampling and slaughter procedure

Sampling was carried out between mid-November 2017 and late
June 2018. Specifically, 20 fish from the same tank were sequentially
slaughtered at 0, 1, 2, 4, 8, 13, 16, 24, and 33 weeks (PS0, PS1, PS2, PS4,
PS8, PS13, PS16, PS24, PS33; Table 1) after spawning. Control trout (i.
e., immature female that did not produce egg) were also sampled at the
beginning (CO0) and at the end (C33) of the experimental period. Ploidy
of trout from the control groups was checked on muscle samples using
flow cytometry. Some spontaneous triploids were found (6 in total) in CO
and C33 batches and then discarded. Post-spawning and control trout
were fasted for 48 h prior to sampling.

Fish care and sampling were in strict accordance with European
policies and the guidelines of the National Legislation on Animal Care
and Use Ethical Committee (Decree N°2013-118, February 1st, 2013;
European Directive 2010-63, September 22, 2010). The INRAE PEIMA
facilities are authorized for animal experimentation under French reg-
ulations (D29-277-02).

2.3. Measurements at slaughter

Trout were rapidly caught from the experimental tank, anesthetized
with Tricaine Pharmaq (5 g/100 L), then killed by a blow to the head
and finally bled by gill arch section in water containing an overdose of
anesthetic (5 g/50 L). Measurements were performed within 1-2 h after
slaughter when fish were in a pre-rigor mortis state. The fish traits
measurements were indexed according to the ontology ATOL (Animal
Trait Ontology for Livestock, https://www.atol-ontology.com/en/ert
er-2/; Golik et al. 2012).

Fish were wiped with tissue, individually weighed (BW,
ATOL_0000351) and measured (standard length SL, ATOL_0001659;
maximum body thickness T, ATOL_0005337) measured at the trunk
level). Fish adiposity (ATOL_0001663) was also assessed using the Fish
Fatmeter® (Distell Industries Ltd., Scotland). This instrument was firmly
applied on dorsal musculature, parallel to the lateral line (Douirin et al.
1998). Two measurements were performed at two locations along the
dorsal part of the both sides of the fish: the first location was anterior to
the dorsal fin, the second at the dorsal fin level. Fatmeter® value was the
mean of these measurements. Fish were then gutted to collect the
carcass, viscera (including visceral fat) without Iliver (VW,
ATOL_0002258) and gonads (GW, ATOL_0001776) which were
weighed. Gutted fish were finally filleted and raw fillet (skinned and
trimmed) was weighed (RFW, ATOL_0002262). The following parame-
ters were calculated: condition factor K= [(BW/SL®) x 100,000]
(ATOL_0001653), shape ratio SR=[(T/SL) x 100], gonadosomatic
index GSI=[(GW/BW) x 100] (ATOL_0001799), viscerosomatic index
VSI = [(VW/BW) x 100] (ATOL_0002259), raw fillet yield = [(RFW/BW)
x 100] (ATOL_0002263).

The initial muscle pH (ATOL_0001684) was measured in the front
part of fillet (Fig. 1), within 30 min to 1 h post-mortem, using a pH meter
(Metrohm 826 pH mobile, Switzerland) equipped with a penetration
electrode.

The fillet color (ATOL_0001017) was instrumentally assessed using a
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Table 1

: Timetable of mean daily water temperature and post-spawning time expressed in degree per day for each sampling groups (n = 20).
Time post-spawning (weeks) 0 1 2 4 8 13 16 24 33
Sampling groups PSO PS1 Ps2 PS4 PS8 PS13 PS16 PS24 PS33
Mean water temperature (°C) 11 11 11 8 8 7 7 9 12
Post-spawning duration (°C.day) 0 130 220 350 520 800 1030 1400 2100
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Fig. 1. : Schematic representation of measurements and sampling locations for quality analyses of rainbow trout raw and smoked fillets; for details see text.

portable Minolta Chromameter CR-400 (France) equipped with a light
source C and a 2° observer angle, calibrated to a white standard. For
each fillet, three measurements were performed at three locations along
the dorsal part of the fillet: the first was anterior to the dorsal fin, the
second at the dorsal fin level and the third was anterior to the anal fin
(Fig. 1). The mean value was considered for data expression that
referred to the L*, a*, b* system, representing lightness, redness, and
yellowness, respectively, as recommended by the CIELAB color space
(CIE 1976).

Fillets were then separately vacuum-packed in plastic bags and
stored for 48 h at 4 °C.

2.4. Raw fillet quality measurements at 48 h post-mortem

After 48 h of storage, quality parameters analysis was carried out on
one fillet in our laboratory (Rennes, France). Fillet pH (ultimate pH,
ATOL_0001684) was performed using 5 g of muscle, removed from the
front part of the fillet (Fig. 1) and homogenized in three volumes of
distilled water. Dry matter content (ATOL_0000101) was determined in
duplicate by drying approximately 9 g of minced raw fillet (Fig. 1) for
72h in an oven (Memmert 854 Schwabach, Germany) at 105°C. A
sample of minced raw fillet was kept and stored at —20 °C in a domestic
freezer for further chemical composition analysis (Fig. 1). The fillet color
was measured as described above at slaughter. The post-rigor fillet
(64 mm length from the middle part of fillet; Fig. 1) mechanical resis-
tance (ATOL_0001649) was performed using a Kramer shear cell
mounted on a static load cell of 2 kN (Instron 5544, INSTRON Ltd.,
England). The maximum shear force was recorded with a constant speed
of 1 mm/s and divided by the sample weight (specific resistance).

2.5. Smoking procedure and smoked fillet quality measurements

At 48 h post-mortem, the other fillet was smoked at PEIMA fish pro-
cessing facility. Fillet was weighed and hand-salted proportionally to the
fillet weight (7%) for 4 h on grids using pure dried vacuum salt (INEOS).
Fillet was thereafter rinsed with tap water to remove excess salt,
drained, and then cold-smoked for 5 h at 23 °C with green beech wood in
an air-conditioned and horizontally-ventilated smoking cabinet equip-
ped with a GF 200 automatic smoke generator (Arcos® CTF 100 SH).
Fillet was weighed before and after the salting and smoking procedure to
estimate the smoking yield of fillet (by dividing the weight of the
smoked fillet by the weight of the raw fillet before salting and smoking).
Smoked fillets were vacuum-packed and cold-stored (0-4°C) until
quality measurements at 7 days post-mortem. Quality parameters mea-

surements were performed on the smoked fillet as described above for
the raw fillet.

2.6. Fillet chemical composition

Chemical composition analysis was carried out by Eurofins Analytics
(Nantes, France) on subsamples (n = 10) of raw fillets (Fig. 1) from four
groups: CO; PSO, PS33 and C33. Total fat content, protein and collagen
content were determined using Eurofins Analytics internal methods:
microwave extraction (AMGO-1), adapted-Kjeldahl Nitrogen method
(C0090) and determination of collagen-hydroxyproline by spectropho-
tometer (AAS03), respectively.
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2.7. Statistical analyses

A one-way ANOVA analysis was used to test the effect of time after
spawning on quality parameters in all post-spawning groups (PS0, PS1,
PS2, PS4, PS8, PS13, PS16, PS24, and PS33). A one-way ANOVA analysis
was also used to compare the quality parameters of post-spawning and
control fish measured at the same time (PSO vs. CO and PS33 vs. C33).
Significant differences revealed in ANOVAs were followed by a Student-
Newman-Keuls (SNK) multiple comparison test to determine differences
among post-spawning groups. In addition, the Pearson correlation co-
efficient was calculated to analyze the significance of the linear re-
lationships between variables in all post-spawning fish analyzed over
the entire recovery period (Supplemental data: Tables S1 and S2). All of
these analyses were performed using Statistica for Windows (version
5.1). The number of fish measured for each parameter is specified below
figures or tables.

3. Results
3.1. Fish biometric parameters at slaughter

Immediately after spawning, trout showed a significantly lower body
weight, condition factor, shape ratio and Fatmeter® value than CO trout
(Table 2). At 13 weeks, post-spawning trout body weight, condition
factor, shape ratio (Table 3) and Fatmeter® value (Fig. 2) were signifi-
cantly higher than at 1, 2, 4 and 8 weeks after spawning and continued
to increase till the end of the experiment. At the end of the experiment,
post-spawning trout exhibited similar morphology parameters and Fat-
meter® value to those found in immature C33 trout (Table 2).

Evolutions of viscerosomatic (VSI) and gonadosomatic (GSI) indexes
are presented in Fig. 3. PSO trout exhibited a significantly lower VSI at
spawning than CO trout (Table 2). In contrast, the GSI was higher in post-
spawning trout than in immature CO trout. At 13 weeks post-spawning,
VSI was found to be higher than at 1, 2, 4 and 8 weeks following
spawning, and remained constant until the 33th week. However, one
week after spawning, GSI dropped and remained low until the 33th
week. At the 33th week after spawning, VSI was still lower in post-
spawning trout compared to C33 trout while their GSI did not differ
(Table 2).

3.2. Fillet yields and smoking yield

Immediately after spawning, PSO trout showed a significantly lower

Table 2
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skinned and trimmed raw and smoked fillets yields than CO trout
(Table 2). Raw and smoked fillets yields were found to slightly increase
after spawning with significantly higher values after the 16th week
(Fig. 4). At the end of the experiment, there were no significant differ-
ences in the raw and smoked fillets yields between PS33 and C33 trout
(Table 2).

Regarding the salting and smoking procedure, the smoking yield of
PSO trout was significantly lower than that of CO trout, and showed a
significantly higher value only at the 24th week compared to the pre-
vious weeks following spawning (Fig. 4). At 33 weeks after spawning,
the PS33 smoking yield was similar to that of C33 trout (Table 2).

3.3. Flesh quality

No significant difference in lipid, protein, or collagen content was
measured between post-spawning and control fish, whether at spawning
time (Time 0) or at the end of the experiment (33 weeks after spawning)
(Table 4).

Dry matter content of raw and smoked fillets was lower in PSO trout
compared to CO trout (Table 5). From 13 weeks after spawning, raw
fillet dry matter content was found to increase till the 24th week, and
then remained constant until the 33th week. In smoked fillet, dry matter
content increased only after 16 weeks post-spawning and did not change
afterwards (Fig. 2). At 33 weeks after spawning, no significant difference
was observed in raw and smoked fillet dry matter content between
control C33 and PS33 trout (Table 5).

Change in muscle pH was observed over the experiment (Tables 5
and 6). At spawning, a lower value was measured in post-spawning fillet
compared to control fillet for initial pH (pH;) and ultimate pH (pHy). pH;
value was higher one week after spawning, remained fairly constant
from the 1st week to the 4th week, and then exhibited the highest value
at the 8th week. The values of pH; progressively decreased from the 8th
week until the end of the experiment. At the end of experiment muscle
pH; did not differ between post-spawning trout and immature C33 trout.
A decrease in muscle pH was observed at 48 h post-mortem and this
variation (ApH) was globally the same at each measurement point.
Muscle pH, was found to be globally similar over the experiment, except
at 33 weeks where lower value was measured in PS33 compared to those
of the preceding post-spawning trout and also compared to that of C33
trout. Smoked fillet pH of post-spawning trout was significantly lower
than that of control at the beginning and at the end of the experiment
and only slightly changed over time.

Fig. 5 shows changes in color parameters of raw fillet measured at

Comparison of fish traits between control (C) and post-spawning (PS) fish at spawning time (time 0) and at the end of the experiment (33 weeks after).

Parameters Spawning Time — 0 week 33 weeks post-spawning
Cco PSO Anova: C33 PS33 Anova:

Body weight (g) 1456 + 238 1254 + 164 ok 3238 +675 3321 + 447 ns
Maximum body thickness (mm) 61.7 £ 4.6 57.7+3.9 wx 85.2+8.2 86.1 +4.7 ns
Standard length (mm) 428 +£19 417 £20 ns 515+37 519 +24 ns
Condition factor’ 1.8+0.1 1.7+0.1 * 2.3+0.2 2.4+0.2 ns
Shape ratio” 14.4+0.6 13.8+0.7 * 16.5+0.9 16.6 +0.7 ns
Fat-meter value (%) 51+1.1 3.9+0.9 *kk 9.6 £2.6 10.0+3.1 ns
VSI® (%) 9.6+1.3 6.2+1.3 ik 11.5+2.2 10.0+2.0
GSI* (%) 0.12+0.08 1.85+1.35 i 0.89+0.33 0.98 £0.17 ns
Raw fillet yield® (%) 47.8 +2.0 44.9+21 ol 47.6 +2.6 47.8+2.4 ns
Smoked fillet yield® (%) 38.4+24 347423 ki 41.9+29 41.9+23 ns

Mean + standard deviation, n = 20, 18 and 14, respectively in post-spawning, CO and C33 groups.
ns means no significant differences found between post spawning and control trout measured at the same time.
* and ** indicate significant differences between post-spawning and control trout (p < 0.05 and p < 0.01 respectively).

! Condition factor = (Body weight/Standard length®) x 100,000.
Shape ratio = (Maximum body thickness/Standard length) x 100.
VSI = viscero-somatic index = (viscera weight/body weight) x 100.
GSI = gonado-somatic index = (gonad weight/body weight) x 100.
Raw fillet yield = (raw fillet weight/body weight) x 100.

2
3
4
5
6 Smoked fillet yield = (smoked fillet weight/body weight) x 100.
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Table 3
: Biometric parameters of female slaughtered at different times following spawning (Mean =+ standard deviation, n = 20).
Parameters Groups
PSO PS1 PS2 PS4 PS8 PS13 PS16 PS24 PS33
Body weight (g) 1254 +164%  1373+184%  1246+213¢  1366+2249 1482199  1728+385° 1781 +£347° 2355+326° 3321 +447°
Maximum body thickness (mm) ~ 57.7 +3.9%  56.8+3.2%  553+34° 57.4+3.0% 597+32%  628+51° 63.6+48  70.0+3.8°  86.1+4.7°
Standard length (mm) 417 +20° 436 +19% 415+ 23° 426 +21% 433+17°% 445+ 27° 440 +18% 470 +23° 519 + 24°
Condition factor 1.7+0.1% 1.6+0.1° 1.7 £0.19% 1.8+0.1% 1.8+0.1% 1.940.2¢ 2.140.3° 2.340.2° 2.440.2°
Shape ratio” 13.84+0.7%  13.0+0.4 133407  135+0.6 13.8+0.4% 141+07%¢ 14.4+0.8° 14.9+0.7° 16.6 +0.72
Values in the same row with different letters are significantly different (p < 0.05).
1 Condition factor = (Body weight/Standard length3) x 100,000.
2 Shape ratio = (Maximum body thickness/Standard length) x 100.
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means and unidirectional vertical bar represents the standard deviation (n = 20). Significant differences between groups are denoted with different letters (p < 0.05).

slaughter and of smoked fillet in trout after spawning. At the beginning
of the experiment, raw fillet from PSO trout was less colored (lower
redness a*) and presented higher lightness L* value than that from CO
trout (Table 5). Lightness of fillet steadily decreased from the 4th week
to the 24th week and did not change afterwards, whereas fillet redness
increased from the 8th week to the 24th week after spawning. At the end
of the experiment, raw fillet color was similar between PS33 and C33
trout except the fillet lightness, which was higher in post-spawning fillet
(Table 5). Changes in smoked fillet color after spawning were similar to
those observed in raw fillet. However, the fillet lightness (L*) remained
constant after a slight rise at the 4th week. At the end of the experiment,
smoked fillet redness (a*) was similar between PS33 and C33 trout while
lightness and yellowness (b*) of PS33 fillet were higher.

Raw fillet mechanical resistance was similar between trout PSO and
CO trout (Table 5). Afterwards, post-spawning fillet mechanical

resistance clearly decreased from the 13th week onwards (Fig. 6).
Concerning smoked fillet, mechanical resistance globally followed the
evolution observed in raw fillet, but with a progressive decrease from
two weeks after spawning until the end of the experiment. At 33 weeks,
raw and smoked fillets mechanical resistance did not differ between
PS33 and C33 (Table 5).

4. Discussion

The deleterious effect of sexual maturation and spawning on flesh
quality in female fish is well described in literature. In this study we
show that the technological and organoleptic properties of fillet are
recovered in female trout 24 weeks after spawning.
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4.1. Fish and raw fillet qualities at spawning

In accordance with previous studies on female fish, especially sal-
monids (Aksnes et al. 1986; Kawai et al. 1990), our results show that
sexual maturation and spawning affect fish biometrics, such as body
weight and condition factor. Additionally, we showed that post-
spawning trout were slimmer than immature trout as shown by their
lower shape ratio. Concurrently, we observed that immediately after
spawning, trout had less fat stores than immature trout as previously
reported (Aksnes et al. 1986; Jonsson et al. 1997; Kawai et al. 1990;
Nassour and Léger 1989). The fact that trout used fat from their somatic
tissues, largely muscle and viscera to produce eggs, likely explains their
lower VSI in contrast with their higher GSI. Changes in fat stores and
shape following egg production contributed furthermore to lower raw
fillet yield showing therefore that fish technological quality was affected
upon spawning. About organoleptic traits, fillet color was greatly altered
around spawning as already observed in salmonids (Aksnes et al. 1986;
Janhunen et al. 2019; Reid et al. 1993; Steven 1949; Torrissen and
Torrissen 1984) and this alteration results from the mobilization of
carotenoid pigments from muscle towards ovaries during egg produc-
tion (Crozier 1970; Storebakken and No 1992). Fillet color alteration
could also be due to the lower voluntary feed consumption around
spawning, which reduces pigments intake during the period preceding
spawning, as previously reported (Storebakken and No 1992; Torrissen
and Torrissen 1984). Concerning textural properties, we found no
detectable effect of spawning on raw fillet immediately after spawning
as shown by the same mechanical resistance between post-spawning and
immature trout. Divergent data have been reported regarding the effect

of sexual maturation and spawning on the texture of fish flesh. In sal-
monids, comparing diploid maturing female versus triploid sterile one,
some authors have reported fillet toughening (Aussanasuwannakul et al.
2011, 2012; Salem et al. 2013) while others observed fillet softening
(Salem et al. 2006) in diploid female. However, it should be kept in mind
that diploid and triploid are two distinct genetic models that, beyond
spawning, have intrinsically different textural properties (Bjsrnevik
et al. 2004; Lefevre et al. 2015; Lerfall et al. 2017a, 2017b; Segato et al.
2007), and the effect measured may be in part due to ploidy level and
not to sexual maturation. There are only few studies comparing imma-
ture and mature salmonid diploid female upon spawning that also re-
ported opposite effects of spawning on flesh texture. Mature female fillet
were indeed found to be either tougher (Aksnes et al. 1986) or softer
(Reid and Durance 1992). In these latter studies, texture was assessed
through sensory analysis, but the products considered were quite
different as Aksnes et al. (1986) analyzed steamed pieces of fillet from
farmed Atlantic salmon, whereas Reid and Durance (1992) measured
canned fillet from commercial migratory wild chum salmon. Moreover,
Aksnes et al. (1986), who used fish model close with ours, reported that
fillet toughening in mature fish was associated with a significant
decrease of muscle protein content, a feature that we did not observed
on our side, and that could explain an absence of texture deterioration in
our study. Finally, in contrast with the above mentioned reports on
immature and mature salmonids, but in agreement with our results,
sexual maturation has not been shown to affect fillet texture in Atlantic
halibut (Roth et al. 2007).

Given all these observations, our post-spawning trout represented a
suitable model for describing the evolution of quality after spawning.
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Table 4

: Chemical composition for raw fillet of control and post-spawning trout measured at spawning time (time 0) and at the end of the experiment (33 weeks after).

Parameters Spawning Time — 0 week 33 weeks post-spawning

Cco PSO Anova: C33 PS33 Anova:
Total fat (%) 8.76 £1.27 7.45+1.52 8.61 +2.39 10.26 +2.29 ns
Protein (%) 21.39+1.27 21.83+1.38 22.19+1.54 21.61 +1.50 ns
Collagen (%) 0.46 £ 0.07 0.40 £0.07 0.45+0.13 0.40 £ 0.06 ns

Mean =+ standard deviation, n=10, 9, 10 and 7, respectively in PSO, C0O, PS33 and C33 groups.

ns” means no significant difference.

4.2. Evolution of fish and fillet qualities after spawning

Immediately after spawning, trout were fed to satiation to allow the
full expression of their growth potential. However, the post-spawning
re-establishment of each quality parameter was not synchronous. The
recovery period following spawning can be divided into three phases:
early, transitional and late phase.

During the earliest phase that covers the period from 0 to 8 weeks
after spawning, almost all measured parameters remained unchanged.
This period corresponded to last autumn, with decreasing photoperiod
and water temperature, which did not favor fish recovering after
spawning. For example, no change in fillet color was noticed up to
8 weeks after spawning. Recovery of flesh color after spawning could
have been delayed by a low water temperature, as mentioned above,
that generally leads to a reduction of voluntary feed intake in trout
(Kestemont and Baras 2001). Consistently, the only parameter that
varied in that early period was the GSI. After spawning, the involution of

the ovaries could explain this evolution. The GSI remained thereafter
low corresponding to female sexual resting period as previously
mentioned for rainbow trout (Bobe et al. 2010). Nevertheless, it can be
noted that the GSI values remained higher than those of the immature
fish at the beginning of the experiment.

The second transitional phase, which covers the period from 8 to
16 weeks after spawning, is mainly related to changes in biometrics. It
was only at 13weeks after spawning that the body weight of the
measured fish was higher, as were condition factor and body shape ratio.
This observation suggests a resumption of overall growth, associated
with a resumption of muscle growth, which would explain the higher
values of the body shape ratio. In addition, post-spawning trout re-
accumulated reserves, which were mainly fat as indicated by increase
in muscular and perivisceral adiposity. Such observations are in accor-
dance with a recent study by Jenkins et al. (2019) that reported an in-
crease in lipid energy reserves rapidly after spawning in “consecutive
spawners” (trout that spawn twice in two consecutive years) like our
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Table 5
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: Comparison of fillet quality traits between control and post-spawning fish at spawning time (time 0) and at the end of the experiment (33 weeks after).

Parameters Spawning Time — 0 week 33 weeks post-spawning

co PSO Anova: C33 PS33 Anova:
Raw fillet
Raw DMC (%) 29.4+1.4 27.7+1.1 33.6+3.7 325423 ns
Initial pH (pH;) 7.09+0.13 6.89+0.22 7.06 +£0.13 7.08+0.11 ns
Ultimate pH (pH,) 6.48 +£0.08 6.39+0.13 * 6.36 + 0.05 6.29 + 0.04 e
ApH (=pH,—pH;) —0.61+0.14 —0.49 £0.22 ns —0.70+0.13 —0.79£0.12 ns
Raw L* 42.4+1.5 47.7+3.5 ok 382422 41.9+2.0 ok
Raw a* 11.3+1.8 7.9+25 ek 15.5+1.7 15.8+1.6 ns
Raw b* 17.24+2.0 15.6+3.6 ns 19.3+1.9 20.5+1.5 ns
Raw Fmax (N) 1068 +£106 1055+ 158 ns 723+93 673 £106 ns
Raw Fmax/w (N/g) 15.4+2.1 16.2+2.8 ns 8.0+1.5 75+1.4 ns
Smoked fillet
Smoking yield 80.9+2.1 77.8+2.6 ok 88.5+1.7 88.3+1.3 ns
Smoked DMC (%) 35.75+1.05 34.33+1.47 o 37.51+£2.55 37.00+2.21 ns
Smoked fillet pH 6.30+0.08 6.10+0.10 * 6.23 +0.06 6.17 +£0.05 i
Smoked L* 36.9+0.9 39.6+2.2 38.2+2.0 39.9+1.4
Smoked a* 94+1.4 8.6+1.9 ns 13.6+1.3 139+1.5 ns
Smoked b* 16.7£1.0 20.9+2.0 Hdok 18.3+1.2 199+15 xx
Smoked Fmax (N) 1069 + 87 1210 +228 690 + 95 724 +£128 ns
Smoked Fmax/w (N/g) 18.0+3.1 22.1+5.2 75+1.5 75+1.5 ns

Mean =+ standard deviation, n =20, 18 and 14, respectively in post-spawning, CO and C33 groups.

DMC = Dry Matter Content.

ns means no significant differences found between post spawning and control trout measured at the same time.
*, ** and *** indicate significant differences between post-spawning and control trout measured at the same time (p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001 respectively).

post-spawning trout in contrast to “skip spawners” (trout that skip at
least one year between two successive spawnings). More generally, our
data show that rainbow trout, like Atlantic salmon (Rgrvik et al. 2018),
are able to rapidly replenish lipid stores following a period of unfav-
ourable somatic growth conditions. On the whole, the fat accumulation
we observed in post-spawning trout may have prepared the desirable
evolution of fillet yield and quality parameters even though the com-
plete recovery occurred later.

The late phase, that covers the period beyond 16 weeks, was
marked by the recovery of technological and organoleptic qualities.
Regarding the technological quality, fillet yield increased 16 weeks after
spawning, while trout became thicker and heavier and had more muscle
mass. However, we cannot rule out the possibility, in line with Haffray
et al. (2013) who showed that fillet yield also depends on fish
morphology, that the important increase in fillet yield we observed after
spawning could result from changes in trout body shape. This argument
that the shape affects fillet yield was also strengthen by our observation,
mentioned above, of such a relationship comparing CO and PS0O. More-
over, a positive correlation between shape ratio and raw fillet yield
(r=10.36, p < 0.001) also confirms a link between these two parameters.
Nevertheless, the body conformation change of post-spawning trout is
thus worth further investigation to determine whether the evolution of
fillet yield is related to that of fish shape. Furthermore, the increase in
fillet yield could be also explained by the relative reduction of losses
during filleting according to Bugeon et al. (2010). The increase in
muscle percentage compared to head and bones percentages of the post-
spawning trout carcass (data not shown) is a sought-after factor
considering production purpose whereby the offal percentage must be
reduced to maximize the profit. Concerning the organoleptic traits,
progressive restoration of flesh coloration was found to occur in post-
spawning trout, beginning with the transitional recovery phase and
continuing afterwards. This observation is in line with previous report
from Choubert (1992) showing that pigment concentration tends to
increase in fish muscle after spawning. The restoration of fillet color may
relate to the increase in pigment amount ingested by trout and fixed
within the muscle after feeding resumption. Moreover, the recovery of
color might be related to the favorable growth stage of fish. Indeed,
larger trout take-up carotenoids more efficiently than smaller ones as
already noticed (Storebakken and No 1992; Torrissen 1989). Trout

growth, as that observed after spawning, is also generally associated
with an increase in flesh coloration as previously mentioned (Olsen and
Mortensen 1997; Torrissen 1995). Fillet coloration increased till the
24th week beyond which muscle was probably no longer able to fix more
astaxanthin. Choubert (1992) similarly reported that the red color of
trout muscle tends towards a maximum, which cannot be exceeded
despite the continuous ingestion of pigments. In terms of texture prop-
erties, the significant decline in mechanical resistance might be caused
by the progressive increase in muscle fat content we observed during the
transitional recovery period. Moreover we can note that we have
measured strong negative correlations between mechanical resistance
and fish adiposity (for example, r = —0.75, p < 0.001 between Fat-meter
value and specific resistance). Likewise, several studies also reported
that high fat content in farmed fish leads to flesh softening (Aussana-
suwannakul et al. 2011, 2012; Fauconneau et al. 1993; Johansson et al.
2000; Green-Petersen and Hyldig 2010; Thakur et al. 2003; Lefevre et al.
2015). However, we cannot rule out the possibility that the decrease in
mechanical resistance may also result from an increase in muscle fiber
size, a feature that has been reported to be an important determinant of
flesh texture (Johnston 1999). In keeping with this, it would be also of
interest to examine the evolution of muscle cellularity during the post-
spawning period.

At the end of the experiment, post-spawning trout exhibited globally
the same values of quality parameters as immature trout. For example,
the two groups of immature and post-spawning trout had similar body
weight, which validates, in comparison to the control, the growth
resumption in post-spawning trout. In addition, GSI became similar
between post-spawning and control groups. This feature can be
explained by the fact that control trout that were initially immature by
the time of spawning, started their first oogenesis while post-spawning
trout restarted a second one. At last, we found that post-spawning
trout after the late phase of restoration, displayed a fillet yield similar
to that of immature and close to that typically reported in large farmed
rainbow trout of the same age (Davidson et al. 2014). Concerning
redness (a*), values obtained for post-spawning fish at the end of the
experiment, was similar to those of the control. Nevertheless, as the
controls were much redder at the beginning, it is interesting to note that
the increase in pigmentation during the 33 weeks of the experiment was
much more pronounced for post-spawning fish than for control ones.
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Table 6

=20).

: Raw and smoked fillet pH and smoked fillet dry matter content of rainbow trout after spawning (Mean + standard deviation, n

Groups

Parameters

PS33

PS24

PS16

PS13

PS8

PS4

PS2

PS1

PSO

Raw fillet

7.17 £0.11% 7.17 +£0.125 7.31+0.16° 7.25+0.122° 7.21 +0.122¢ 7.20 +0.08" 7.08 £0.11¢
6.41 £ 0.06%

7.16 +0.18"

6.89 +0.22¢

Initial pH (pH;)

6.29 + 0.04¢

6.34 +0.04°

6.39+0.13% 6.43 +0.08% 6.46 +0.09? 6.45+0.07% 6.40 £ 0.07%° 6.41 +0.05%

Ultimate pH (pH,)

ApH (

-0.72+0.21° —0.71+0.13° ~0.72+0.16" —~0.92+0.16° —0.84 +0.12> —0.80 +0.12 —0.85+0.08" —0.79 +0.12>

—0.49 +0.22%

pHu—pH;)

Smoked fillet

6.20 +0.10°¢ 6.37 +0.14° 6.26 +0.10° 6.16 +0.08¢ 6.18 +0.04¢ 6.20 +0.04°¢ 6.28 +0.04° 6.17 +0.05¢

6.10+0.10°

Smoked fillet pH

33.86 +1.43" 33.64 = 1.79° 32.86 +1.91° 33.05 £ 1.52° 34.08 = 1.64° 36.75 + 3.08% 35.84 +1.97% 37.00 +2.21%

34.33 +1.47°

Smoked Dry matter content (%)

Values in the same row with different letters are significantly different between post-spawning groups (p < 0.05).
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However, lightness (L*) of post-spawning fish fillet remained higher
than that of control. This difference in lightness cannot be explained by
the increase in muscle fat content as previously reported (Christiansen
et al. 1995; Marty-Mahe et al. 2004; Mgrkere et al. 2001) given that fat
content was similar between immature and post-spawning trout. Higher
fillet lightness may result from the difference in muscle structure be-
tween mature and immature trout that could have affected the optical
properties of the muscle as previously reported (Einen and Thomassen
1998; Johnston et al. 2000; Lefevre and Bugeon 2008). The reason of the
partial recovery of fillet lightness in post-spawning fish therefore re-
mains to be lightened.

4.3. Quality of smoked fillet after spawning: relationship with raw fillet

The technological and organoleptic qualities of the smoked trout
fillet did also change after spawning. Concerning technological quality,
we considered two important parameters for processors, namely the
smoking yield and smoked fillet yield. The smoking yield which is an
indicator of the weight gain after the processing was lower at spawning
in mature trout fillet, and this may result from the lower raw fillet dry
matter content in mature trout compared to that of immature. Low dry
matter content indicates low fat content and high water content which
may be lost during salting and smoking, as previously reported (Cardinal
etal. 2001; Lerfall et al. 2017b; Mgrkgre et al. 2001). After spawning and
specifically during the late recovery phase, the increase in the smoking
yield could be attributed to the significant increase in muscle fat content,
which is generally associated with a reduction in water loss in the fillet
of large fish (Shearer 1994; Rgra et al. 1998). The smoked fillet yield,
which depends on raw fillet yield and the smoking yield, was logically
lower at spawning time in mature trout compared to immature, given
that fillet and smoking yields were also lower in mature trout. After
spawning, the smoked fillet yield likewise increased as it benefited from
both improvement of raw fillet yield and the smoking yield, and thus
become a key point to achieve economic profit. Regarding organoleptic
traits, the evolution of smoked fillet color and mechanical resistance was
globally similar to that of raw fillet. However, the higher smoked fillet
mechanical resistance in trout that have just spawned compared to
immature, may be due to their lower fat content as has been already
observed (Mgrkg¢re and Rgrvik 2001). Another explanation to this higher
mechanical resistance could be related to the difference in muscle
structure due to fillet processing. In this regard, we propose that, as with
the cooking process previously reported to affect muscle structure and
texture (Hatae et al. 1990), the smoking process in our study may also
have led to a greater shrinkage of muscle fibers in mature fillet following
their greater water loss than immature fillet and contributed subse-
quently to higher muscle mechanical resistance.

Smoked fillet quality depends on salting and smoking conditions
(Rgra et al. 1998; Cardinal et al. 2001). The quality of raw material is
also known to be an important factor to produce a high quality smoked
product (Lerfall et al. 2012, 2017b). For that reason, quality controls
should be applied for raw fillet from fish that have spawned, and that are
intended to the smoking process. In the present study, evolution of
smoked post-spawning fillet quality could be due to the raw fillet
characteristics from which they derive, as the salting and smoking
conditions were the same over the experiment. Here, since both raw and
smoked fillets were measured on the same fish, we can correlate raw
fillets color and texture parameters with those of smoked fillets. Con-
cerning post-spawning fillet color, smoking procedure resulted in a
decrease of fillet lightness (L*) in line with previous studies (Choubert
etal. 1992; Rgra et al. 1998), and to a lesser extent, a decrease of redness
(Cardinal et al. 2001; Mgrkgre et al. 2001; Skrede and Storebakken
1986). Interestingly, our study showed that fillet lightness (L*) defect
after spawning was concealed by smoking. On the other hand, the low
redness (a*) values measured in the weeks following spawning on raw
fillets were also measurable on smoked fillet, which constitutes a quality
defect of the smoked product since redness is the parameter most
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Fig. 5. : Changes in lightness (L*), redness (a*) and yellowness (b*) of raw and smoked fillets in rainbow trout after spawning. Data represent means and unidi-
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correlated with human color visual perception (Christiansen et al.
1995). To avoid unmarketable products, our data suggest that pro-
cessors could predict smoked fillet color from that of raw material as the
redness of all post-spawning smoked fillet was strongly correlated with
that of raw fillet (r=0.93, p < 0.001). This latter result is in accordance
with that of Choubert et al. (1992) who report a strong correlation be-
tween raw fillet color parameters (lightness, chroma and hue) and those
of smoked fillets. About textural properties, trout smoked fillet exhibited
higher mechanical resistance than that of raw fillet throughout the
experiment, probably due to water loss as it has been shown in Atlantic
salmon following salting and smoking (Sigurgisladottir et al. 2000).
Another explanation to the difference between raw and smoked fillet
texture might be the change of muscle structure and properties during
the salting and smoking processes as previously mentioned (Sigurgi-
sladottir et al. 2001). Interestingly, in contrast with previous studies
(Birkeland et al. 2004), post-spawning smoked fillet texture could also
be predicted from that of raw fillet, suggesting that smoked fillet me-
chanical resistance may have the same determinism as raw fillet. Indeed,
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mechanical resistance of smoked fillet was positively correlated to that
of raw fillet (r=0.89, p<0.001 for the shear force and r=0. 91,
p < 0.001 for specific resistance). Overall, these results may contribute
to extend, on post-spawning fillet, knowledge about the effect of raw
material characteristics on smoked product quality.

5. Conclusions

The present study described the evolution of trout flesh quality after
spawning. We found that the major changes in flesh quality significantly
began 8 weeks after spawning and that restorations of fillet technolog-
ical and organoleptic properties were effective only 24 weeks after
spawning (~1400°C.day). In addition, we have shown that post-
spawning fillets are suitable for smoking especially for market pur-
poses, and that the evolution of smoked flesh quality was similar to that
of raw fillet. Consequently, this study provides a useful timetable to
obtain eating quality in fish after spawning that fits the sustainability of
fish farming. Further muscle histologic and transcriptomic analyses
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should provide insights into the biological processes involved in the
recovery of quality following spawning. The effect of zootechnical fac-
tors around the spawning period should also be investigated to achieve
maximum efficiency of the recovery process.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.aquaculture.2020.736290.
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1.4.2 Résultats complémentaires

Les informations ne figurant pas dans I’article présenté ont été insérées dans cette partie.
La figure 11 est également rajoutée comme une illustration complémentaire. De plus, les
données de la mesure, par pénétrométrie, de la résistance mécanique des filets a I’abattage, et
de I’analyse des corrélations, sont rajoutées, afin de servir a la discussion ultérieure de nos
résultats.

Les conditions de mesure de la résistance mécanique par pénétrométrie sont indiquées dans
I’annexe 1. Les coefficients de corrélation ont été déterminés en utilisant les données de
I’ensemble des femelles ayant pondu, qui ont été mesurées sur toute la période post-ponte (cf.

§ 2.7 de I’article).
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Figure 11 : Illustration de la couleur des filets crus (A) et fumés (B) de truites arc-en-ciel
apres la ponte. PSO, PS8, PS16 et PS33 désignent les filets mesurés respectivement au
moment de la ponte (PSO) et a 8, 16 et 33 semaines post-ponte. Dans chaque groupe, les filets
sont du haut vers le bas, ceux qui avaient une valeur minimum (min a*), moyenne (mean a*)
et maximum (max a*) de I’indice de rouge a*.
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1.4.2.1 Qualité de la chair

La figure 11 illustre I’évolution progressive et la variabilité intra-groupe de la couleur des
filets crus et fumés apres la ponte, dont la moyenne est décrite dans I’article.

La figure 12 présente les résultats de mesure de la résistance mécanique par pénétrométrie.
Immédiatement apreés la ponte, le filet cru des femelles post-ponte présentait une moindre
résistance mécanique (Wtot/e) par rapport au filet des femelles CO. La résistance mécanique
du filet des femelles matures était, a une semaine post-ponte, nettement supérieure a celle des
femelles matures mesurées au moment de la ponte, est restée inchangée jusqu’a la 16°™
4éme

semaine, puis a fortement diminué entre la 16°™ semaine et la 2 semaine et a conservé

une valeur stable jusqu’a la 33°™ semaine post-ponte. A la 33°™ semaine post-ponte, les
parametres de résistance mécanique étaient similaires entre les femelles PS33 et C33.
L'évolution post-ponte de la résistance mécanique des filets fumés mesurée par pénétrométrie

était globalement similaire a celle des filets crus.
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Figure 12 : Evolution de la résistance mécanique des filets crus et fumés mesurée par pénétrométrie chez la truite arc-en-ciel apres la
ponte. Force maximale du filet (FmaxAn) ; Travail total divisé par 1’épaisseur du filet mesuré (Wtot/e). Les données représentent les valeurs
moyennes (n = 20, 18 et 14, respectivement dans les groupes de truites post-ponte, et de truites controle CO et C33). Les différences significatives
entre les groupes de truites post-ponte sont indiquées par des lettres différentes (p<0,05). Chaque barre verticale représente 1’écart-type a la
moyenne. Les différences significatives entre les truites PSO et CO sont indiquées par un "#". ns signifie qu’il n’y a pas de différence significative
entre les truites post-ponte et les truites témoins mesurées au méme moment. UA : unités arbitraires.




1.4.2.2 Analyses des corrélations d’intérét

L'analyse des corrélations a révélé que les parametres de qualité des carcasses étaient
corrélés entre eux (Tableau 3) Ainsi, le rendement en filets (parés et pelés) était corrélé
positivement avec le poids vif (0,42 ; p<0,001), la longueur standard (0,44 ; p<0,001), le
coefficient de condition (0,30 ; p<0,001), le rapport entre I’épaisseur et la longueur du poisson
ou épaisseur relative (0,36 ; p<0,001), et la valeur Fatmeter”® (0,35 ; p<0,001) des poissons.
Le rendement en filets présentait une faible corrélation positive avec le rendement en carcasse
des poissons (0,15 ; p<0,05).

Le tableau 3 présente également des corrélations significatives entre les parametres de
qualité des filets crus. Ainsi, la teneur en matiere seche des filets était corrélée positivement
avec l’indice de rouge (0,76 ; p<0,001) alors qu’elle était corrélée négativement avec la
luminosité des filets (-0,56 ; p<0,001) et la résistance mécanique des filets (-0,54 ; p<0,001
pour Wtot/e et -0,72; p<0,001 pour Rspéss). Nous avons également pu noter que les
parametres de résistance mécanique des filets crus mesurés par pénétrométrie (Wtot/e) et ceux
mesurés par compression-cisaillement (Rspésg) étaient aussi corrélés (0,66 ; p<0,001). Par
ailleurs, hormis le fait qu’il existe une faible corrélation avec la résistance mécanique Wtot/e
(0,15 ; p<0,05), le pH initial n’¢était corrélé a aucun autre parametre de qualité du filet cru. En
revanche, le pH ultime présentait des corrélations significatives avec les autres parametres de
qualité de la chair. Le pH ultime était par exemple corrélé positivement avec la résistance
mécanique des filets (0,48 ; p<0,001 pour Wtot/e et 0,58 ; p<0,001 pour Rspéas).

Nos données ont aussi révélé que les parametres de qualité des filets crus étaient
significativement corrélés avec les parametres de qualité des carcasses (Tableau 3). La
teneur en matiere seche des filets était corrélée positivement avec le poids vif (0,72 ;
p<0,001), la longueur (0,59 ; p<0,001), le coefficient de condition (0,76 ; p<0,001), et la
valeur Fatmeter® (0,83 ; p<0,001) des poissons. L’indice de rouge a* des filets était
également corrélé positivement avec le poids vif (0,73 ; p<0,001), la longueur (0,62 ;
p<0,001), le coefficient de condition (0,76 ; p<0,001), et la valeur Fatmeter® (0,75 ; p<0,001)
des poissons. Quant a la résistance mécanique des filets, elle était corrélée négativement avec
le poids vif (-0,60 ; p<0,001 pour Wtot/e et -0,77 ; p<0,001 pour Rspéss), la longueur (-0,48 ;
p<0,001 pour Wtot/e et -0,64 ; p<0,001 pour Rspéss), le coefficient de condition (-0,56 ;
p<0,001 pour Wtot/e et -0,82 ; p<0,001 pour Rspésg), et la valeur Fatmeter® (-0,59 ; p<0,001
Wtot/e et -0,75 ; p<0,001 pour Rspésg) des poissons. La résistance mécanique des filets était

corrélée négativement avec le rendement en filets (-0,32; p<0,001 pour Wtot/e et -0,51 ;
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p<0,001 pour Rspésg). En ce qui concerne le pH des filets, tandis que le pH initial n’était
corrélé a aucun parametre de qualité des carcasses, le pH ultime a présenté des corrélations
négatives et significatives avec le poids vif (-0,53 ; p<0,001), la longueur (-0,47 ; p<0,001), le
coefficient de condition (-0,50; p<0,001), et la valeur Fatmeter® (-0,46 ; p<0,001) des
poissons. Le pH ultime des filets était également corrélé négativement avec le rendement en

filets (-0,33 ; p<0,001).
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Tableau 3 : Corrélations entre parametres de qualité de carcasses et de filets crus et entre parametres de qualité de carcasses et de filets

crus chez les truites post-ponte, n=179

PV LS Ep K SR VFat RC MSs RFC pH; L* a* b* Wtot/e Rspéys
LS 0,93 -
Ep 098" 090" -
K 0,817 057" 0817 -
SR 0827 06177 0907 089" -
VFat 077" o0e4™ 077 079" 0747 -
RC 045" 028 0447 ezt 0527 0497 -
MS.s 0,727 059 07177 76”0697 0837 46 -
RFC 042" 044 0447 030" 036 0357 015 036" -
pH; -0,06™  -0,04™  -0,08™ 000"  -0,00®  -0,06™  001™  -0,12"  0,04™ -
L* 0,627 0,537 -061"" 20677 -0,597  -0597" 0427 -056"" 0357 -0,04™ -
a* 073" 062" 0727 0767 0697 0757  -0537 076 0437 -005"  -0,67 -
b* 0,53 0467 0537 05 0507 057 -0437 0,637 033" 0,08 -043 0,927 -
Wtot/e  -0,607  -048" 0,607 -056"" -0,597"  -0,59"" 0347 -0547 032" 015 0,477 -0587 044" -
Rspéys  -0,7777  -0647 0797 -08" 08 -075" 051 0727 0517 005" 065 -0797 -0627 066 -
pH, 0,537 0477 0,567 -0,507  -0,5477  -0467 033 0467 -0337 015 040" -048" 0397 0487 058

PV : poids vif; LS : longueur standard ; Ep : Epaisseur du poisson ; K : coefficient de condition ; SR : épaisseur relative du poisson ; VFat : valeur Fatmeter®; RC :
Rendement carcasse ; MS,g : matiére seche du filet cru ; RFC : rendement en filets crus ; pH; : pH initial du filet ; L* : luminosité du filet cru ; a* : indice de rouge du filet
cru ; b* : indice de jaune du filet cru ; Wtot/e : résistance mécanique du filet mesurée par pénétrométrie. Rspé,s : résistance mécanique mesurée par compression-cisaillement ;

pH, : pH mesuré a 48 h pm ou pH ultime ; ns: non significatif, " p<0,05 ;" p<0,001.




Nos données ont permis d’analyser les corrélations entre les rendements apres le salage
et le fumage des filets et les parametres de qualité des carcasses de truites post-ponte
(Tableau 4). Le rendement de salage-fumage était corrélé positivement avec le poids vif
(0,86 ; p<0,001), la longueur standard (0,79 ; p<0,001), le coefficient de condition (0,80 ;
p<0,001), I’épaisseur relative (0,73 ; p<0,001), et la valeur Fatmeter® (0,79 ; p<0,001) des
poissons. Le rendement en filets fumés était quant a lui fortement corrélé au poids vif (0,77 ;
p<0,001), a la longueur standard (0,68 ; p<0,001), au coefficient de condition (0,60 ;
p<0,001), a I’épaisseur relative (0,60 ; p<0,001), et la valeur Fatmeter® (0,62 ; p<0,001) des
poissons. De facon intéressante, le rendement de salage-fumage et le rendement en filets
fumés étaient fortement corrélés entre eux (0,87 ; p<0,001) et aussi avec le rendement en filets
crus (0,59 ; p<0,001 et 0,91 ; p<0,001 respectivement).

Enfin, ’analyse des corrélations a permis de montrer que les parametres de qualité des
filets fumés étaient significativement corrélés aux parametres de qualité des filets crus
(Tableau 5). Ainsi, I’indice de rouge des filets fumés a*y, était fortement corrélé avec 1’indice
de rouge des filets crus (0,93 ; p<0,001 pour la mesure a 1’abattage a* et 0,94 ; p<0,001 pour
la mesure a 48h pm a*4g). La résistance mécanique des filets fumés Wtot/ey, était également
corrélée positivement avec la résistance mécanique des filets crus (0,74 ; p<0,001 pour la
mesure a I’abattage Wtot/e et 0,82 ; p<0,001 pour la mesure a 48h pm Wtot/ess). Le pH des

filets fumés était aussi corrélé au pH, des filets crus (0,47 ; p<0,001).
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Tableau 4 : Corrélations entre les parameétres de qualité des carcasses et les rendements apreés salage-fumage des filets de truites post-
ponte, n=179

PV LS Ep K SR VFat RC RFC RSF
RSF 0,86 0,79 0,84 0,80 0,737 0,79 041 059 N

PV : poids vif; LS : longueur standard ; Ep : Epaisseur du poisson ; K : coefficient de condition ; SR : épaisseur relative du poisson ; VFat : valeur Fatmeter® ; RC :

Rendement carcasse ; REC : rendement en filets crus ; RSF : rendement de salage-fumage ; RFF : Rendement en filets fumés ; ns: non significatif, ": p<0,05 ;" : p<0,001.

Tableau 5 : Corrélations entre les parametres de qualité des filets crus (abattage et 48h pm) et les parameétres de qualité des filets fumés
de truites post-ponte, n=179

L* a* Wtot/e pH, L*,5 a¥,g Wtot/e,s Rspéys MSs. pPH: L*g, a*p, Wtot/e;,
L 0,88 0,65 0,45 0,32 -
a¥yg 0,65 0,97 0,58 0,517 0,617 -
Wtot/eys 0,51 0,66 0,82 0,57 0,48 0,677 -
Rspéys 0,657 0,79 0,66 0,58 0,60 0,777 0,80 -
MSy, 0,37 0,54 0,35 0,33 0,38 0,517 0,40 -0,49 -
pH;, 0,06™ 0,01™ 0,13™ 0,47 -0,09™ -0,04™ 0,14™ 0,07™ -0,07™ -
L*g, 0,28 -0,10™ 0,10™ -0,02™ 0,34 -0,14™ -0,01™ -0,08™ -0,16" -0,03™ -
a*y, 0,58 0,93 0,61 0,55 0,55 0,94 0,717 0,76 0,58 -0,11™ 0,22 -
Wtot/ey, 0,66 0,76 0,74 0,57 0,63 0,74 0,82 0,85 042" 0,00™ -0,04™ 0,717 -
Rspéy, 0,66 0,76 0,517 0,61 0,62 0,737 0,66 091" 0,45 0,05™ 0,15 0,69 084"

L* : luminosité du filet cru a ’abattage ; a* : indice de rouge a 1’abattage ; Wtot/e : travail total divisé par 1’épaisseur de I’échantillon de filet & 1’abattage (représentant la
résistance mécanique mesurée par pénétrométrie) ; pH, ou pHy,: pH ultime ou du filet fumé ; L*,5 ou L*g, : luminosité du filet cru a 48h pm ou fumé ; a*,5 ou a*y, : indice de
rouge du filet cru a 48h pm ou fumé ; Wtot/e,s ou Wtot/ey, : résistance mécanique de I’échantillon de filet cru a 48h pm ou fumé mesurée par pénétrométrie ; Rspéss ou
Rspéy, : du filet cru & 48h pm ou fumé ; MSy, : teneur en matiére séche du filet fumé. ns: non significatif, : p<0,05 ; ": p<0,01 ; ~: p<0,001.
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1.5 Discussion de I’ensemble des résultats de I’analyse de la qualité

La maturation sexuelle altére la qualité des carcasses des poissons et la qualité de leurs
filets. Dans notre étude, nous avons pu décrire, pour la premiére fois, I’évolution des qualités
technologique et organoleptique chez la truite arc-en-ciel d’élevage aprés la ponte. Notre
travail fournit ainsi de nouvelles informations relatives a I’évolution de la qualité des produits
piscicoles apres la ponte. En paralléle, ce travail nous renseigne sur le déterminisme de la

qualité des produits a partir du modele « truite post-ponte ».

1.5.1 Restauration post-ponte de la qualité chez la truite

Nos résultats ont permis de montrer que la restauration des qualités technologique et
organoleptique des filets s’est réalisée en trois phases séquentielles apres la ponte : une phase
précoce, une phase transitoire et une phase tardive (cf. article). L’évolution de la plupart des
parameétres est discutée dans ’article. Dans cette partie, les résultats non discutés dans 1’article
sont rapportés.

Au cours de notre étude, nous n’avons pas noté d’évolution particuliere du pH initial (pHi)
des filets qui était élevé et constant (=7,0) sur toute la période post-ponte. Le pH de la chair de
poisson est le plus souvent neutre immédiatement apres 1’abattage (Dunajski, 1979) et la
chute post-mortem du pH musculaire résulte de I’accumulation d'acide lactique généré par la
glycolyse musculaire post-mortem. Cette chute du pH peut étre plus rapide lorsque les
poissons sont soumis a un stress avant 1’abattage par rapport a des poissons non stressés
(Shimizu and Kaguri, 1986). Certaines études rapportent également que le pH a I’abattage
refléte 'activité musculaire ante-mortem des animaux, laquelle dépend de leurs conditions de
manipulation (Lefeévre et al., 2008; Terlouw et al., 2015). Nos mesures d’un pH initial élevé
révelent donc des conditions acceptables d’abattage tout au long de la période
d’expérimentation, lesquelles ont été appliquées non seulement pour limiter le stress des
poissons pour des raisons éthiques, mais aussi parce que ce stress peut impacter la qualité des
filets.

En ce qui concerne les données de pH ultime (pHu), elles ont permis d’étudier 1’état des
réserves en glycogéne du muscle des poissons post-ponte et 1’évolution post-mortem du
muscle. Immédiatement aprés la ponte, la valeur du pH ultime était plus faible chez les
femelles matures que chez les femelles contrdle. Apres la 16°™ semaine post-ponte, c’est-a-
dire au cours de la phase tardive de restauration de la qualité, les valeurs du pH ultime étaient
significativement inférieures a celles des semaines précédentes. Cette diminution du pH

ultime de la chair au fil du temps post-ponte pourrait étre expliquée par 1’augmentation de la
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taille et I’age des femelles matures. Chez la truite arc-en-ciel en effet, il a été rapporté que
I’augmentation de la teneur en glycogene du muscle et/ou I’augmentation des activités des
enzymes du métabolisme énergétique, généralement associées a 1’augmentation de la taille et
I’age des poissons, sont deux facteurs qui peuvent affecter le métabolisme musculaire post-
mortem et donc la qualité des filets (Alami-Durante et al., 2010).

En ce qui concerne la résistance mécanique des filets mesurée par pénétrométrie, nos
résultats ont montré qu’immédiatement apres la ponte, les filets crus des femelles avaient une
résistance mécanique inférieure a celle des femelles immatures. Or, les données de résistance
mécanique obtenues avec la mesure par compression-cisaillement a 48h pm ont montré que
les filets crus présentaient des résistances mécaniques similaires entre les deux groupes en
début d’expérimentation (cf. article). Nous pensons que les résultats différents entre les deux
méthodes peuvent étre d’abord expliqués par la différence de produits mesurés, chacune des
mesures €tant faite respectivement sur des filets en pré et post rigor mortis. La différence de
résistance mécanique, mesurée par le pénétrometre en pré-rigor, était probablement liée a la
différence marquée du pH initial entre les témoins et les poissons post-ponte. Il a été déja
montré qu’un ramollissement de la chair des poissons peut étre associé a un faible pH a
I’abattage (Lerfall et al., 2015), ce que nous avons aussi observé. En post-rigor, la résistance
mécanique similaire entre les deux groupes pourrait, quant a elle, étre expliquée par
I’évolution post-mortem des muscles et/ou le stockage des filets. Chez les poissons, il a en
effet été rapporté que les différences de texture des filets avant la rigor mortis, peuvent
disparaitre apres 1’installation de la rigor mortis (Ang and Haard, 1985; Dunajski, 1979),
laquelle est aussi dépendante des conditions de stockage post-mortem.

Mais au-dela du fait que ces deux mesures de résistance mécanique aient été réalisées
respectivement avant et apres la rigor mortis, la divergence de résultats entre les deux
méthodes montre encore une fois la difficulté a décrire ou évaluer instrumentalement la
texture du muscle de poisson comme mentionné précédemment (Dunajski, 1979; Hyldig and
Nielsen, 2001). L’analyse sensorielle, en complément de ces analyses, est donc nécessaire
pour I’évaluation de la texture des filets post-ponte.

Au cours de la période post-ponte, 1’évolution de la résistance mécanique mesurée par

pénétrométrie était globalement similaire a celle mesurée par compression cisaillement.
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1.5.2 Déterminisme des qualités technologique et organoleptique chez la truite post-
ponte

L’un des défis au sein de la filiere aquacole est de produire des poissons et filets de
poissons d’excellente qualité qui arrivent a satisfaire les exigences de chaque acteur de la
filicre, a savoir le pisciculteur, le transformateur et le consommateur (Lefévre and Bugeon,
2015). I y a donc un intérét a en savoir davantage sur le déterminisme post-ponte des qualités
du poisson et de leurs filets en vue d’envisager des stratégies de maitrise de ces qualités.

En ce qui concerne la composition globale des poissons, nos résultats ont montré que
I’augmentation du poids et de la taille des poissons, et I’évolution de leur morphologie
(coefficient de condition et épaisseur relative des poissons) était associée a 1’augmentation de
I’adiposité globale des poissons. Ces observations sont en accord avec des travaux antérieurs
montrant que la teneur en lipides des poissons augmente avec la taille et le poids des
poissons ; ce qui a été montré chez la truite arc-en-ciel (Kiessling et al., 1991c) et chez
d’autres especes de téléostéens (Fauconneau et al., 1995; Haugen et al., 2006).

En ce qui concerne la qualité technologique des carcasses, nos résultats ont montré que
I’augmentation des rendements en filets crus apres la ponte était associée a une augmentation
du poids vif et de la longueur du poisson. L’analyse des corrélations entre les parameétres de
qualité des carcasses a donc confirmé le lien entre le rendement en filets et la taille ou le poids
des poissons précédemment rapporté (Leféevre and Bugeon, 2008b). De plus, les corrélations
montrent que les variations d’épaisseur relative des femelles, donc de la morphologie des
poissons, pourraient expliquer environ 36 % des variations des rendements en filets crus. Des
corrélations entre la forme du corps et le rendement en filets ont été précédemment observées
chez d’autres poissons ronds comme la truite (Bosworth et al., 1998, 2001; Einen et al., 1999).
Il serait par contre utile de réaliser une analyse plus précise de la modification de la
conformation du corps des truites apres la ponte (analyse morphométrique grace aux photos)
afin de confirmer que 1'évolution du rendement en filets est liée a celle de la forme du poisson.
Nos résultats ont également révélé une corrélation positive entre le rendement en carcasse des
femelles post-ponte et leur rendement en filets crus. Cette observation est en accord avec les
résultats de Bugeon et al. (2010) qui ont montré que les truites arc-en-ciel a haut rendement
en filets sont celles qui ont un haut rendement en carcasse par rapport aux truites a faible
rendement en filets.

Pour aller plus loin, nous pensons que les caractéristiques biométriques des truites post-
ponte, ainsi que leur morphologie, pourraient €tre des critéres de commercialisation des

femelles apres la ponte. Le poids, la longueur et I’épaisseur des poissons en 1’occurrence,
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présentent I’avantage de pouvoir étre évalués avec des méthodes non-invasives, et font partie
des parametres les mieux corrélés avec la qualité des produits post-ponte, notamment les
rendements en filets crus et fumés et la couleur des filets décrite comme indicateur de qualité
chez les salmonidés (Alfnes et al., 2006; Anderson, 2001).

Notre travail a permis de montrer que 1’aptitude au fumage, qualité technologique des
filets, était liée a la qualité des carcasses. Nous avons pu montrer que le rendement de salage-
fumage dépendait fortement des parametres biométriques des poissons, et dans une moindre
mesure du rendement en filets crus. Nous confirmons encore une fois que I’aptitude au
fumage ne dépend pas seulement des conditions de transformation, mais aussi des
caractéristiques de la matiere premicre (Lefévre and Bugeon, 2008b; Mgrkgre et al., 2001;
Prache et al., 2020).

Comme mentionné dans Darticle (c¢f. § 4.3 de I’article), nous avons pu noter que le
rendement en filets fumés était 1i€ au rendement de salage-fumage et au rendement en filets
crus. Nous avons de plus noté que la qualité des filets fumés était fortement liée a la qualité
des filets crus. Par conséquent, la qualité des filets post-ponte fumés pourrait étre prédite a
partir de la qualité des filets crus.

En ce qui concerne la qualité organoleptique des filets, I’évolution de la couleur des filets
était liée a la croissance des poissons apres la ponte. En effet, I’augmentation de 1’indice de
rouge a*, parametre le mieux corrélé a la perception humaine de la couleur de la chair des
salmonidés (Christiansen et al., 1995), était liée a ’augmentation du poids et de la taille des
poissons. Nos résultats sont en accord avec des travaux antérieurs, qui ont montré que
I’augmentation de la taille et du poids chez les salmonidés est généralement associée a une
chair plus colorée, en raison de 1’augmentation du dépdt de pigments caroténoides dans le
muscle (Choubert, 1992; Olsen and Mortensen, 1997; Torrissen, 1995). De plus, 1’indice de
rouge €était corrélé a la teneur en matiere seche du filet cru. Or, il a été rapporté chez la truite
arc-en-ciel que la teneur en matiere séche est principalement corrélée avec les teneurs en
protéines et en lipides du muscle (Kiessling et al., 1991c). Ainsi, nos résultats concordent
avec ceux des études antérieures montrant que la couleur des filets dépend aussi de la
composition du muscle (Choubert, 1992; Christiansen et al., 1995; Henmi et al., 1989;
Matthews et al., 2006).

L’évolution de la résistance mécanique était associée a I’évolution de la qualit¢ des
carcasses et de certains parametres de qualité des filets. D’abord, nos résultats ont montré que
la baisse de la résistance mécanique des filets était associée a la croissance des poissons,

reflétée par 1’augmentation de leur poids et de leur taille. Il est connu que la croissance
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musculaire apporte la contribution la plus importante a la croissance des poissons (Mommesen,
2001). Nous avons ainsi pu montrer que la diminution de la résistance mécanique était liée a
une augmentation de la taille des fibres musculaires grace a I’étude de la cellularité
musculaire au cours de la période post-ponte (cf. chapitre 2). En ce qui concerne les
corrélations entre parameétres de qualité, nos résultats montrent que la baisse de la résistance
mécanique était aussi associée a I’augmentation de la teneur en lipides musculaires aussi
reflétée par 1’augmentation de la teneur en matieére seche des filets crus. Nos données
confirment celles des travaux antérieurs qui indiquent une relation inverse entre la résistance
mécanique et la teneur en matiere seche des filets (Lefévre and Bugeon, 2008b) et entre la
texture et la teneur en lipides chez les poissons (Aussanasuwannakul et al., 2011; Fauconneau
et al., 1993b; Green-Petersen and Hyldig, 2010; Johansson et al., 2000; Lefévre et al., 2015;
Thakur et al., 2003). Par ailleurs, la corrélation positive entre la résistance mécanique et le pH
des filets crus a 48 h pm suggere également que la baisse de la résistance mécanique des filets
a pu étre impactée par I’augmentation du glycogéne musculaire dont dépend le pH ultime.
Cette observation est en accord avec 1’é¢tude de Rasmussen (2001) qui indique que le
glycogene peut indirectement influencer la texture de la chair des salmonidés. En plus de ces
facteurs endogenes, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que I’évolution de la résistance
mécanique puisse étre liée a un facteur saisonnier. L’étude de Merkin et al. (2014) montre que
la saison impacte la texture des filets chez le saumon atlantique et reléve que les filets étaient
plus résistants a I’automne tandis qu’ils étaient plus mous en été. Cette équipe de recherche a
suggéré que la saison impacte indirectement la texture des filets en affectant par exemple la
croissance ou la teneur en lipides des poissons grace aux facteurs combinés de la
photopériode et de la température de 1'eau d’¢élevage (Merkin et al., 2014 et références citées).
Dans le projet QualiPostOv, une étude de 1’évolution des parametres de qualité post-ponte sur
des truites printanieres des lignées "grasses" et "maigres" devrait permettre de clarifier si
I’évolution post-ponte de la texture est liée a I’état des réserves corporelles des poissons ou a

des facteurs saisonniers.

1.6 Conclusion du chapitre

Cette premiere partie de la thése a permis de décrire 1’évolution de la qualité chez la truite
arc-en-ciel femelle apres la ponte. Nous avons constaté que les principaux changements dans
la qualité de la chair ont débuté a partir de la 8°™ semaine post-ponte et que la restauration
des propriétés technologiques et organoleptiques des filets n'était effective que 24 semaines

apres la ponte (=1400°C.j). Notre étude apporte ainsi des données originales sur la
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restauration de la qualité de truite arc-en-ciel femelle et sur les déterminismes des différents
parametres de qualité a partir du modele « truite post-ponte ». Ce travail ouvre également la
voie a I’étude de I’évolution de la qualité chez d’autres espeéces de salmonidés comme le
saumon atlantique, dont les ceufs sont aussi commercialisés pour la consommation, et dont la
chair peut étre valorisée apres la maturation sexuelle.

Une évaluation sensorielle des produits post-ponte devrait €tre envisagée, en vue de relier
les résultats de cette analyse a ceux des analyses instrumentales effectuées puis d’appréhender
I’acceptation de ces produits par les futurs consommateurs.

Pour éclairer les mécanismes biologiques qui sous-tendent la restauration de la qualité de
la chair chez la truite arc-en-ciel, les chapitres suivants traitent de 1’évolution des tissus qui

composent le muscle et de I’évolution du transcriptome musculaire aprés la ponte.
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2. EVOLUTION DES TISSUS DU MUSCLE APRES LA PONTE

La qualité de la chair dépend des trois tissus qui interagissent au sein du muscle a savoir
les fibres musculaires, les tissus conjonctifs (endomysium, périmysium et myosepte) et le
tissu adipeux intramusculaire. Afin de comprendre 1’évolution de la qualité que nous avons
mesurée apres la ponte, ces trois tissus ont été caractérisés par imagerie a des échelles
macroscopique et microscopique. Le but de cette étude était de relier I’évolution de ces tissus
a I’évolution des parameétres de qualité. Concrétement, deux types d’analyses ont été
effectués : une mesure de la surface des tissus (myomeres, myoseptes et tissu adipeux sous-
cutanés) sur des demi-darnes et une analyse de la cellularit¢ du muscle blanc. Les
caractéristiques des demi-darnes ont été déterminées par traitement d’images. La cellularité
(nombre et distribution par taille des fibres musculaires) du muscle blanc dorsal a été étudiée

par une méthode d’histologie quantitative (Bugeon et al., 2003).

2.1 Matériel et méthodes

2.1.1 Analyse des images de demi-darnes par vision numérique

Le matériel biologique de cette expérimentation était constitué des demi-darnes prélevées
juste apres I’abattage, au cours des mesures de la qualité. Chaque demi-darne identifiée avec
le numéro du poisson correspondant a été photographiée a I’intérieur d’une tente de diffusion
(Photoflex Literoom), sur fond sombre, et en utilisant un appareil photo numérique Reflex
(Canon EOS 1000D, résolution : 10,1 mégapixels) équipé d’un objectif de 18-55 mm
(Annexe 2). Vingt demi-darnes par condition, c’est-a-dire prélevées chez toutes les femelles
mesurées au cours des mesures de la qualité, ont été utilisées dans cette étude.

Deux types de mesures ont été effectués sur ces demi-darnes en utilisant le logiciel
Visilog 6.8° sous Windows®

— une analyse de la morphologie des demi-darnes ;
— une mesure de la surface des tissus des demi-darnes.

En ce qui concerne I’analyse de la morphologie, elle a consisté a positionner des points sur
les images numérisées de demi-darnes, en vue du calcul de la distance séparant deux points.
La hauteur du dos, I’épaisseur du ventre et I’épaisseur de la demi-darne de chaque poisson ont
été ainsi mesurées (Figure 10). Les coordonnées (x;y) de chaque point (1, 2, 3, 4 et 5) étant

générées par le logiciel, les distances sont calculées respectivement par les formules

suivantes : hauteur du dos HD = [/(x3 — x1)2 + (¥ — ¥1)?], D’épaisseur du ventre
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EV=[ (x5 — x4)% + (y5 — ¥4)?] et ’épaisseur de la demi-darne EDD = [/ (x3 — x3)% +
(¥s —¥2)%1.

En ce qui concerne la mesure de la surface des tissus, le logiciel permet d’identifier et
quantifier le tissu adipeux sous-cutané et les myoseptes (Annexe 2B). En plus de la surface
totale de la demi-darne (= surface musculaire totale), le logiciel a donc permis de mesurer la
surface des tissus qui la compose, a savoir les myomeres (fibres musculaires), les myoseptes
et le tissu adipeux sous-cutané. Les données d’analyse, générées en pixels, ont été converties
en millimetres (mm) pour ce qui concerne les données de morphologie des demi-darnes et en
mm? pour les données de surface des tissus, en utilisant un objet étalon (dont on connait la

dimension) intégré au moment des prises de photos (Annexe 2).

2.1.2 Analyse de la cellularité du tissu musculaire

L’analyse de la cellularité a porté sur les échantillons du muscle blanc dorsal prélevés sur
les demi-darnes de truite (Figure 10) juste aprés l’abattage, au cours des analyses de la
qualité. Pour des questions pratiques, notamment pour faire face aux délais d’expérimentation
longs, et suivant 1’évolution significative de la qualité, cette analyse n’a porté que sur 6 lots
post-ponte. En plus des lots du début et de la fin de I’expérimentation (PS0, C0O, PS33 et C33),
les lots PS8 et PS16 ont été analysés.

Brievement, chaque échantillon de muscle (environ 5 mm d'épaisseur) a été fixé dans une
solution de Carnoy (éthanol absolu/chloroforme/acide acétique : 6/3/1 vol) pendant 48 h a
4°C, déshydraté dans des bains successifs d'éthanol et de butanol puis inclus dans la paraffine.
Par la suite, des sections transversales a I'axe des fibres musculaires, de 10 pm d'épaisseur,
ont été faites a partir de ces blocs d’échantillons en utilisant un microtome (Microm HM355S,
Thermo Scientific™, Allemagne) couplé a un systéme Niagara. Les coupes, une fois montées
sur des lames traitées a la polylysine, ont été colorées au colorant de Rojkind (mélange de
rouge Sirius et Fast Green a 0,1 % dans 1'acide picrique saturé (Lopez-De Ledn and Rojkind,
1985)) en vue des observations au microscope. Ce colorant colore en vert les fibres
musculaires et en rouge le tissu conjonctif, le rouge Sirius étant un colorant sélectif des fibres
de collagene (Bugeon et al., 1999). Les coupes ont été photographiées (3 a 4 images par
échantillon) grace a un microscope optique connecté a un logiciel d’acquisition d'images
(CELL-F), puis les surfaces individuelles des fibres musculaires (400-500 fibres au minimum
par poisson) ont été mesurées par traitement d’images a I’aide du logiciel Visilog 6.8% sous
Windows® (Bugeon et al., 1999, 2003). Ce logiciel génere pour chacune des images les

parametres suivants : la surface totale de I’image, la surface des tissus conjonctif et




adipeux, la surface totale occupée par les fibres, le nombre total de fibres, le nombre de
fibres mesurées, ct la surface individuelle de chaque fibre mesurée en pm2.

Par convention, la taille des fibres s’estime en diamétre. Pour le calculer, deux étapes sont
nécessaires. Tout d’abord, la surface individuelle de chaque fibre musculaire (SI) est
multipliée par un facteur de correction du rétrécissement (CR) calculé comme suit: CR =
[(surface totale de 1'image - la surface des tissus conjonctif et adipeux) / (surface totale
des fibres)], ce qui permet d’obtenir la surface individuelle corrigée SIc = SI x CR. Le
rétrécissement des fibres musculaires est en effet dii aux traitements histologiques comme

l'enrobage en paraffine. Les diametres des fibres musculaires D sont ensuite calculés en

utilisant la formule : D =2,/(SIc/m) , en considérant que les surfaces individuelles des fibres
sont circulaires (Bugeon et al., 2003). La densité de fibres a été ensuite calculée avec la
formule : Densité = [(Nombre total de fibres / (Surface totale - Surface tissu conjonctif et
adipeux)]. Enfin, afin d’apprécier la distribution de taille des fibres musculaires, leurs
diametres ont été regroupés en classes (14 au total) et leurs fréquences en pourcentage dans
chaque condition expérimentale ont été calculées.

Connaissant la densité des fibres musculaires (nombre de fibres par mm?) et la surface
occupée par ces fibres au sein de la darne, le nombre total de fibres musculaires dans une
demi-darne a été calculé. Le nombre total de fibres musculaires dans une darne a été

obtenu en multipliant par 2 le nombre trouvé dans une demi-darne.

2.1.3 Analyses statistiques

Une analyse de la variance (ANOVA) a été utilisée pour tester 1'effet du facteur "temps
post-ponte” sur tous les parametres mesurés dans tous les groupes post-ponte (PSO, PS1, PS2,
PS4, PS8, PS13, PS16, PS24 et PS33 pour les analyses sur demi-darnes et PSO, PS8, PS16, et
PS33 pour les analyses de cellularité¢). Une ANOVA a également été utilisée pour comparer
les données entre les poissons post-ponte et les poissons témoins mesurés au méme moment,
c’est-a-dire PSO contre CO et PS33 contre C33. Pour I’ensemble des analyses, les différences
ont été considérées comme significatives si p < 0,05.

Lorsque I’effet du facteur "temps post-ponte" était significatif, un test de comparaisons
multiples de Student-Newman-Keuls (SNK) était effectué pour déterminer les différences
entre les groupes post-ponte. En outre, pour relier I’évolution de la qualité de la chair a celle
des tissus musculaires, le coefficient de corrélation de Pearson a été calculé entre les variables

de mesure de la qualité et des analyses histologiques des quatre groupes de poissons post-
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ponte (PSO, PS8, PS16, PS33). Toutes ces analyses ont été effectuées a l'aide du logiciel

Statistica pour Windows (version 5.1).

E



EDD (mm)

49 -

39

29

24

Epaisseur de la demi-darne Epaisseur du ventre 68 - Hauteur du dos

15
14 - 63 - a
a 13 - a
ns a ns
— 12 | N 58|
£
g 11 # E
b g b = 53 - b
= 10 - o
w c I
c ° ‘ % 48 c] ¢
c 8 c %
i % 7 149, | e " i
6 i
I T T T T T T 5 T T T T T T T T T T T 38 T T T T T T
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
¢ Post-ponte Semaines post-ponte

® Témoin

Figure 13 : Evolution des épaisseurs des demi-darnes et du ventre et de la hauteur du dos chez les truites femelles apreés la ponte. Les
données représentent les valeurs moyennes (n = 20, 18 et 14, respectivement dans les groupes de truites post-ponte, et de truites controle CO et
C33). Les différences significatives entre les groupes de truites post-ponte sont indiquées par des lettres différentes (p<0,05). Chaque barre
verticale représente 1’écart-type a la moyenne. Les différences significatives entre les truites post-ponte PSO et les contrdles CO sont indiquées par
"##" (p<0,01) ou "###" (p<0,001). ns signifie qu’il n’y a pas de différence significative entre les truites PS33 et C33.




2.2 Résultats

2.2.1 Analyse des tissus musculaires sur les demi-darnes

La figure 13 présente les résultats de 1’analyse de la morphologie des demi-darnes. Au
moment de la ponte, les épaisseurs de la demi-darne et du ventre et la hauteur du dos étaient,
chez les truites matures PS0O, nettement inférieures a ce qui a été observé chez les femelles
immatures CO. L’épaisseur du ventre et la hauteur du dos ont significativement augmenté a
partir de la 8™ semaine post-ponte et ce, jusqu’a la 24°™ semaine pour le premier paramétre
et jusqu’a la fin de I’expérimentation pour le second parametre. Quant a 1’épaisseur de la
demi-darne, elle était, a la 13°™ semaine post-ponte, significativement supérieure a celle
observée au cours des semaines antérieures et a augmenté jusqu’a la fin de I’expérimentation.
A la fin de I’expérimentation, il n’y avait pas de différence significative entre les truites PS33
et C33 au niveau des trois parametres mesurés.

En ce qui concerne les tissus, 1’analyse des images de demi-darnes a révélé
qu'immeédiatement apres la ponte, les truites matures avaient des surfaces de demi-darnes et
tissus musculaires inférieures a celles des truites CO tandis que la surface occupée par le tissu
adipeux sous-cutané au sein de la demi-darne était similaire entre les deux groupes (Figure
14). Les surfaces de tissus musculaires, de la demi-darne et du tissu adipeux chez les truites
matures €taient supérieures a celles mesurées durant les semaines antérieures respectivement a
partir de la 4™, de la 8™ et de la 13°™ semaine post-ponte, et ce, jusqu’a la fin de

I’expérimentation. A la fin de I’expérimentation, il n’y avait pas de différence significative au

niveau des trois paramétres mesurés entre les PS33 et C33.
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Figure 14 : Evolution de la surface totale de la demi-darne et des surfaces de tissus musculaires (myomeres et myoseptes) et adipeux
sous-cutanés au sein de la demi-darne chez les truites femelles apres la ponte. Les données représentent les valeurs moyennes (n = 20, 18 et
14, respectivement dans les groupes de truites post-ponte, et de truites contrdle CO et C33). Chaque barre verticale représente I’écart-type a la
moyenne. Les différences significatives entre les groupes de truite post-ponte sont indiquées par des lettres différentes (p<0,05). Les différences
significatives entre les truites post-ponte PSO et les controles CO sont indiquées par "###" (p<0,001). ns signifie qu’il n’y a pas de différence
significative entre les truites post-ponte et les truites témoins mesurées au méme moment.
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2.2.2 Analyse de la cellularité du muscle blanc
En ce qui concerne la taille des fibres, 1’analyse histologique du muscle blanc dorsal a
montré qu’immédiatement apres la ponte, les femelles PSO avaient un diametre moyen des

fibres plus faible par rapport aux femelles immatures CO. A partir de la 16™

semaine post-
ponte, les femelles matures avaient un diamétre moyen de fibres nettement supérieur a celui
des femelles matures mesurées au moment de la ponte et a la 8™ semaine post-ponte (Figure
15). A la fin de ’expérimentation, le diamétre moyen des fibres musculaires des truites post-
ponte était supérieur a celui mesuré chez les truites contrdle C33.

Concernant le nombre de fibres dans une darne, il était, au début de I’expérience, similaire
entre les PSO et les CO. A la 8™ semaine post-ponte, le nombre de fibres était nettement
supérieur 4 celui relevé au moment de la ponte, puis était inférieur aux 16°™ et 33°™
semaines. A la fin de I’expérimentation, le nombre de fibres dans les darnes chez les femelles
post-ponte était inférieur a celui des femelles immatures C33 (Figure 15).

En ce qui concerne la densité et la distribution des tailles de fibres dans le muscle,
I’analyse histologique du muscle blanc dorsal a montré qu’immédiatement apres la ponte, les
truites matures présentaient une densité de fibres musculaires supérieure, associée a un
nombre inférieur de fibres de grandes tailles (diametre > 120 um) par rapport aux truites CO.
A la 16°™ semaine post-ponte, la densité de fibres était plus faible qu’au moment de la ponte
du fait de la présence d’un grand nombre de fibres de tailles intermédiaires (60 um - 120 um
de diamétre). A la 33°™ semaine, les truites post-ponte PS33 avaient une plus faible densité
de fibres associée a un plus grand nombre de fibres de grandes tailles (diametre > 160 pm) par

rapport aux C33 (Figure 16). Les images de coupes histologiques illustrent la distribution de

fibres au sein du muscle (Figure 17).
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Figure 16 : Densité et distribution des fibres musculaires au sein du muscle blanc dorsal
chez les truites apres la ponte. Les données représentent les valeurs moyennes (n = 20, 18 et
14, respectivement dans les groupes de truites post-ponte et de truites contrdle CO et C33).
Chaque barre verticale représente 1’écart-type a la moyenne. Les différences significatives
entre les groupes de truites post-ponte sont indiquées par des lettres différentes (p<0,05). Les
différences significatives entre les truites PSO et CO sont indiquées par "#" (p<0,05) ou "##"
(p<0,01) et celles entre les truites PS33 et C33 sont indiquées par "$" (p<0,05) ou "$3$"
(p<0,01). ns signifie qu’il n’y a pas de différence significative entre les truites post-ponte et
les truites témoins mesurées au méme moment. Chaque fléche indique la classe du diamétre

moyen des fibres dans le groupe de truites correspondant.
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Figure 17 : Images binaires de coupes transversales du muscle blanc dorsal permettant
d’observer la distribution de taille de fibres chez les truites post-ponte et témoins
analysées au début (0 sem.) et a la fin de ’expérimentation (33 sem.). Fibre musculaire
(F) ; endomysium (E) ; périmysium (P). Marque quelques fibres de différentes tailles (*).
Grossissement x5. Barres d'échelle : 100 um.



2.2.3 Analyses des corrélations

Afin de comprendre 1’évolution de la qualité qui a lieu apres la ponte, nous avons analysé
les corrélations entre les paramétres de qualité des carcasses et filets et les parametres
d’analyses histologiques. L'analyse des corrélations a révélé des corrélations significatives
entre les parametres de qualité et les parametres d’histologie (Tableau 6).

La surface musculaire totale (surface totale de la demi-darne) était corrélée positivement
avec le rendement en filets crus (0,46 ; p<0,001), le rendement de salage-fumage (0,94 ;
p<0,001), et les indice de rouge a* (0,76 ; p<0,001) et de jaune b* des filets (0,60 ; p<0,001).
De plus, la surface musculaire totale était négativement corrélée avec la luminosité L* (-0,60 ;
p<0,001) et la résistance mécanique des filets (-0,71 ; p<0,001 pour la force maximale Fmax
et -0,84 ; p<0,001 pour la résistance spécifique Rype).

Le diametre moyen des fibres du muscle blanc était fortement corrélé avec le rendement de
salage-fumage (0,83 ; p<0,001), les indices de rouge a* (0,74 ; p<0,001), et de jaune b* des
filets (0,60 ; p<0,001) et la résistance mécanique des filets (-0,68 ; p<0,001 pour la Fmax et -
0,77 ; p<0,001 pour la Ryy¢). Le diamétre moyen des fibres était moyennement corrélé avec la
luminosité L* (-0,59 ; p<0,001) des filets et faiblement corrélé avec le rendement en filets
crus (0,37 ; p<0,01).

Les corrélations obtenues avec la densité de fibres étaient les opposées de celles obtenues
avec le diametre des fibres étant donné que ces deux parametres sont inversement liés. La
densité de fibres était corrélée négativement avec les valeurs du rendement en filets crus (-
0,37 ; p<0,01) et du rendement de salage-fumage (-0,77 ; p<0,001), de I’indice de rouge a* (-
0,72 ; p<0,001), et de jaune b* des filets (-0,59 ; p<0,001), et positivement a la luminosité L*
(0,65 ; p<0,001) et les parametres de résistance mécanique des filets (0,64 ; p<0,001 pour la
Fmax et 0,73 ; p<0,001 pour la Ryy).

Par contre, il n’y avait pas de corrélation entre le nombre de fibres et le rendement en filets
crus. Le nombre de fibres était faiblement corrélé avec le rendement de salage-fumage (-
0,27* ; p<0,05), la luminosité L* des filets (0,38 ; p<0,01) et les paramétres de résistance
mécanique des filets (0,31 ; p<0,01 pour la Fmax et 0,30 ; p<0,01 pour la Ry¢). Le nombre de
fibres était également corrélé avec les indices de rouge a* (-0,43 ; p<0,001) et de jaune b* des
filets (-0,38 ; p<0,001).

En ce qui concerne les corrélations entre les parameétres d’histologie, la surface musculaire
totale était corrélée positivement avec le diametre moyen des fibres et la proportion en tissu
adipeux sous-cutané (calculée en rapportant la surface de tissu adipeux sous-cutané a la

surface musculaire totale), et négativement avec le nombre de fibres dans une darne. La
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densité des fibres était corrélée négativement a la surface musculaire totale, le diamétre
moyen des fibres et la proportion en tissu adipeux sous-cutané. Le diametre moyen des fibres
était corrélé positivement a la proportion en tissu adipeux, et négativement au nombre total de

fibres dans une darne (Tableau 6).
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Tableau 6 : Corrélation entre quelques parameétres de mesure de la qualité et des parametres d’analyses des tissus du muscle de truites
post-ponte (0, 8, 16 et 33 semaines post-ponte), n=80

LS VFat RFC RSF L* a* b* Fmaxpg Ry SMT % Tagpx Nb fib Densité
SMT 0,94 077" 046" 0,94 0,60 0,76 0,60 0,71 0,84 -
% Tagpy 0,47 0,65 0,13™ 0,57 047" 0,70 0,68 0,537 -0,58" 0,58 -
Nb fib -0,28" -0,35" -0,04™ -0,27" 038" 0437 0,38 031" 0,30” 0,30 0,50 -
Densité  -078"" 066" 037" 077 065 0727 0597 064™ 073 081" 053 074 -
Diam,q, 0,84 072" 037" 0,837 0,59 0,74™ 0,60 0,68 0,77 087" 0,56 0,677 0,94

LS : longueur standard ; VFat : valeur Fatmeter® ; REC : rendement en filets crus ; RSF : rendement de salage-fumage ; L* : luminosité ; a* : indice de rouge ; b* : indice de jaune ; Fmaxpy :
force maximale mesurée par compression-cisaillement en presse de Kramer ; Ry : résistance spécifique du filet ; SMT : surface musculaire totale ; %T,qpx : proportion en tissu adipeux dans la

darne ; Nb fib : nombre de fibres estimé sur une darne ; Densit€ : densité de fibres ; Diam,,,, : diamétre moyen des fibres. ns: non significatif, * p<0,05 ; . p<0,01 ; . p<0,001.
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2.3 Discussion

Dans la littérature, il a été montré que la maturation sexuelle détériore les tissus du muscle
chez les femelles de téléostéens. Dans cette étude, nous montrons pour la premiere fois que
les structures macroscopique et microscopique du muscle sont restaurées apres la ponte et

impactent les qualités technologique et organoleptique des filets.

2.3.1 Les tissus du muscle au moment de la ponte

Chez les truites matures, la maturation sexuelle a provoqué une atrophie musculaire, mise
en évidence par la réduction de la surface totale du muscle et ’amincissement des muscles des
zones dorsales et ventrales. En accord avec des études antérieures (Aksnes et al., 1986; Ito et
al., 1992; Mommsen, 2004) qui rapportent que les tissus du muscle peuvent €tre mobilisés
pour la maturation sexuelle, la réduction de la surface musculaire que nous avons observée
pourrait €tre due a une mobilisation du tissu adipeux intramusculaire, et/ou des tissus
conjonctifs et/ou des fibres musculaires qui composent le muscle.

Avec nos données d’analyses de darnes et de la cellularit¢ du muscle blanc, nous ne
pouvons pas confirmer la mobilisation des tissus conjonctifs ou du tissu adipeux
intramusculaire. En effet, les analyses histologiques n’ont pas permis de caractériser
distinctement les tissus conjonctifs et le tissu adipeux du muscle, les tissus conjonctifs
contenant de surcroit des adipocytes. De plus, au moment de la ponte, la quantification des
myoseptes s’est avérée imprécise par traitement d’images, lorsque les darnes des femelles
¢taient dépigmentées apres la ponte. C’est la raison pour laquelle la somme "myomeres et
myoseptes" a ¢€té¢ considérée dans nos résultats plutét que d’analyser les deux tissus
séparément. Ainsi, ce n’est qu’apres notre seconde étude expérimentale, que les données du
transcriptome ont permis de démontrer la mobilisation des tissus conjonctifs et du tissu
adipeux intramusculaires au moment de la ponte (cf. chapitre 3).

Par contre, avec les données de la cellularité, nous confirmons que 1’atrophie musculaire
post-ponte est associée a une altération des fibres musculaires blanches au cours de la
maturation sexuelle, comme le rapportent des études antérieures (Martin et al., 1993;
Mommsen et al., 1980). Au niveau cellulaire, le muscle blanc des femelles matures présentait
en effet un grand nombre de fibres de petite taille par unité de surface transversale par rapport
aux femelles témoins. Deux hypothéses peuvent étre émises pour justifier la petite taille des
fibres des femelles matures. D’une part, la petite taille des fibres peut correspondre a une
réduction du diametre de ces fibres, qui pourrait étre expliquée par une diminution de la

synthése des protéines musculaires (Von Der Decken, 1992) au cours de la maturation
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sexuelle. D’autre part, la diminution de la taille des fibres pourrait étre due a une dégradation
accrue du contenu de ces fibres (constituants sarcoplasmiques et myofibrillaires en majorité
protéiques et lipidiques), comme ’ont montré Reid et al. (1993) et Ando et al. (1986) chez le
saumon du Pacifique reproducteur, Von Der Decken (1992) chez le saumon atlantique
d’¢levage et Hagen et al. (2008) chez le flétan de 1’ Atlantique. Si la premicre hypothese a été
confirmée par I’analyse du transcriptome musculaire (cf. chapitre 3), une analyse de
I’ultrastructure des fibres par des techniques de microscopie ¢électronique ou une
quantification des protéines myofibrillaires, pourrait aider a répondre a la seconde hypothese.
Dans ce travail, nous n’avons pas trouvé d’effet direct de la maturation sexuelle sur le
nombre de fibres blanches au sein de la darne des truites matures. Le nombre de fibres
similaire entre ces truites et les truites immatures ainsi que la faible fréquence de fibres dans
les classes de diametres inférieurs a 20 pum, confirme 1’arrét du recrutement de fibres
(hyperplasie) chez ces deux groupes de femelles. L’arrét de I’hyperplasie chez les truites
matures était donc plus lié a leur grande taille comme précédemment décrit (Stickland, 1983;

Weatherley et al., 1988), qu’a la maturation sexuelle.

2.3.2 Les tissus du muscle apres la ponte

Les changements dans le muscle des truites aux niveaux tissulaire et cellulaire ont
globalement commencé entre la 8™ et la 16°™ semaine aprés la ponte.

A la 8°™ semaine post-ponte, nous avons noté une augmentation de la surface transversale
musculaire totale avec une contribution équivalente des muscles des zones dorsales et
ventrales (données non présentées). Cette augmentation de la surface musculaire était associée
a un changement au niveau du nombre total de fibres musculaires, lequel était
significativement supérieur a celui évalué au sein de la darne au moment de la ponte. Cette
observation laisse supposer un redémarrage du recrutement de nouvelles fibres apres la ponte,
qui semble étre temporaire et, a notre connaissance, n’a pas encore été décrit dans la
littérature chez la truite femelle post-ponte. Afin de vérifier notre hypothése, il serait
intéressant d'étudier 1'évolution post-ponte de 1’expression de certains génes impliqués dans
I’hyperplasie musculaire et précédemment répertoriés (Chen et al., 2020; Rescan, 2019).

Aprés la 8°™ semaine post-ponte, I’augmentation de la surface musculaire s’est poursuivie
et était associée a la croissance simultanée de tous les tissus musculaires.

Si nous n’avons pas pu caractériser précisément le tissu adipeux intramusculaire, nous
suggérons que son évolution était associée a celle du tissu adipeux sous-cutané que nous

3 éme

avons pu mesurer au cours de ’expérimentation. A partir de la 1 semaine, la proportion
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du tissu adipeux sous-cutané a en effet augmenté au sein de la darne. Ce résultat est cohérent
avec nos analyses antérieures montrant que la truite arc-en-ciel est capable de reconstituer ses
réserves de lipides apres la ponte (chapitre précédent). Bien que la cellularité du tissu adipeux
n’ait pas été analysée dans ce travail, nous supposons aussi que le développement du tissu
adipeux est 1ié a une augmentation du nombre et de la taille des adipocytes, comme suggéré
précédemment (Fauconneau et al., 1997).

Le développement musculaire 8 semaines apres la ponte était aussi dii 2 une croissance des
fibres musculaires. Le diametre moyen des fibres, réduit au moment de la ponte, a été
augmenté au cours de la période post-ponte. En effet, a partir de la 16"™ semaine jusqu’a la
fin de ’expérimentation, la taille des fibres a progressivement augmenté, d’ou la progression
du diametre moyen des fibres dans des classes de tailles plus grandes (Figure 16 &
Figure 17). Ce résultat est en accord avec les travaux de Stickland (1983) et de Kiessling et
al. (1991) qui ont rapporté que le diametre moyen des fibres blanches chez la truite arc-en-
ciel, augmente avec la longueur du poisson, ce que nous avons effectivement observé avec la
corrélation entre la longueur standard et le diametre moyen des fibres. Apres la ponte, la taille
moyenne des fibres musculaires augmente également avec le poids des poissons, comme 1’ont
montré Fauconneau et al. (1993a) chez des truites en croissance. Par ailleurs, selon I’étude de
Salem et al (2006b), la quantité de protéines musculaires est plus importante chez les truites
post-ponte que chez celles analysées au moment de la ponte. Cette observation suggére une
augmentation de la syntheése des protéines musculaires (sarcoplasmiques et myofibrillaires)
apres la ponte, qui expliquerait I’augmentation de la taille des fibres dans nos résultats.

En raison de I’hypertrophie des fibres musculaires, la densité des fibres musculaires était
plus faible a la 16°™ semaine qu’a la 8™ semaine et au moment de la ponte. Au contraire, le
nombre estimé de fibres musculaires était presque similaire a celui mesuré immédiatement
apreés la ponte. Cette observation laisse supposer qu’il n’y a pas eu de nouvelles fibres
formées jusqu'a la 16°™ semaine post-ponte, étant donné I’absence des fibres de petite taille
dans le muscle blanc (0-20 um). Ainsi, notre étude montre que la croissance post-ponte du
muscle blanc résulte majoritairement de I’hypertrophie des fibres et confirme I’étude de
Stickland (1983) qui a montré que chez la grande truite, 1'augmentation de la surface de
section transversale du muscle est entierement due a I'hypertrophie des fibres. Au total, en
plus des facteurs comme l'exercice, 1'alimentation et les facteurs environnementaux (Johnston,
1999), nous découvrons que la cellularité musculaire peut présenter une forte plasticité apres

le processus de ponte.
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A la fin de I’expérimentation, la structure macroscopique du muscle analysée sur les darnes
était similaire entre les femelles post-ponte et les immatures. Toutefois, la structure a 1’échelle
microscopique, révélée par 1’étude de la cellularité, présentait des différences significatives
entre les deux groupes. Les femelles post-ponte avaient un plus grand nombre de fibres de
grandes tailles (>120 pum). Cette différence de taille de fibres pourrait s’expliquer par la
différence de vitesse de croissance entre les deux groupes. Il est possible que les truites post-
ponte aient connu une croissance plus rapide apres la ponte que les immatures. Bien que les
modeles d’étude soient différents, Kiessling et al. (1991) a déja rapporté que I’hypertrophie
était le processus de croissance musculaire dominant chez les truites arc-en-ciel a croissance
rapide. Le diametre moyen des fibres plus grand chez les femelles post-ponte pourrait étre le
résultat d’une synthese des protéines musculaires supérieure a celle des femelles immatures.

L’ensemble de ces observations chez les femelles post-ponte, a savoir la modification de la
taille relative du muscle et la restauration des tissus adipeux, et éventuellement la synthese
plus élevée des protéines musculaires, suggere un phénomene de croissance compensatrice tel
que précédemment décrit avec d’autres modeles expérimentaux (Ali et al., 2003) et qu’il
serait intéressant d’éclairer par 1’étude du transcriptome musculaire comme dans 1’é¢tude de

Rescan et al. (2017).

2.3.3 Lien entre la qualité des filets et les tissus musculaires apres la ponte

Il a été montré que la qualité de la chair des poissons pouvait étre reliée a la structure du
muscle et a sa composition (Bugeon et al., 2003; Haard, 1992; Hatae et al., 1990; Johnston,
1999; Johnston et al., 2000a, 2000b; Periago et al., 2005). Et de fagcon intéressante, nous
disposons de données pour relier 1’évolution des tissus musculaires apres la ponte avec les
parametres de qualité.

Nous avons précédemment montré que la restauration de la qualité chez la truite femelle
apreés la ponte s’est réalisée en trois phases successives : une phase précoce, une phase
transitoire et une phase tardive (chapitre précédent). Les résultats d’analyses histologiques de
ce chapitre montrent que les changements significatifs au sein des tissus du muscle se sont
effectués durant la phase transitoire ¢’est-a-dire entre la 8°™ et la 16°™ semaine. Cette période
a été marquée par D’évolution des caractéristiques biométriques des poissons, comme
I’augmentation du coefficient de condition et de I’adiposité globale du poisson (valeur
Fatmeter®), qui est associée 4 1’évolution des qualités technologique et organoleptique a partir

de la 16°™ semaine post-ponte. De méme, nous montrons que 1’évolution des tissus du muscle
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apreés la ponte a impacté positivement les propriétés biochimiques, technologiques et
organoleptiques de la chair.

En ce qui concerne la composition globale des filets, I'augmentation de la teneur en lipides
de la chair des truites post-ponte peut étre associée, comme dans 1’é¢tude de Fauconneau et al.
(1997), au développement des adipocytes intramusculaires.

En ce qui concerne la qualité technologique des carcasses, I’analyse des corrélations a
révélé que ’augmentation du rendement en filets crus a la 16"™ semaine post-ponte était
associée a I’augmentation de la surface totale de muscle incluant les trois tissus musculaires.
En fait, la surface musculaire totale, que nous avons mesurée, refléte 1’augmentation de la
masse musculaire apres la ponte.

En ce qui concerne la qualité technologique des filets, nos données montrent que
I’augmentation de 1’adiposité intramusculaire a favorisé également un meilleur rendement de
salage-fumage comme cela a déja été décrit chez le saumon atlantique (Mgrkgre et al., 2001).
Cette augmentation de 1’adiposité est en effet couramment associée a une réduction, pendant
le processus de fumage, des pertes d'eau par les filets de poissons (Rgra et al., 1998). Le
rendement en filets fumés a par conséquent augmenté car il a bénéficié a la fois de
I'amélioration du rendement en filets crus et du rendement de salage-fumage (chapitre
précédent).

L’évolution des paramétres de qualité organoleptique est aussi liée a 1’évolution de la
structure du muscle. Comme le montre [’analyse des corrélations, et en accord avec les études
précédentes démontrant que la cellularité musculaire est un déterminant important de la
texture de la chair (Johnston, 1999; Periago et al., 2005), nos résultats montrent que la baisse
de la résistance mécanique des filets a partir de la 13°™ semaine post-ponte était associée 2
I’hypertrophie des fibres au sein du muscle. En effet, I’hypertrophie des fibres était
majoritaire par rapport a I’hyperplasie musculaire apres la ponte. Notre travail confirme donc
les travaux montrant une corrélation négative entre la fermeté du muscle et la taille des fibres
des filets de poissons, ce qui est observé en comparant différentes espéces de poissons (Hatae
et al., 1990; Hurling et al., 1996) ou des poissons de la méme espece (Bugeon et al., 2003;
Hagen et al., 2007; Johnsen et al., 2013; Johnston et al., 2000a, 2004; Lefevre et al., 2008;
Periago et al., 2005). Cependant, étant donné qu’a la fin de I’expérimentation les filets des
femelles post-ponte et ceux des immatures avaient des résistances mécaniques similaires
malgré leurs structures musculaires différentes, il est clair que la cellularité musculaire n’était
pas le seul déterminant de la texture des filets post-ponte. L’évolution de 1’adiposité

intramusculaire a pu également influencer la texture du muscle chez les femelles post-ponte,
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comme ’ont montré différentes études qui indiquent qu’une forte teneur en lipides chez les
poissons d'élevage entraine une moindre fermeté de leur chair (Aussanasuwannakul et al.,
2011; Fauconneau et al., 1993b; Green-Petersen and Hyldig, 2010; Johansson et al., 2000;
Leféevre et al., 2015; Thakur et al., 2003).

Outre les fibres musculaires et le tissu adipeux, I’organisation, la quantité et la composition
du tissu conjonctif, troisieme tissu musculaire qui détermine la texture des filets de poissons
(Aussanasuwannakul et al., 2011; Johnston et al., 2006; Li et al., 2005; Perrott et al., 2020),
ont pu également influencer la résistance mécanique des filets au cours de la restauration post-
ponte de la qualité. Connaissant la corrélation positive entre la teneur en collagéne (principal
constituant du tissu conjonctif) et la fermeté de la chair crue de poisson (Hatae et al., 1986;
Sato et al., 1986), il est probable que la baisse de la résistance mécanique des filets soit
associée a une faible résistance du tissu conjonctif, laquelle pourrait €tre liée a une faible
résistance du collagene apres la ponte. Il est en effet possible que ce collagene soit moins
réticulé car nouvellement déposé aprés la ponte. A la suite de ce travail, 1’étude de
I’expression des génes a permis d’apporter des informations sur 1’évolution du tissu conjonctif
apres la ponte (cf. chapitre suivant).

En ce qui concerne la couleur des filets, il est connu chez les salmonidés que la couleur
dépend non seulement de la quantité et de la nature des pigments caroténoides accumulés
dans le muscle, mais également de la structure musculaire (Lefévre and Bugeon, 2008b). En
effet, les pigments caroténoides responsables de la couleur des filets peuvent étre fixés aux
protéines sarcoplasmiques ou aux complexes d'actomyosine (Choubert, 1992; Henmi et al.,
1989, 1990; Matthews et al., 2006).

Ainsi, apreés la ponte, la restauration progressive de la couleur des filets peut étre liée a
I’évolution de la cellularité musculaire. En effet, la couleur des filets, spécifiquement I’indice
de rouge, qui est le parametre le plus corrélé avec la vision humaine de la couleur
(Christiansen et al., 1995), est supérieur quand les fibres sont plus grosses (ou quand la
densité de fibres est faible), comme le montre I’analyse des corrélations. Dans la littérature, la
relation couleur-densité¢ des fibres n’est pas totalement élucidée. Ainsi, chez le saumon
atlantique, certains travaux ont rapporté soit une corrélation positive (Johnsen et al., 2013;
Johnston et al., 2000a), soit négative (Vieira et al., 2007), ou une absence de corrélation
(Johnston et al., 2004) entre les paramétres de mesure de la couleur et la densité des fibres. Il
ressort de la synthése de I’ensemble de ces études que la divergence des résultats n’est pas
due a la différence d’espéce, de nature du pigment, ou encore de la méthode d’analyse de la

couleur. Cependant, dans notre modele, cette relation couleur-densité s’explique plutdt par la
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repigmentation post-ponte des filets, qui était trés marquée avec 1’hypertrophie des fibres
musculaires. Il est en effet possible que 1’augmentation remarquable de Ia taille des fibres ait
favorisé des dépots plus importants de pigments caroténoides au sein des fibres, et donc
favorisé une intensification de la couleur globale de la chair. Toutefois, il aurait fallu mesurer
la teneur en pigments au cours de la période post-ponte pour le démontrer formellement. La
relation entre la couleur et la structure du muscle semble donc étre différente apres la ponte.
Par ailleurs, comme suggéré dans le chapitre précédent (cf. article), la relation couleur-densité
semble aussi avoir été influencée par une modification des propriétés optiques des fibres.

En ce qui concerne la relation tissu adipeux-couleur des filets, notre modele d’étude
semble présenter également quelques particularités déja évoquées dans le chapitre précédent.
Nous avons pu montrer qu’a la fin de ’expérimentation, les filets des poissons post-ponte
présentaient une luminosité L* supérieure a celle des poissons immatures et ce, malgré les
teneurs en lipides intramusculaires similaires entre les deux groupes.

En résumé, la restauration de la qualité de la chair a été le résultat de processus de
croissance musculaire probablement différents entre les poissons post-ponte et les immatures.
Certaines propriét€s du muscle post-ponte, comme la luminosité L*, ont été impactées par les
changements simultanés de plusieurs parametres (nouveau dépdt de pigments apres la
dépigmentation des filets, hypertrophie des fibres, nouveau dépdt de lipides et de collagene
(qui reste a démontrer)). Ainsi, ces changements ont pu &étre a la base des corrélations
inhabituellement observées entre les parametres de la structure musculaire et ceux de la

qualité.

2.4 Conclusion du chapitre

Ce deuxieéme chapitre des résultats a permis de décrire I’évolution des tissus qui composent
le muscle chez la truite arc-en-ciel femelle aprés la ponte. Les principaux changements au
niveau de la structure musculaire ont démarré entre 8 et 16 semaines apres la ponte. Nous
avons noté notamment une augmentation de la surface musculaire totale, liée a I’hypertrophie
des fibres musculaires et a la croissance des tissus conjonctifs et adipeux intramusculaires
apres la ponte. De plus, cette étude montre que la restauration des qualités technologique et
organoleptique de la chair chez la truite arc-en-ciel au bout de 24 semaines post-ponte, était
associée a cette évolution des structures macroscopique et microscopique du muscle. En effet,
I’augmentation des rendements en filets, la restauration de la couleur ainsi que 1’évolution de
la texture des filets, ont été associées a I’hypertrophie des fibres musculaires et a

I’augmentation de I’adiposité intramusculaire.
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Cette étude fournit des données sur les modalités de croissance (hypertrophie vs.
hyperplasie) post-ponte du muscle blanc chez la truite arc-en-ciel. Ce travail a de plus permis
d’acquérir d’autres données sur 1’évolution de la morphologie des poissons (augmentation du
ventre, du dos) apres la ponte. Nos analyses nécessitent cependant d’étre approfondies afin de
tester les différentes hypothéses émises, notamment en ce qui concerne la présence ou non
d’une hyperplasie post-ponte. L’étude de la cellularité musculaire a 2, 4 et 13 semaines post-
ponte pourrait permettre de savoir si la modification du nombre de fibres 2 la 8°™ semaine
était un artéfact de mesure ou si cette modification était effective et s’est étendue sur une
certaine période. De plus, des analyses complémentaires de la structure du muscle (par
exemple I’immunolocalisation du collagéne) ou de son ultrastructure (par exemple la
visualisation de 1’organisation des fibrilles de collageéne), pourraient permettre de mieux
suivre 1’évolution post-ponte de la structure microscopique du muscle, et notamment celle du
tissu conjonctif intramusculaire, qui n’a pu étre décrit de maniere précise au cours de cette
seconde étude expérimentale. Au-dela de ces analyses, une analyse de I’expression globale
des genes exprimés dans le muscle a permis de comprendre les mécanismes moléculaires
impliqués dans cette reconstruction musculaire post-ponte et aussi d’en savoir davantage sur
I’évolution des propriétés contractiles et métaboliques du muscle qui n’a pas été étudiée dans

ce chapitre.

113



3. EVOLUTION DU TRANSCRIPTOME MUSCULAIRE APRES LA PONTE

Dans le but de connaitre les mécanismes moléculaires impliqués dans la reconstruction
musculaire et la restauration post-ponte de la qualité de la chair, une étude de 1’expression
globale des geénes du muscle blanc des truites a été réalisée en utilisant la technologie a haut
débit des puces a ADN (ou microréseaux). Cette partic de mon travail de these fait I’objet

d’une deuxieéme publication qui a été soumise a la revue BMC Genomics.

3.1 Article soumis a la revue BMC Genomics
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Abstract

Background: Sexual maturation causes loss of fish muscle mass and deterioration of fillet
quality attributes that prevent market purpose. We recently showed that fillet yield and flesh
quality are recovered in female trout after spawning. To gain insight into the molecular
mechanisms regulating flesh quality recovery we conducted a time-course analysis of large-

scale gene expression in trout white muscle from spawning to 33 weeks post-spawning.

Results: Using an Agilent-based microarray plate-form, we identified about 5500 unique
genes that were differentially expressed during the post-spawning period. These genes
segregated into four major clusters with distinct temporal expression profile and functional
categories. A first cluster containing around 2000 genes down-regulated 4 weeks after
spawning was enriched in genes linked to mitochondrial ATP synthesis, fatty acid catabolism
and proteolysis. A second cluster comprising about 1200 genes with early and transient
induction between 2 to 8 weeks post-spawning was enriched in genes involved in RNA
processing, translation, ribosome biogenesis and protein folding. A third cluster containing
about 700 genes up-regulated from 4 weeks post-spawning onwards was enriched in genes
encoding ribosomal subunits or regulating translation and cell cycle. At last a fourth cluster
which contained about 1000 genes with late up-regulation from 13 weeks post- spawning
onwards, was dominated by genes encoding myofibrillar proteins and components of the

extracellular matrix and genes involved in glycolysis.

Conclusion: On the whole our study indicates that white muscle tissue restoration and flesh
quality recovery occurring after spawning are mainly associated with transcriptional changes
of genes involved in anaerobic ATP production, fatty acid metabolism, protein biosynthesis,
myofilament and extracellular matrix remodelling. The generation of the first database of

genes associated with post-spawning muscle recovery may give insights into the molecular
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and cellular mechanisms controlling muscle yield and fillet quality in fish and provide a

useful list of potential genetic markers for these traits.

Key words: salmonids, post-spawning evolution, flesh quality, muscle, transcriptome.

Background

As a result of the increasing demand for fish consumption, aquaculture has become the
animal food production with the fastest growth in the last decades [1]. Muscle growth and
fillet quality are important traits that impact profitability of fish breeding and industry.
However, flesh qualities are not constant throughout fish lifecycle. For example, diploid
fertile trout females, notably those that are farmed for egg production, exhibit low flesh
quality and a decrease in fillet yield around the spawning period, and as such are not suitable
for market purposes. Post-spawning flesh deterioration is due in large part to muscle atrophy
associated with protein catabolism which is exacerbated in muscle of maturing female trout to
provide energy and nutrients necessary for egg development [2]. In addition, part of the lipids
mobilized during sexual maturation originates from muscle stores [3-5].

Several transcriptomic analyses have been performed to decipher the mechanisms
underlying muscle changes observed during the sexual maturation. An initial microarray gene
expression study showed that sexual-maturation-induced atrophy of axial muscle in gravid
trout compared to sterile trout was associated with (i) an up-regulation of genes involved in
catheptic and collagenase proteolytic pathways and genes involved in mitochondrial aerobic
ATP production; and (ii) a down-regulation of genes regulating RNA processing and protein
biosynthesis and genes coding myofibrillar and extracellular matrix proteins [6]. Further
studies using RNA-Seq techniques essentially confirmed these data and revealed, on the same
model, an increased expression of many genes encoding components of the muscle
“degradome” notably those forming the ubiquitin proteasome system, and a decrease

expression of genes involved in amino-acid and fat biosynthetic genes [7-8]. Also, a higher
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expression of B-oxidation genes was reported in muscle of fertile versus (triploid) sterile trout
suggesting an enhanced fatty acid mobilisation within muscle during sexual maturation [9].
Consistent with transcriptomic data, proteomic signature of muscle atrophy in fertile fish
compared to sterile (triploid) female trout notably showed decreased abundance in enzymes of
anaerobic respiration and protein biosynthesis [10].

We recently showed that sexual-maturation associated deterioration in flesh quality can be
reversed in post-spawn trout. We notably observed, during the post-spawning period, an
increase in fillet yield, suggesting an accretion of the protein mass in muscle fibres, and a
significant increase of intramuscular fat content [11]. Restoring trout muscle quality after
spawning is of particular interest for aquaculture profitability and sustainability and as such
deserves specific investigations. Until now very few is known regarding the molecular
mechanisms regulating flesh quality restoration after spawning. In this study we used
microarray technology to explore the temporal changes in muscle gene expression following
spawning and to infer the molecular pathways associated with the post-spawning flesh quality
recovery. Also, to further characterise the specificity of the muscle molecular signature
following spawning, we compared this signature with that of hyperplastic growth zones of the
late trout embryo [12] and that reported during a fasting/refeeding schedule [13].

Results

Temporal gene expression profiling after spawning: Overview

To gain insight into the biological mechanisms driving muscle restoration after spawning,
we performed microarray hybridisation to identify differentially expressed genes (DEGs) in
trout muscle at different post-spawning (PS) timepoints (PS0O, PS2, PS4, PS8, PS13, PS16,
PS24, and PS33 (corresponding to spawning, 2, 4, 8, 13, 16, 24 and 33 weeks post-spawning,
respectively)) and in muscle from control (immature) trout (CO and C33). Anova test

(Benjamini-Hochberg (BH) corrected pval<0.05) and fold change: >3 or < -3 were used as
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criteria for defining genes whose expression levels were significantly different across all the
samples examined. Overall, about 5500 unique genes were thus found to be differentially
expressed. The supervised clustering of the differentially expressed genes (DEGs) led to the
formation of four major gene clusters (clusters I-1IV) (Fig. 1). Cluster I contained
approximately 2000 genes down-regulated after spawning. Cluster II included about 1200
genes with early and transient up-regulation between 2 to 8 weeks post-spawning. Cluster 111
comprised approximately 700 genes which expression level progressively increased from 4
weeks after spawning to reach values found at the end of the experiment in both control (C33)
and post-spawned fish (PS33) and at last cluster IV contained about 1000 genes which
expression level increased from 13 weeks after spawning to reach values found at the end of
the experiment in both control (C33) and post-spawned fish (PS33).
Cluster I: Genes down-regulated after spawning

Cluster I comprised approximately 2000 unique genes highly expressed in muscle of trout
that have just spawned and down-regulated after spawning. The DAVID analysis of genes
belonging to cluster I and endowed with ontology identifiers showed enrichment in GO terms
linked to generation of precursor metabolites and energy (P<6.3.10-28), notably GO terms
related to mitochondrial ATP synthesis coupled electron transport (P<4.3.10-11), fatty acid
catabolic process (P<2.9.10-12), and at last tricarboxylic acid cycle (P<7.1.10-9). On the other
hand, cluster I was highly enriched in genes regulating proteolysis (P<4.2.10-12). In keep
with this GO term, we found the classical markers of muscle atrophy Murfl/Trim63 and
Atrogin/FBX0O32/Mafbx, as well as many genes regulating the proteasomal ubiquitin-
dependent protein catabolic process (P<4.10-17) such as genes encoding subunits of the
proteasome 26S complex (17 genes up-regulated). Otherwise, GO terms linked to proteolysis

included genes encoding cathepsins present in lysosome (P<9.1.10-7) and genes encoding
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proteases participating to autophagy (P<1.8.10-4). For details see Table 1 and additional file 1

for lists of genes that formed the major functional categories of cluster I.

Cluster II: Genes with early and transient up-regulation between 2 to 8 weeks post-

spawning

Cluster II contained approximately 1200 unique genes. The DAVID analysis of eligible
genes composing cluster II revealed enrichment in GO terms linked to RNA processing
(P<4.2.10-49), RNA splicing (P<4.6.10-13) and ribonucleoprotein complex biogenesis
(P<7.5.10-48). Other GO terms included translation (P<5.9.10-26), ribosome biogenesis
(P<3.2.10-49) which determines translation capacity, macromolecular complex assembly
(P<3.1.10-9) and protein folding (P<1.3.10-12), in particular chaperonin-containing T-
complex (P<3.10-8). Cluster II was also enriched in genes encoding components of
mitochondrion (P<1.10-17), such as genes encoding in mitochondrial ribosomes (P<3.8.10-8).
But, in contrast to cluster I, cluster II did not include genes involved in mitochondrial
oxidative phosphorylation. Overall, cluster II was dominated by genes involved in cellular
biosynthetic processes necessary for protein mass accretion. For details, see tables 1-3 and

additional file 2 for lists of genes that formed the major functional categories of cluster II.

Cluster III: genes displaying up-regulation from 4 weeks post-spawning onwards.
Cluster III comprised approximately 700 unique genes. The DAVID analysis of eligible
genes showed enrichment of this cluster in genes related to translation (P<3.4.10-50), most of
which encoding ribosomal subunits (P<7.5.10-55). Cluster III was also enriched in genes
involved in cell cycle (P<1.2.10-9), organelle fission (P<1.8.10-8) and condensed
chromosome (P<2.2. 10-8). Overall, cluster III was dominated by genes regulating protein
biosynthesis for cell growth and in genes involved in cell division. For details, see Table 1
and additional file 3 for lists of genes that formed the major functional categories of cluster

I1I.
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Cluster IV: genes with up-regulation from 13 weeks post-spawning onwards.

Cluster IV contained approximately 1000 unique genes. In agreement with the down-
regulation of genes involved in aerobic ATP production after spawning, cluster IV was highly
enriched in genes involved in glycolysis (P<2.9.10-19). Cluster IV was also enriched in genes
involved in formation of extracellular matrix (P<5.1.10-16), blood vessel development
(P<7.0.10-6), or encoding components of the sarcomeres (P<3.9.10-7) and actin cytoskeleton
(P<4.6.10-7). On the whole, cluster IV was dominated by genes regulating glycolysis or genes
encoding structural components of myofibers. For details, see Tables 1 and 4 and additional

file 4 for list of genes that formed the major functional categories of cluster IV.

Trout muscle transcriptome at 33 weeks post-spawning (PS33) is very similar to that of
trout that did not spawn (C33).

Muscle from female trout of the same cohort that did not spawn were also considered in
our study. These control trout were sampled at the beginning (C0) and at the end (C33) of the
experiment. Using unpaired ¢ test (BH corrected p-val<0.05), we found that muscle
transcriptome of trout that have just spawned (PS0) was clearly different with that of control
trout (CO0), as revealed by the identification of about 4700 unique DEGs between PSO and CO.
Functional categories inferred from genes up-regulated in PSO compared to CO were mainly
related to mitochondrial ATP synthesis coupled proton transport, mRNA splicing,
tricarboxylic acid cycle, fatty acid beta-oxidation and proteasomal ubiquitin dependent protein
catabolic process while genes down-regulated in PSO compared to CO were mainly related to
rRNA processing, translation, myosin filament and glycolysis. In contrast, trout muscle
transcriptome at 33 weeks post-spawning (PS33) was virtually similar to that found in 33
weeks control (C33) as shown by the same unpaired ¢ test that did not lead to the

identification of any DEG between PS33 and C33. This shows that trout muscle transcriptome
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after spawning evolved to eventually become similar to that of trout that did not spawn, which

is consistent with post-spawning flesh quality recovery.

A specific muscle transcriptional programme is associated with post-spawning fillet

quality recovery

To further characterise the specificity of the transcriptional program associated with fillet
yield and flesh quality recovery after spawning, we compared it (i.e. cluster II+III+1V) with
that induced by a fasting-refeeding schedule [13] and that associated with hyperplastic growth
area of the late trout embryo myotome as identified using laser capture microdissection and
microarray analysis [12]. Venn diagram (Fig. 2) showed that the transcriptional program
associated with fillet yield and flesh quality recovery includes 730 specific overexpressed
genes that were not found to be up-regulated in muscle from fasted/refed trout nor in
hyperplastic growth zones. DAVID analysis showed that the most enriched functional
categories inferred from these genes were mainly related to ribosomal protein and glycolysis.
Interestingly, many genes overexpressed in hyperplastic growth zones and involved in
myofiber production [12], notably genes encoding canonical myogenic transcriptional
regulators (Pax3, Pax7, MyoDla, MyoD1b, myf5 and mrf4) or genes encoding membrane
receptors regulating myogenic cell fusion such as M-cadherin, Brother of CDO, protogenin,
Jamb and Kin of Irre like-3 were not up-regulated after spawning. Also, a large fraction
(36/41) of the myosins and tropomyosins specific of nascent myofibers that form in
hyperplastic growth zones of the prehatching trout myotome were not found to be
overexpressed after spawning. On the whole, a muscle transcriptional programme promoting
anaerobic ATP production, myofiber hypertrophic growth and extracellular matrix
remodelling, but not new myofiber formation, was associated with post-spawning fillet

quality recovery.
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Discussion

Sexual maturation causes loss of fish muscle mass and deterioration of fillet quality
attributes that prevent market purpose. We recently showed that fillet yield and flesh quality
in mature female trout that have spawned can evolve to become similar to those of control
immature female trout [11]. In this study, to gain insights into the molecular mechanisms
regulating fillet quality recovery, we examined the evolution of muscle transcriptome in
female trout after spawning. Consistent with post-spawning flesh quality recovery, we
observed that muscle transcriptome after spawning evolved to eventually become similar to
that of trout that did not experienced spawning. In keeping with this evolution, muscle
transcriptome after spawning exhibited a gradual down-regulation of a large set of genes
previously shown to be overexpressed in muscle of mature fertile female trout compared to
immature and/or triploid sterile female trout [14, 9, 7, 8]. Specifically, we observed a sharp
decrease in the expression of genes involved in muscle proteolysis and notably those
regulating the ubiquitin-proteasome pathway or encoding autophagy and lysosomal proteases.
This suggests that a decrease in protein breakdown is essential for muscle mass gain and
quality recovery after spawning. Also, we observed the down-regulation of genes involved in
mitochondrial energetic metabolism such as genes of the TCA cycle, the respiratory chain and
the ATP synthesis machinery. Conversely, genes involved in the cytosolic glycolysis pathway
were up-regulated during the post-spawning recovery period. In line with this shift of energy
metabolism becoming increasingly anaerobic, we also observed a decreased abundance of
transcripts involved in the mitochondrial fatty acid oxidation, a pathway that fuels aerobic
ATP production. Surprisingly, only very few genes involved in biosynthesis of fatty acids
were found to be up-regulated in muscle after spawning. This finding, however, is in line with
studies reporting that endogenous lipids are mainly synthesised in the liver before being

transported to peripheral tissues such as muscle [15].
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We previously reported that muscle firmness decreases during the post-spawning period
[11]. Our transcriptomic analysis showing in parallel a down-regulation of genes encoding
proteasome components or intracellular protease such as lysosomal cathepsins is in line with a
previous report that positively correlated salmon flesh firmness and expression of genes
belonging to these functional categories [16]. But this finding contrasts with previous works
reporting a higher rate of protein degradation in fillet with low firmness [6, 17-19]. Beyond
these discrepancies, one must keep in mind that firmness results from multifactorial
interactions [20]. And it is likely, in agreement with many studies documenting a softer flesh
in fattier fish [21-23], that fat accumulation occurring after spawning [11] contributes to the
increase in flesh softness observed during this period. To explain the effects of adiposity on
flesh firmness it has been proposed that muscle fibres embedded in high amount of fat easily
slide across each other and hence offer less force of resistance to compression [24].
Otherwise, it is worth mentioning that lipid content of the muscle is also thought to influence

flavour and « juiciness », both major traits of flesh quality in fish [19, 25].

A striking feature of the transcriptomic signature following spawning is the up-regulation
of a large set of genes encoding structural components such as extracellular matrix proteins
that form the intricate matrix network surrounding individual myofibers and blocks of
myofibers and sarcomeric proteins that assemble to generate contractile myofilaments. The
overexpression of extracellular matrix proteins during the post-spawning period is likely to
contribute to the muscle structure rebuilding and the concurrent flesh quality recovery. In
keeping with this latter point, the amount and the composition of the extracellular matrix have
been reported to be determinant for the textural quality [20]. Thus, some studies have reported
a positive association between fillet firmness and collagen content [26-29]. In contrast to
these studies, but in agreement with those by Moreno et al. [30] and Larsson et al. [16], we

did not observe in our study that extracellular matrix components overexpression was
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associated with flesh firmness. However, it is important to point out that not only the amount
of extracellular matrix components but also the level of cross-linkage between them impacts

textural properties [31-32].

The overexpression of contractile protein encoding genes and the enrichment in functional
categories related to protein biosynthesis and maturation suggest that an accretion of the
protein mass occurs in muscle fibres after spawning. Further supporting the view of a
hypertrophic growth of muscle fibres, we also found a strong enrichment in genes stimulating
ribosome biogenesis, a crucial mechanism used by skeletal muscle to regulate protein
synthesis and control muscle mass [33]. Our observation showing that post-spawning
hypertrophic growth is associated with a decrease of flesh firmness is consistent with previous
studies establishing relationship between muscle fibre density and firmness [20].
Interestingly, most functional categories inferred from genes up-regulated in muscle after
spawning and related to muscle hypertrophic growth have also been reported in muscle from
refed trout after a one month fasting [13, 34]. However, the number of differentially expressed
genes after spawning is more important than that found after refeeding. This suggests that
muscle damages induced by sexual maturation and egg production are more important than
those provoked by fasting, and involve a more drastic transcriptional response for reversion.
Anyway, during the post-spawning period, as in course of a fasting/refeeding schedule [13],
most of the genes regulating hyperplastic growth or encoding contractile proteins specific of
nascent trout myofibers were not overexpressed. This suggests that the production of new
myofibers in trout adulthood is not stimulated during muscle remodelling following muscle
mass loss. A feature that contrasts with trout muscle regeneration during which a large part of
the transcriptional program underlying muscle hyperplasia is reactivated [35]. An in situ

visualisation of differentiating myocytes expressing myomaker and/or myomixer, two
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essential muscle specific fusion proteins recently discovered in vertebrates including fish [36]

would definitively confirm the absence of hyperplastic growth resumption after spawning.
Conclusion

In this study we show that the recovery of fillet yield and flesh quality that follows trout
spawning is mainly associated with dynamical transcriptional changes of genes involved in
anaerobic ATP production, muscle fibre hypertrophic growth, extracellular matrix formation
and fatty acid metabolism. Many genes from the post-spawning transcriptional signature are
potentially important determinants for fish muscle growth and/or flesh quality. As such they
deserve further expressional and functional studies and could be assessed for use in marker-

assisted selection of trout with superior muscle yield and fillet quality traits.
Methods

Fish sampling and experimental design

Fish used in this study were previously described [11]. Briefly, diploid female rainbow
trout from the same autumnal strain cohort were reared in the INRAE's experimental facilities
(PEIMA, Sizun, France). After ovulation and stripping, female that spawned at the same date
were placed into a circular 2m diameter tank containing 2m’ of water. A total of eight
experimental groups of post-spawning fish were constituted. Fish were fed with the same diet
throughout the course of the trial. During sampling, post-spawning fish (n = 20) from the
same tank were sequentially slaughtered at 0, 2, 4, 8, 13, 16, 24, and 33 weeks after ovulation.
At slaughter, fish were anaesthetized with Tricaine Pharmaq (5g/100L) in a SOOL tank, killed
by a blow onto the head, and then bled by gill arch section. After death, fish were measured
for quality parameters and a slice of white skeletal muscle was carefully dissected from the
dorsal region of the musculature, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until RNA

extraction. Trout muscle at different post-spawning (PS) timepoints (PSO, PS2, PS4, PSS,
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PS13, PS16, PS24, and PS33) as well as muscle of control (immature) trout (CO and C33)
were considered for RNA extraction and transcriptome analysis. These fish were selected on
the basis of their carcass weight that had to be next to the median value of the group to which

they belong to.

RNA extraction, labelled cRNAs generation and hybridisation

Total RNA extraction was performed using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
reagent following the manufacturer’s instructions. RNA integrity was assessed with Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Cy3 labelled cRNA generation and hybridisation
were performed as previously described [12]. Hybridisations were carried out using Agilent
8x60K high-density oligonucleotide microarray slides (GEO platform record: GPL15840)

[12].

Data acquisition and analysis

Hybridized slides were rinsed and scanned at a 3-um with the Agilent DNA Microarray
Scanner. Fluorescence intensity was calculated using the standard procedures found in the
Agilent Feature Extraction (FE) software 10.7.3.1. The arrays were normalized and log-
transformed using GeneSpring software (version 14.9). A one-way ANOVA analysis
(Benjamini-Hochberg (BH) corrected pval <0.05) and a >3 -fold expression change were used
as the criteria for defining whose expression levels were significantly different across all the
samples examined. For clustering analysis, data were median-centred and an average linkage
clustering was carried out using Cluster software (version 3.0). Clusters were visualized with
Treeview (version 1.1.6r4) [37]. GO enrichment analysis of DEG list from each cluster was
performed using Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID
6.7) software tools [38-39]. Additionally, an unpaired t test (Benjamini-Hochberg corrected p-

val<0.05) was used to specifically compare muscle transcriptome of trout that have just
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spawned (PS0) with that of control trout (CO) and to compare transcriptome of trout muscle

transcriptome at 33 weeks post-spawning (PS33) with that of 33 weeks control trout (C33).
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Figures legends

Figure 1. Heat map of the supervised hierarchical clustering of differentially expressed genes
in trout muscle during the post-spawning period and in muscle of female trout that did not
spawn at the beginning (CO) and at the end (C33) of the experiment. The clustering of
differentially expressed genes led to the formation of four distinct clusters (I, II, II and IV).
Each row represents the temporal expression pattern of a single gene and each column
corresponds to a single sample. Columns 1 to 8: CO = muscle from trout that did not spawn (at
the beginning of the experiment). Columns 9 to 16: PSO = trout muscle at spawning. Columns
17 to 24: PS2 = trout muscle 2 weeks after spawning. Columns 25 to 32: PS4 = trout muscle 4
weeks after spawning. Columns 33 to 40: PS8 = trout muscle 8 weeks after spawning.
Columns 41 to 48: PS13 = trout muscle 13 weeks after spawning. Columns 49 to 56: PS16 =
trout muscle 16 weeks after spawning. Columns 57 to 64: PS24 = trout muscle 24 weeks after
spawning. Columns 65 to 72: PS33 = trout muscle 33 weeks after spawning. Column 73 to
80: C33 = muscle from trout that did not spawn 33 weeks after the beginning of the

experiment.

Figure 2. Venn diagram representing the distribution of genes up-regulated in muscle during
post-spawning recovery, after refeeding following fasting and in the superficial hyperplastic
growth zones of the myotome in late trout embryo. 730 genes were found to be specifically

up-regulated during post-spawning muscle recovery.

Table 1. Functional categories of genes related to cluster I, I, III and IV.

Table 2. List of genes belonging to cluster II and involved in RNA processing.

Table 3. List of genes belonging to cluster II and involved in ribosome biogenesis.

Table 4. List of genes belonging to cluster IV and involved in extracellular matrix

remodelling.
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Table 1 Functional categories related to cluster |, 11, Il and IV

GO Cell component

Count  P-value

GO hiological process

Count  P-value

Cluster |

Cluster Il

Cluster Il

Cluster IV

Mitochondrion

Mitochondrial respiratory chain
Proteasome complex
Lysosome

Peroxisome

Nucleolus

Ribosome

Spliceosome
Chaperonin-containing-T-complex
Mitochondrion

Ribosomal subunits
Ribonucleoprotein complex
Condensed chromosome
Kinetochore

Extracellular matrix
Sarcomere
Actin cytoskeleton

246 2.1E-70
27 1.9E-14
39 2.2E-29
36 9.1E-7
21 1.9E-5

134 5.2E-55
39 1.2E-14
29 3.9€-13

73.0E-8

106 1.0E-17

54 7.5E-55
76 2.4E-41
17 2.2E-8
12 8.8E-7

49 5.1E-16
17 3.9€-7
29 4.6E-7

Generation of precursor metabolite and energy
Mitochondrial ATP synthesis coupled electron transport

Proteolysis

Proteasomal Ubiquitin-dependent protein catabolic process

Autophagy

Fatty acid catabolic process
Fatty acid beta-oxidation
Tricarboxylic acid cycle

Ribosome biogenesis

RNA processing

RNA splicing

Ribonucleoprotein complex biogenesis
Translation

Protein folding

Macromolecular complex assembly

Translation
Ribosome hiogenesis
Cell cycle

Organelle fission

Glycolysis
Blood vessel development

84 6.3E-28
22 4.3E-11
133 4.2E-12
37 4.0E-17
11 1.8E-4
19 2.9e-12
16 5.4E-11
13 7.1E-9

60 3.2E-49
114 4.2E-49
43 4.6E-13
69 7.5E-48
65 5.9E-26
33 1.3E-12
62 3.1E-9

73 3.4E-50
19 4.0E-10
48 1.2E-9
23 1.8E-8

22 2.9E-19
24 7.0E-6
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Table 2 List of genes from cluster Il and involved in RNA processing
Gene Name

5'-3' exoribonuclease 2

C1D nuclear receptor co-repressor

CDKS5 regulatory subunit associated protein 1

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 54

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 56

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15

DIM1 dimethyladenosine transferase 1-like (S. cerevisiae)

DiGeorge syndrome critical region gene 8

FCF1 small subunit (SSU) processome component homolog

FIP1 like 1 (S. cerevisiae)

Fts) homolog 3 (E. coli)

GAR1 ribonucleoprotein homolog (yeast)

HEAT repeat containing 1

IMP3, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)

IMP4, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)

KRR1, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein)
NHP2 non-histone chromosome protein 2-like 1 (S. cerevisiae)
NHP2 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOL1/NOP2/Sun domain family, member 2

NOP10 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP14 nucleolar protein homolog (yeast)

NOP2 nucleolar protein homolog (yeast)

NOP56 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP58 ribonucleoprotein homolog (yeast)

PHD finger protein 5A

PRP19/PSO4 pre-mRNA processing factor 19 homolog (S. cerevisiae)
PRP4 pre-mRNA processing factor 4 homolog (yeast)

RNA terminal phosphate cyclase domain 1
Shwachman-Bodian-Diamond syndrome pseudogene;

THO complex 4

TSR2, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)

TruB pseudouridine (psi) synthase homolog 1 (E. coli)

U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1

UTP14, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog A (yeast)
UTP15, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (S. cerevisiae)
UTP18, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)

UTP23, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
UTP6, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
WD repeat domain 12

WD repeat domain 36

WD repeat domain 4

chromosome 16 open reading frame 84

debranching enzyme homolog 1 (S. cerevisiae)
dyskeratosis congenita 1, dyskerin

elongation factor Tu GTP binding domain containing 2
exosome component 3

exosome component 4

exosome component 7

exosome component 8

exosome component 9

fibrillarin

gem (nuclear organelle) associated protein 8

general transcription factor IIF, polypeptide 1, 74kDa
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M

proliferation-associated 2G4, 38kDa;

protein (peptidylprolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4 (parvulin)

pseudouridylate synthase 10

pseudouridylate synthase 7 homolog (S. cerevisiae)
pseudouridylate synthase 7 homolog (S. cerevisiae)-like
ribonuclease P/MRP 30kDa subunit

ribonuclease P/MRP 38kDa subunit

ribosomal L1 domain containing 1

ribosomal RNA processing 1 homolog (S. cerevisiae)
ribosomal RNA processing 1 homolog B (S. cerevisiae)
ribosomal RNA processing 9

ribosomal protein L10a pseudogene 6

ribosomal protein L14

ribosomal protein L5

ribosomal protein S17

similar to RNA binding motif protein, X-linked; similar to hCG2011544
similar to ribonucleic acid binding protein S1

small nuclear ribonucleoprotein D1 polypeptide 16kDa
small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide 16.5kDa
small nuclear ribonucleoprotein D3 polypeptide 18kDa
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A

hypothetical gene supported by NM_014886; TGF beta-inducible nuclear p small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A'
hypothetical protein LOC100132425; similar to small nuclear ribonucleoprcsmall nuclear ribonucleoprotein polypeptide B"

mitochondrial ribosomal protein L1

nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1

peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 1

peptidylprolyl isomerase E (cyclophilin E)

peptidylprolyl isomerase H (cyclophilin H)

pescadillo homolog 1, containing BRCT domain (zebrafish)

peter pan homolog (Drosophila)

poly(A) binding protein, nuclear 1

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide E, 25kDa
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide F

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide H

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide K, 7.0kDa
polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1

processing of precursor 1, ribonuclease P/MRP subunit (S. cerevisiae)
processing of precursor 5, ribonuclease P/MRP subunit (S. cerevisiae)
programmed cell death 11

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide E-like 1
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F
splicing factor 3a, subunit 2, 66kDa

splicing factor, arginine/serine-rich 7, 35kDa

survival of motor neuron 1, telomeric; survival of motor neuron 2, centromeric

tRNA 5-methylaminomethyl-2-thiouridylate methyltransferase
tRNA methyltransferase 11 homolog (S. cerevisiae)

tRNA methyltransferase 6 homolog (S. cerevisiae)

tRNA methyltransferase 61 homolog A (S. cerevisiae)

tRNA methyltransferase 61 homolog B (S. cerevisiae)
tRNA-histidine guanylyltransferase 1-like (S. cerevisiae)
transformer 2 beta homolog (Drosophila)

zinc finger CCHC-type and RNA bindinB96:B116g motif 1
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Table 3 List of genes belonging to cluster Il and involved in ribosome biogenesis

Gene Name
BMS1 homolog, ribosome assembly protein (yeast

C1D nuclear receptor co-repressor; similar to nuclear DNA-binding protein;

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 56
DIM1 dimethyladenosine transferase 1-like (S. cerevisiae)
EBNA1 binding protein 2

FCF1 small subunit (SSU) processome component homolog (S. cerevisiae)

Fts) homolog 3 (E. coli)

GAR1 ribonucleoprotein homolog (yeast)

HEAT repeat containing 1

IMP3, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)

IMP4, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)

KRR1, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein)
NHP2 non-histone chromosome protein 2-like 1 (S. cerevisiae)

NHP2 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP10 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP14 nucleolar protein homolog (yeast)

NOP2 nucleolar protein homolog (yeast)

NOP56 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP58 ribonucleoprotein homolog (yeast)

SDA1 domain containing 1

Shwachman-Bodian-Diamond syndrome pseudogene;

TSR1, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)

TSR2, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)

UTP14, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog A (yeast)
UTP15, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (S. cerevisiae)
UTP18, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
UTP23, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
UTP6, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
WD repeat domain 12

WD repeat domain 36

apoptosis antagonizing transcription factor

brix domain containing 2

bystin-like

dyskeratosis congenita 1, dyskerin

eukaryotic translation initiation factor 6

exosome component 3

exosome component 4

exosome component 7

exosome component 8

exosome component 9

fibrillarin

guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)-like

hypothetical gene supported by NM_014886; TGF beta-inducible nuclear protein 1
mMRNA turnover 4 homolog (S. cerevisiae)

nuclear import 7 homolog (S. cerevisiae)

nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1

nucleophosmin 1 (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)

pescadillo homolog 1, containing BRCT domain (zebrafish)

programmed cell death 11

proliferation-associated 2G4, 38kDa; proliferation-associated 2G4 pseudogene 4
protein (peptidylprolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4 (parvulin)
ribosomal L24 domain containing 1; similar to ribosomal protein L24-like
ribosomal RNA processing 1 homolog (S. cerevisiae)

ribosomal RNA processing 1 homolog B (S. cerevisiae)

ribosomal RNA processing 9

ribosomal protein L14

ribosomal protein L5

ribosomal protein S17

surfeit 6
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Table 4 List of genes belonging to cluster IV and involved in extracellular matrix remodelling

Gene Name

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1 keratocan

CD248 molecule, endosialin laminin, beta 1

EGF-like-domain, multiple 6 latent transforming growth factor beta binding protein 2
TIMP metallopeptidase inhibitor 2 lumican

coiled-coil domain containing 80 lysyl oxidase

collagen triple helix repeat containing 1 matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted)
collagen, type |, alpha 1 matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV collagenase)
collagen, type |, alpha 2 matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV collagenase)
collagen, type Il, alpha 1 microfibrillar-associated protein 2

collagen, type V, alpha 1 netrin G2

collagen, type VI, alpha 1 nidogen 1

collagen, type VI, alpha 2 osteoglycin

collagen, type VI, alpha 3 periostin, osteoblast specific factor

collagen, type XI, alpha 1 proline/arginine-rich end leucine-rich repeat protein
collagen, type Xll, alpha 1 secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)
collagen, type XV, alpha 1 spondin 1, extracellular matrix protein

collagen, type XVIII, alpha 1 superoxide dismutase 1, soluble

collagen, type XXVIII, alpha 1 transforming growth factor, beta 2

connective tissue growth factor transforming growth factor, beta-induced, 68kDa

decorin upper zone of growth plate and cartilage matrix associated
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2 von Willebrand factor A domain containing 1

fibrillin 2 zona pellucida glycoprotein 2 (sperm receptor)

fibronectin leucine rich transmembrane protein 2 zona pellucida glycoprotein 3 (sperm receptor)

fibulin 5 zona pellucida glycoprotein 4

glucose-fructose oxidoreductase domain containing 2




Additional files

Additional file 1: Major functional categories of cluster I and lists of genes that formed them

Additional file 2: Major functional categories of cluster II and lists of genes that formed them

Additional file 3: Major functional categories of cluster III and lists of genes that formed

them

Additional file 4: Major functional categories of cluster IV and lists of genes that formed

them
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Additional file 1 Major functional categories of cluster | and lists of genes that formed them

List of genes from cluster | involved in mitochondrial ATP synthesis coupled electron transport
Gene Name

COX10 homolog, cytochrome c oxidase assembly protein, heme A: farnesyltransferase (yeast)
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 10, 42kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 5, 13kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 6, 14kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 9, 39kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, assembly factor 1

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 10, 22kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 3, 12kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 5, 16kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6, 17kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 7, 18kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 2, 14.5kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1, 75kDa (NADH-coenzyme Q reductase)
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 3, 30kDa (NADH-coenzyme Q reductase)
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 7, 20kDa (NADH-coenzyme Q reductase)
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 8, 23kDa (NADH-coenzyme Q reductase)
NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 1, 51kDa

NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 2, 24kDa

chromosome 11 open reading frame 79

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 4, 15kDa

ubiquinol-cytochrome c reductase complex (7.2 kD)

ubiquinol-cytochrome c reductase core protein |
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Additional file 1 Major functional categories of cluster | and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster | involved in proteolysis
Gene name

ADAM metallopeptidase domain 8

ATG4 autophagy related 4 homolog B (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog C (S. cerevisiae)
CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain
Derl-like domain family, member 2

F-box and leucine-rich repeat protein 19

F-box and leucine-rich repeat protein 20

F-box protein 30

F-box protein 32

O-sialoglycoprotein endopeptidase

OMA1 homolog, zinc metallopeptidase (S. cerevisiae)
RanBP-type and C3HC4-type zinc finger containing 1
SUMO1/sentrin/SMT3 specific peptidase 2

Sec61 beta subunit

Vpr (HIV-1) binding protein

WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2
ankyrin repeat and SOCS box-containing 16
bleomycin hydrolase

carnosine dipeptidase 1 (metallopeptidase M20 family)
caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase
cathepsin B

cathepsin C

cathepsin D

cathepsin L1

cathepsin Z

complement component (3b/4b) receptor 1 (Knops blood group)
complement component 7

complement factor B

complement factor D (adipsin)

cullin 1

cullin 2

cullin 4A

cullin 4B

cytokine inducible SH2-containing protein
dipeptidyl-peptidase 3

dipeptidyl-peptidase 7

haptoglobin-related protein; haptoglobin

heat shock protein 90kDa beta (Grp94), member 1
hect domain and RLD 2

hypothetical protein FLJ11822; aminopeptidase puromycin sensitive
kelch-like 21 (Drosophila)

leucine aminopeptidase 3

lon peptidase 1, mitochondrial

lysine (K)-specific demethylase 2A

matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase)
matrix metallopeptidase 13 (collagenase 3)




Additional file 1 Major functional categories of cluster | and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster | involved in proteolysis (continuation)
matrix metallopeptidase 9

membrane-associated ring finger (C3HC4) 5
microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha
microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta
microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta 2
mindbomb homolog 1 (Drosophila)

mitochondrial E3 ubiquitin ligase 1

mucosa associated lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1
nuclear protein localization 4 homolog (S. cerevisiae)

peptidase (mitochondrial processing) alpha

peptidase (mitochondrial processing) beta

peptidase M20 domain containing 2

potassium channel modulatory factor 1

prenylcysteine oxidase 1

presenilin enhancer 2 homolog (C. elegans)

prolyl endopeptidase-like

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 1
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 2
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 3
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 5
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 6
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 1
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 11
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 12
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 13
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 14
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 2
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 3
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 4
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 5
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 6
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 7
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 8
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 1
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 3
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 4
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 5
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 6
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 7
proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 8
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 1
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 2
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 3
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 4
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 5
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 6
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 7




Additional file 1 Major functional categories of cluster | and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster | involved in proteolysis (continuation and ending)
ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 5

ring finger protein (C3H2C3 type) 6

ring finger protein 123

ring finger protein 25

similar to 26S protease regulatory subunit 6B
splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 1
split hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1
suppressor of cytokine signaling 2

suppressor of cytokine signaling 3

suppressor of cytokine signaling 4

suppressor of cytokine signaling 5

transmembrane protease, serine 5

transmembrane protease, serine 9

tripartite motif-containing 63

tripeptidyl peptidase |

tubulointerstitial nephritis antigen-like 1
ubiquinol-cytochrome c reductase core protein |
ubiquinol-cytochrome c reductase core protein Il

ubiquitin fusion degradation 1 like (yeast)

ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 4
ubiquitin protein ligase E3C

ubiquitin specific peptidase 14 (tRNA-guanine transglycosylase)
ubiquitin specific peptidase 15

ubiquitin specific peptidase 2

ubiquitin specific peptidase 25

ubiquitin specific peptidase 38

ubiquitin specific peptidase 4 (proto-oncogene)
ubiquitin-conjugating enzyme E2A (RAD6 homolog)
ubiquitin-conjugating enzyme E2B (RAD6 homolog)
ubiquitin-conjugating enzyme E2F (putative)
ubiquitin-conjugating enzyme E2G 1 (UBC7 homolog, yeast)
ubiquitin-like 7 (bone marrow stromal cell-derived)
ubiquitin-like modifier activating enzyme 5

ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1
valosin-containing protein

zinc and ring finger 2

zinc finger and BTB domain containing 16

zinc finger, C3HC-type containing 1




Additional file 1 Major functional categories of cluster | and lists of genes that formed them (continuation and ending)

List of genes from cluster | involved in fatty acid catabolic process

Gene Name

2-hydroxyacyl-CoA lyase 1

acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain

acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4 to C-12 straight chain
acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain

acyl-Coenzyme A oxidase 1, palmitoyl

acyl-Coenzyme A oxidase 3, pristanoyl

carnitine acetyltransferase

carnitine palmitoyltransferase 1A (liver)

carnitine palmitoyltransferase 2

choline kinase beta; carnitine palmitoyltransferase 1B (muscle)
dodecenoyl-Coenzyme A delta isomerase (3,2 trans-enoyl-Coenzyme A isomerase)
electron-transferring-flavoprotein dehydrogenase

enoyl Coenzyme A hydratase 1, peroxisomal

enoyl-Coenzyme A, hydratase/3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase
hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4

peroxisomal biogenesis factor 13

peroxisome proliferator-activated receptor delta

phospholipase A2, group XV

List of genes from cluster | involved in tricarboxylic acid cycle

Gene Name

aconitase 2, mitochondrial

dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2 component of 2-oxo-glutarate complex)
isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha

isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) beta

isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) gamma

malate dehydrogenase 1, NAD (soluble)

malate dehydrogenase 2, NAD (mitochondrial)

oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoamide)

similar to sucb; succinate-CoA ligase, GDP-forming, beta subunit

succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp)

succinate dehydrogenase complex, subunit B, iron sulfur (Ip)

succinate dehydrogenase complex, subunit C, integral membrane protein, 15kDa
succinate-CoA ligase, ADP-forming, beta subunit

148



Additional file 2 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them

List of genes from cluster Il involved in ribosome biogenesis

Gene Name

BMS1 homolog, ribosome assembly protein (yeast)

C1D nuclear receptor co-repressor; similar to nuclear DNA-binding protein
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 56

DIM1 dimethyladenosine transferase 1-like (S. cerevisiae)

EBNA1 binding protein 2

FCF1 small subunit (SSU) processome component homolog (S. cerevisiae)
Fts) homolog 3 (E. coli)

GAR1 ribonucleoprotein homolog (yeast)

HEAT repeat containing 1

IMP3, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)

IMP4, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)

KRR1, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein)
NHP2 non-histone chromosome protein 2-like 1 (S. cerevisiae)

NHP2 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP10 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP14 nucleolar protein homolog (yeast)

NOP2 nucleolar protein homolog (yeast)

NOP56 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP58 ribonucleoprotein homolog (yeast)

SDA1 domain containing 1

Shwachman-Bodian-Diamond syndrome pseudogene

TSR1, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)

TSR2, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)

UTP14, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog A (yeast)

UTP15, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (S. cerevisiae)
UTP18, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
UTP23, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
UTP6, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)

WD repeat domain 12

WD repeat domain 36

apoptosis antagonizing transcription factor

brix domain containing 2

bystin-like

dyskeratosis congenita 1, dyskerin

eukaryotic translation initiation factor 6

exosome component 3

exosome component 4

exosome component 7

exosome component 8

exosome component 9

fibrillarin

guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)-like

hypothetical gene supported by NM_014886; TGF beta-inducible nuclear protein 1
mRNA turnover 4 homolog (S. cerevisiae)

nuclear import 7 homolog (S. cerevisiae)

nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1

nucleophosmin 1 (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)

pescadillo homolog 1, containing BRCT domain (zebrafish)

programmed cell death 11

proliferation-associated 2G4, 38kDa; proliferation-associated 2G4 pseudogene 4
protein (peptidylprolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4 (parvulin)
ribosomal L24 domain containing 1; similar to ribosomal protein L24-like
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Additional file 2 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster Il involved in ribosome biogenesis (continuation and ending)
ribosomal RNA processing 1 homolog (S. cerevisiae)

ribosomal RNA processing 1 homolog B (S. cerevisiae)

ribosomal RNA processing 9

ribosomal protein L14

ribosomal protein L5

ribosomal protein S17

surfeit 6

List of genes from cluster Il involved in RNA processing

Gene Name

5'-3' exoribonuclease 2

C1D nuclear receptor co-repressor

CDKS regulatory subunit associated protein 1

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 54

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 56

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15

DIM1 dimethyladenosine transferase 1-like (S. cerevisiae)

DiGeorge syndrome critical region gene 8

FCF1 small subunit (SSU) processome component homolog

FIP1 like 1 (S. cerevisiae)

Fts) homolog 3 (E. coli)

GAR1 ribonucleoprotein homolog (yeast)

HEAT repeat containing 1

IMP3, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)

IMP4, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (yeast)

KRR1, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein)
NHP2 non-histone chromosome protein 2-like 1 (S. cerevisiae)
NHP2 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOL1/NOP2/Sun domain family, member 2

NOP10 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP14 nucleolar protein homolog (yeast)

NOP2 nucleolar protein homolog (yeast)

NOP56 ribonucleoprotein homolog (yeast)

NOP58 ribonucleoprotein homolog (yeast)

PHD finger protein 5A

PRP19/PSO4 pre-mRNA processing factor 19 homolog (S. cerevisiae)
PRP4 pre-mRNA processing factor 4 homolog (yeast)

RNA terminal phosphate cyclase domain 1
Shwachman-Bodian-Diamond syndrome pseudogene

THO complex 4

TSR2, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)

TruB pseudouridine (psi) synthase homolog 1 (E. coli)

U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1

UTP14, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog A (yeast)
UTP15, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog (S. cerevisiae)
UTP18, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
UTP23, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
UTP6, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast)
WD repeat domain 12

WD repeat domain 36

WD repeat domain 4

chromosome 16 open reading frame 84




Additional file 2 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster Il involved in RNA processing (continuation)
debranching enzyme homolog 1 (S. cerevisiae)

dyskeratosis congenita 1, dyskerin

elongation factor Tu GTP binding domain containing 2

exosome component 3

exosome component 4

exosome component 7

exosome component 8

exosome component 9

fibrillarin

gem (nuclear organelle) associated protein 8

general transcription factor IIF, polypeptide 1, 74kDa

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M

hypothetical gene supported by NM_014886; TGF beta-inducible nuclear protein 1
hypothetical protein LOC100132425; similar to small nuclear ribonucleoprotein polypeptide G
mitochondrial ribosomal protein L1

nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1

peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 1

peptidylprolyl isomerase E (cyclophilin E)

peptidylprolyl isomerase H (cyclophilin H)

pescadillo homolog 1, containing BRCT domain (zebrafish)

peter pan homolog (Drosophila)

poly(A) binding protein, nuclear 1

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide E, 25kDa
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide F

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide H

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide K, 7.0kDa
polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1

processing of precursor 1, ribonuclease P/MRP subunit (S. cerevisiae)
processing of precursor 5, ribonuclease P/MRP subunit (S. cerevisiae)
programmed cell death 11

proliferation-associated 2G4, 38kDa

protein (peptidylprolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4 (parvulin)
pseudouridylate synthase 10

pseudouridylate synthase 7 homolog (S. cerevisiae)

pseudouridylate synthase 7 homolog (S. cerevisiae)-like

ribonuclease P/MRP 30kDa subunit

ribonuclease P/MRP 38kDa subunit

ribosomal L1 domain containing 1

ribosomal RNA processing 1 homolog (S. cerevisiae)

ribosomal RNA processing 1 homolog B (S. cerevisiae)

ribosomal RNA processing 9

ribosomal protein L10a pseudogene 6

ribosomal protein L14

ribosomal protein L5

ribosomal protein S17

similar to RNA binding motif protein, X-linked; similar to hCG2011544;
similar to ribonucleic acid binding protein S1

small nuclear ribonucleoprotein D1 polypeptide 16kDa

small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide 16.5kDa

small nuclear ribonucleoprotein D3 polypeptide 18kDa

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A'
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Additional file 2 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster Il involved in RNA processing (continuation and ending)
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide B"

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide E-like 1

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F

splicing factor 3a, subunit 2, 66kDa

splicing factor, arginine/serine-rich 7, 35kDa

survival of motor neuron 1, telomeric; survival of motor neuron 2, centromeric
tRNA 5-methylaminomethyl-2-thiouridylate methyltransferase

tRNA methyltransferase 11 homolog (S. cerevisiae)

tRNA methyltransferase 6 homolog (S. cerevisiae)

tRNA methyltransferase 61 homolog A (S. cerevisiae)

tRNA methyltransferase 61 homolog B (S. cerevisiae)

tRNA-histidine guanylyltransferase 1-like (S. cerevisiae)

transformer 2 beta homolog (Drosophila)

zinc finger CCHC-type and RNA bindinB96:B116g motif 1

List of genes from cluster Il involved in translation

Gene Name

ATP-binding cassette, sub-family F (GCN20), member 1

G elongation factor, mitochondrial 1

Ts translation elongation factor, mitochondrial

arginyl-tRNA synthetase

cysteinyl-tRNA synthetase

density-regulated protein

eukaryotic translation elongation factor 1 epsilon 1

eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha, 35kDa
eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 2 beta, 38kDa
eukaryotic translation initiation factor 2B, subunit 1 alpha, 26kDa
eukaryotic translation initiation factor 2B, subunit 3 gamma, 58kDa
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit B

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit F

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit |

eukaryotic translation initiation factor 4H

eukaryotic translation initiation factor 5

eukaryotic translation initiation factor 5B

eukaryotic translation initiation factor 6

eukaryotic translation termination factor 1

glutaminyl-tRNA synthetase

glutamyl-prolyl-tRNA synthetase

glycyl-tRNA synthetase

histidyl-tRNA synthetase

histidyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial

ligatin

lysyl-tRNA synthetase

mitochondrial ribosomal protein L1

mitochondrial ribosomal protein L10

mitochondrial ribosomal protein L17

mitochondrial ribosomal protein L21

mitochondrial ribosomal protein L3

mitochondrial ribosomal protein L32

mitochondrial ribosomal protein L34

mitochondrial ribosomal protein L37

mitochondrial ribosomal protein L4

mitochondrial ribosomal protein L42

mitochondrial ribosomal protein L51

mitochondrial ribosomal protein L55




Additional file 2 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster Il involved in translation (continuationand ending)
mitochondrial ribosomal protein S11

mitochondrial ribosomal protein S18B

mitochondrial ribosomal protein S2

mitochondrial ribosomal protein S33

nascent polypeptide-associated complex alpha subunit
nuclear receptor coactivator 5

ribosomal L1 domain containing 1

ribosomal L24 domain containing 1; similar to ribosomal protein L24-like
ribosomal protein L10

ribosomal protein L10a

ribosomal protein L14

ribosomal protein L5

ribosomal protein L7-like 1

ribosomal protein S12;

ribosomal protein S17

ribosomal protein S23

ribosomal protein S8

ribosomal protein S9;

ribosomal protein SA pseudogene 9; protein SA
ribosome binding protein 1 homolog 180kDa (dog)
similar to eukaryotic translation initiation factor 4A
similar to mitochondrial ribosomal protein L20

tRNA methyltransferase 6 homolog (S. cerevisiae)
threonyl-tRNA synthetase

tryptophanyl tRNA synthetase 2, mitochondrial
tryptophanyl-tRNA synthetase

tyrosyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial

List of genes from cluster Il involved in protein folding

Gene Name

AHA1, activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 1 (yeast)
BCL2-associated athanogene 4

Dnal (Hsp40) homolog, subfamily A, member 4
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 2
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 21
FK506 binding protein 2, 13kDa

FK506 binding protein 3, 25kDa

RuvB-like 2 (E. coli)

calreticulin

chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta)
chaperonin containing TCP1, subunit 3 (gamma)
chaperonin containing TCP1, subunit 4 (delta)
chaperonin containing TCP1, subunit 5 (epsilon)
chaperonin containing TCP1, subunit 6A (zeta 1)
chaperonin containing TCP1, subunit 6B (zeta 2)
chaperonin containing TCP1, subunit 7 (eta)
heat shock 10kDa protein 1 (chaperonin 10)
heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin)

heat shock 70kDa protein 4-like

heat shock 70kDa protein 9 (mortalin)

heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic),
hypothetical gene supported by BCO00665; t-complex 1
lectin, mannose-binding, 1




Additional file 2 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster Il involved in protein folding (continuation and ending)
peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 1

peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 4

peptidylprolyl isomerase E (cyclophilin E)

peptidylprolyl isomerase H (cyclophilin H)

prefoldin subunit 4

protein (peptidylprolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4 (parvulin)
protein disulfide isomerase family A, member 5

similar to chaperonin containing TCP1,

similar to heat shock 70kD protein binding protein

List of genes from cluster Il involved in macromolecular complex assembly
Gene Name

ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly factor 2

BMS1 homolog, ribosome assembly protein (yeast) pseudogene

BRF2, subunit of RNA polymerase Il transcription initiation factor, BRF1-like
CSE1 chromosome segregation 1-like (yeast)

MKI67 (FHA domain) interacting nucleolar phosphoprotein

SET nuclear oncogene; similar to SET translocation

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 5
TSR1, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)

calreticulin

caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase

chaperonin containing TCP1, subunit 6B (zeta 2)

chromosome 20 open reading frame 7

cystathionase (cystathionine gamma-lyase)

eukaryotic translation initiation factor 6

gem (nuclear organelle) associated protein 8

general transcription factor IIF, polypeptide 1, 74kDa
glutamyl-prolyl-tRNA synthetase

golgi associated PDZ and coiled-coil motif containing

heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin) (chaperonin)

heat shock 70kDa protein 4

heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic)

hypothetical gene supported by AF081484; NM_006082; tubulin, alpha 1b
hypothetical gene supported by BCO00665; t-complex 1

hypothetical protein LOC100132425; similar to small nuclear ribonucleoprotein polypeptide G;
importin 4

karyopherin (importin) beta 1

nuclear import 7 homolog (S. cerevisiae)

nucleophosmin 1 (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)
peptidylprolyl isomerase H (cyclophilin H)

phosphatidylethanolamine binding protein 1

phosphofructokinase, platelet

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide E, 25kDa

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide F

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide H

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide K, 7.0kDa

prenyl (decaprenyl) diphosphate synthase, subunit 1

prenyl (decaprenyl) diphosphate synthase, subunit 2

proteasome (prosome, macropain) assembly chaperone 2

protein phosphatase 5, catalytic subunit

ribonucleotide reductase M1

small nuclear ribonucleoprotein D1 polypeptide 16kDa;

small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide 16.5kDa

small nuclear ribonucleoprotein D3 polypeptide 18kDa
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Additional file 2 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them (continuation and ending)

List of genes from cluster Il involved in macromolecular complex assembly (continuation and ending)
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide E-like 1

small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F

splicing factor 3a, subunit 2, 66kDa

stomatin

survival of motor neuron 1, telomeric; survival of motor neuron 2, centromeric
transcription factor A, mitochondrial

translocase of outer mitochondrial membrane 22 homolog (yeast)
transmembrane protein 70

tubulin, alpha 1c

tubulin, beta 1

tubulin, beta 2C

tubulin, beta 3; melanocortin 1 receptor

tubulin, beta 4

tubulin, gamma complex associated protein 4

tumor protein p53

tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein
ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein-like

ubiquitin specific peptidase 16

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
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Additional file 3 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them

List of genes from cluster Ill encoding ribosomal subunit
Gene Name

ribosomal protein L10a
ribosomal protein L11
ribosomal protein L12 p
ribosomal protein L13a
ribosomal protein L14
ribosomal protein L15
ribosomal protein L18
ribosomal protein L18a
ribosomal protein L19
ribosomal protein L21
ribosomal protein L22
ribosomal protein L23a
ribosomal protein L24
ribosomal protein L27a
ribosomal protein L29
ribosomal protein L3-like
ribosomal protein L30
ribosomal protein L31
ribosomal protein L34
ribosomal protein L35a
ribosomal protein L37
ribosomal protein L38
ribosomal protein L39
ribosomal protein L3
ribosomal protein L4
ribosomal protein L5
ribosomal protein L6
ribosomal protein L7a
ribosomal protein L8
ribosomal protein L9
ribosomal protein S10
ribosomal protein S11
ribosomal protein S12
ribosomal protein S13
ribosomal protein S14
ribosomal protein S15a
ribosomal protein S16
ribosomal protein S17
ribosomal protein S18
ribosomal protein S19
ribosomal protein S2
ribosomal protein S20
ribosomal protein S23
ribosomal protein S26
ribosomal protein S27
ribosomal protein S3A
ribosomal protein S4X
ribosomal protein S5
ribosomal protein S6
ribosomal protein S8
ribosomal protein S9
ribosomal protein SA
ribosomal protein, large, PO
ribosomal protein, large, P1
ribosomal protein, large, P2




Additional file 3 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them (continuation)

List of genes from cluster lll involved in cell cycle

Gene Name

B-cell CLL/lymphoma 2

BRCA2 and CDKN1A interacting protein

F-box protein 5

MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)

PDZ binding kinase

PSMC3 interacting protein

RAD54 homolog B (S. cerevisiae)

Rac GTPase activating protein 1 pseudogene; Rac GTPase activating protein 1
SPC24, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S. cerevisiae)
SPC25, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S. cerevisiae)
TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis)

asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated (Drosophila)
aurora kinase A; aurora kinase A pseudogene 1

aurora kinase B

budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (yeast)
budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta (yeast)
calmodulin 3 (phosphorylase kinase, delta

calreticulin

cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)

cell division cycle associated 3

cell growth regulator with EF-hand domain 1

centromere protein A

chromatin assembly factor 1, subunit A (p150)

chromatin licensing and DNA replication factor 1

claspin homolog (Xenopus laevis)

cyclin-dependent kinase 4

cytoplasmic linker associated protein 1

cytoskeleton associated protein 2

establishment of cohesion 1 homolog 2 (S. cerevisiae)
exonuclease 1

inner centromere protein antigens 135/155kDa

karyopherin alpha 2 (RAG cohort 1, importin alpha 1)

kinesin family member 20B

kinesin family member 2C

minichromosome maintenance complex component 2
minichromosome maintenance complex component 3

myosin, heavy chain 9, non-muscle

non-SMC condensin | complex, subunit G

non-SMC condensin Il complex, subunit G2

phosphoglycerate dehydrogenase

pituitary tumor-transforming 1; pituitary tumor-transforming 2
ribosomal protein L24; ribosomal protein L24 pseudogene 6
sperm associated antigen 5

stathmin 1

structural maintenance of chromosomes 2

structural maintenance of chromosomes 3

thrombospondin 1

transforming, acidic coiled-coil containing protein 3
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Additional file 3 Major functional categories of cluster Il and lists of genes that formed them (continuation and ending)

List of genes from cluster lll involved in organelle fission

Gene Name

F-box protein 5

MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)

PDZ binding kinase

SPC24, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S. cerevisiae)
SPC25, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S. cerevisiae)
TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis)

asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated (Drosophila)
aurora kinase A; aurora kinase A pseudogene 1

aurora kinase B

budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (yeast)

budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog beta (yeast)

cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)

cell division cycle associated 3

cytoplasmic linker associated protein 1

inner centromere protein antigens 135/155kDa

kinesin family member 20B

kinesin family member 2C

non-SMC condensin | complex, subunit G

non-SMC condensin Il complex, subunit G2

pituitary tumor-transforming 1; pituitary tumor-transforming 2

sperm associated antigen 5

structural maintenance of chromosomes 2

structural maintenance of chromosomes 3
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Additional file 4 Major functional categories of cluster IV and lists of genes that composed them

List of genes from cluster IV involved in glycolysis
Gene Name

TPI1 pseudogene; triosephosphate isomerase 1
aldolase A, fructose-bisphosphate

aldolase B, fructose-bisphosphate

aldolase C, fructose-bisphosphate

enolase 1, (alpha)

enolase 2 (gamma, neuronal)

enolase 3 (beta, muscle)

glucose phosphate isomerase
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-like 6
lactate dehydrogenase A

lactate dehydrogenase B

lactate dehydrogenase C

phosphofructokinase, liver
phosphofructokinase, muscle
phosphofructokinase, platelet
phosphoglucomutase 1

phosphoglycerate kinase 1

phosphoglycerate kinase 2

phosphoglycerate mutase 1 (brain)
phosphoglycerate mutase 2 (muscle)
phosphoglycerate mutase family member 4
similar to Pyruvate kinase, isozymes M1/M2 (Pyruvate kinase muscle isozyme)
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Additional file 4 Major functional categories of cluster IV and lists of genes that composed them (continuation)

List of genes from cluster IV involved in extracellular matrix formation
Gene Name

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1
CD248 molecule, endosialin

EGF-like-domain, multiple 6

TIMP metallopeptidase inhibitor 2

coiled-coil domain containing 80

collagen triple helix repeat containing 1

collagen, type |, alpha 1

collagen, type |, alpha 2

collagen, type Il, alpha 1

collagen, type V, alpha 1

collagen, type VI, alpha 1

collagen, type VI, alpha 2

collagen, type VI, alpha 3

collagen, type Xl, alpha 1

collagen, type Xll, alpha 1

collagen, type XV, alpha 1

collagen, type XVIII, alpha 1

collagen, type XXVIII, alpha 1

connective tissue growth factor

decorin

ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2
fibrillin 2

fibronectin leucine rich transmembrane protein 2

fibulin 5

glucose-fructose oxidoreductase domain containing 2
keratocan

laminin, beta 1

latent transforming growth factor beta binding protein 2
lumican

lysyl oxidase

matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted)
matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV collagenase)
matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV collagenase)
microfibrillar-associated protein 2

netrin G2

nidogen 1

osteoglycin

periostin, osteoblast specific factor

proline/arginine-rich end leucine-rich repeat protein
secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)
spondin 1, extracellular matrix protein

superoxide dismutase 1, soluble

transforming growth factor, beta 2

transforming growth factor, beta-induced, 68kDa

upper zone of growth plate and cartilage matrix associated
von Willebrand factor A domain containing 1

zona pellucida glycoprotein 2 (sperm receptor)

zona pellucida glycoprotein 3 (sperm receptor)

zona pellucida glycoprotein 4
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Additional file 4 Major functional categories of cluster IV and lists of genes that composed them (continuation)

List of genes from cluster IV involved in actin cytoskeleton
Gene Name

ARP1 actin-related protein 1 homolog B, centractin beta (yeast)
FK506 binding protein 15, 133kDa

SH3 and PX domains 2A

actin, alpha 1, skeletal muscle

actin, alpha 2, smooth muscle, aorta

actin, alpha, cardiac muscle 1

actin,gamma 1

actinin, alpha 2

actinin, alpha 3

aldolase A, fructose-bisphosphate

coronin, actin binding protein, 2B

fermitin family homolog 1 (Drosophila)

junction plakoglobin

myomesin (M-protein) 2, 165kDa

myomesin 1, 185kDa

myosin IF

myosin IXB

myosin binding protein H

myosin, heavy chain 2, skeletal muscle, adult
myosin, heavy chain 4, skeletal muscle

myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta

myosin, light chain 1, alkali; skeletal, fast

myosin, light chain 3, alkali; ventricular, skeletal, slow
myosin, light chain 9, regulatory

myozenin 1

myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate
spectrin, beta, non-erythrocytic 2

tropomyosin 1 (alpha)

tropomyosin 4

List of genes from cluster IV involved in sarcomere
Gene Name

LIM domain binding 3

actin, alpha 1, skeletal muscle

actin, alpha, cardiac muscle 1

actinin, alpha 2

aldolase A, fructose-bisphosphate

enolase 1, (alpha)

junction plakoglobin

matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV collagenase)
myomesin 1, 185kDa

myosin, heavy chain 2, skeletal muscle, adult
myosin, heavy chain 4, skeletal muscle

myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta

myosin, light chain 1, alkali; skeletal, fast

myosin, light chain 3, alkali; ventricular, skeletal, slow
ryanodine receptor 1 (skeletal)

tropomyosin 1 (alpha)

tropomyosin 4
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Additional file 4 Major functional categories of cluster IV and lists of genes that composed them (continuation and ending)

List of genes from cluster IV involved in blood vessel development
Gene Name

angiotensin | converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1
cadherin 13, H-cadherin (heart)

collagen, type |, alpha 1

collagen, type |, alpha 2

collagen, type V, alpha 1

collagen, type XV, alpha 1

collagen, type XVIII, alpha 1

connective tissue growth factor

dicer 1, ribonuclease type IlI

glucose phosphate isomerase

glutathione peroxidase 1

integrin, alpha 7

lysyl oxidase

matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV collagenase)
mindbomb homolog 1 (Drosophila)

platelet-derived growth factor alpha polypeptide

plexin domain containing 1

protein O-fucosyltransferase 1

quaking homolog, KH domain RNA binding (mouse)
reticulon 4

slithomolog 2 (Drosophila)

transforming growth factor, beta 2

vascular endothelial growth factor C

zinc finger protein, multitype 2
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3.2 Résultats complémentaires

Dans un précédent travail, notre équipe a caractérisé le transcriptome associé a
I’hyperplasie musculaire en recourant a la microdissection laser des aires de néomyogénéese de
la larve de truite (Rescan et al., 2013). La signature de I’hyperplasie contenait notamment de
nombreux genes impliqués dans la différenciation musculaire, en particulier les régulateurs
transcriptionnels Pax3 et Pax7, les régulateurs myogéniques MyoD, Myf5, MYOG et MRF4
ainsi que des genes impliqués dans la fusion des myocytes en myofibres multinucléées (V-
cadherin, Jamb, BOC, Kin of Irre...). Il a été montré que le transcriptome de 1’hyperplasie
musculaire de la larve de truite était largement réactivé dans le muscle adulte au cours de la
régénération musculaire, et en particulier, étaient transitoirement surexprimés les genes de
différenciation musculaire et de fusion des cellules myogéniques (Montfort et al., 2016).
Notre étude du transcriptome apres la ponte ne permet pas de retrouver la signature de
I’hyperplasie musculaire. Néanmoins, nous avons voulu étudier spécifiquement I’expression
de deux protéines transmembranaires récemment identifiées : myomaker et myomixer (Petrany
and Millay, 2019) et dont il a été montré qu’elles sont essentielles pour la fusion des cellules
myogéniques. Les microréseaux que nous avons utilisés ne contenant pas de sondes
(oligonucléotides) correspondant a ces deux protéines, nous avons examiné leur expression
par qPCR (PCR quantitative en temps réel) en méme temps que la myogénine. Le gene de la

petite sous-unité 18S des ARN ribosomiques a été analysé comme gene de normalisation.

3.2.1 Matériel et méthodes

3.2.1.1 PCR quantitative en temps réel

L’obtention des échantillons d’ARN utilisés pour cette analyse a été décrite dans 1’analyse
des puces a ADN (cf. article). Au total, huit échantillons d’ARN totaux par condition
expérimentale, c’est-a-dire extraits du muscle blanc profond (Figure 10) des femelles
mesurées au moment de la ponte (PSO0), puis a 2, 4, 8, 13, 16, 24 et 33 semaines (PS2, PS4,
PS8, PS13, PS16, PS24, PS33) post-ponte ont été utilisés pour la qPCR. Les échantillons
d’ARN des femelles immatures témoins (CO et C33) ont été également analysés.

Le kit de transcription inverse a haute capacité (High-capacity cDNA reverse transcription,
Applied Biosystems™) a été utilisé pour générer les ADN complémentaires (ADNc) 2 partir
d’l ug d’ARN total de chaque échantillon (100 ng/ul comme concentration initiale). Une
seule transcription inverse par échantillon d'ARN a été effectuée. Par la suite, la qPCR a été

réalisée sur 1’appareil LightCycler® 480 System II (Roche Diagnostics, Suisse) avec les
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microplaques de 384 puits recommandées par le fournisseur et en utilisant un kit pour PCR en
temps réel (PowerUp ™ SYBR™ Green Master Mix, Applied Biosystems' ™).

D’abord, les ADNc ont été dilués au 1/50 (1/2000 pour la quantification du geéne de
normalisation 18S) et 4 ul ont ét¢ utilisés en duplicat pour chaque réaction. Le volume final
du mélange réactionnel était de 10 ul contenant 10 uM de chaque amorce (sens et antisens).
Les séquences des paires d’amorces spécifiques utilisées pour chacun des quatre genes
analysés sont indiquées en annexe (Annexe 3). Les conditions utilisées pour les cycles
thermiques de qPCR sont détaillées en annexe (Annexe 4). Le programme commence avec
une pré-incubation a 50°C pendant 2 min, puis a 95°C pendant 2 min pour l'activation de la
Taq polymérase. Quarante cycles d’amplification sont ensuite réalisés, chacun consistant a
chauffer a 95°C pendant 3 s pour la dénaturation des ADNCc, et a 60°C pendant 30 s pour
I’hybridation des amorces et I’¢longation par I’ADN polymérase. A 1’issue du dernier cycle
d’amplification, les courbes de fusion ont été tracées et contrOlées pour s’assurer de
I’amplification d’un seul géne dans I’échantillon.

Des controles ont été effectués pendant la quantification de chaque geéne: un pool
d’échantillons d’ARN, pris dans chaque condition expérimentale, et sans transcription inverse
a permis de s’assurer de I’absence d’ADN génomique dans ces échantillons d’ARN ; puis un
mélange réactionnel sans matrice d’ADNc a permis de garantir 1’absence de contamination
des réactifs du kit utilisé.

Pour chaque géne analysé, I’amplification a été réalisée simultanément sur une gamme
comprenant 5 points de dilution, réalisée a partir d’un pool d'’ADNc représentatifs de
I’ensemble des conditions expérimentales. Chaque point de gamme a été amplifié en triplicat.
Les valeurs moyennes de Cq obtenues pour chaque point de la gamme ont permis de tracer
une courbe d'étalonnage dont la pente a permis de déterminer I’efficacité de la PCR et de
valider I’amplification obtenue. Enfin, la quantité d'’ADNCc cible a été calculée a partir de cette

courbe pour chaque échantillon (Bustin et al., 2009; Tse and Capeau, 2003).

3.2.1.2 Traitement des données et analyses statistiques

Les données de la qPCR ont été normalisées dans le but de corriger la variabilité entre les
échantillons et de comparer les quantités d’expression des genes d’intérét entre les différents
échantillons. La variabilité porte notamment sur les rendements au moment de 1'extraction et
de la transcription inverse, et sur l'efficacité de I'amplification (Bustin et al., 2009; Tse and
Capeau, 2003). Ainsi, pour chaque échantillon, la quantit¢ d’ADNc du geéne d’intérét a été

divisée par la quantit¢ d’ADNc du geéne de référence 18S, dont la stabilité¢ d’expression dans
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toutes les conditions expérimentales a été préalablement vérifiée. Les valeurs moyennes des
niveaux d’expression des génes dans chaque condition expérimentale ont été utilisées pour
’analyse statistique.

L’analyse statistique a d’abord consist¢ en une ANOVA, utilisée pour tester l'effet du
facteur "temps post-ponte” sur les niveaux relatifs d’expression des génes d’intérét mesurés
dans tous les groupes de poissons post-ponte. Une ANOVA a également été effectuée pour
comparer les données entre les poissons post-ponte et les poissons témoins mesurés au méme
moment, c’est-a-dire PSO vs. CO et PS33 vs. C33. Pour I’ensemble des analyses, les
différences ont été considérées comme significatives lorsque p < 0,05. Lorsque 1’effet du
facteur "temps post-ponte" était significatif, un test de comparaisons multiples de Student-
Newman-Keuls (SNK) était effectué pour déterminer les différences entre les groupes post-
ponte. Toutes ces analyses ont été effectuées a l'aide du logiciel Statistica pour Windows

(version 5.1).
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3.2.2 Résultats

La figure 18 présente 1’évolution des niveaux relatifs d’expression des genes de la
myogénine, de myomaker et de myomixer dans le muscle de truites aprés la ponte.
Immédiatement aprés la ponte, le muscle blanc des femelles matures (PS0O) présentait des
niveaux d’expression de la myogénine, de myomaker et de myomixer similaires a ceux des
témoins CO.

La myogénine a significativement augmenté dans le muscle des femelles post-ponte avec
des valeurs aux 2™, 4°™ ¢t 8™ semaines significativement supérieures aux valeurs de PSO0,
elle a ensuite diminué a la 13" semaine, puis est restée inchangée jusqu’a la fin de
I’expérimentation. De facon intéressante, les niveaux relatifs d’expression de la myogénine
mesurés par qPCR étaient corrélés positivement avec les niveaux d’expression mesurés
pendant ’analyse des microréseaux, et leur évolution était globalement similaire (Figure 19).

De facon inattendue, les expressions des genes myomaker et myomixer ont
significativement évolué au cours du temps post-ponte en ayant toutes deux les mémes profils
temporels. A la 4™ semaine post-ponte, les niveaux relatifs d’expression des deux génes
étaient significativement supérieurs a ceux des semaines précédentes, sont restés élevés
jusqu’ala 24°™ semaine, puis ont diminué par la suite.

A la fin de I’expérimentation, le muscle blanc des femelles matures (PS33) présentait des
niveaux d’expression de la myogénine, de myomaker et de myomixer similaires a ceux des

témoins C33.

3.2.3 Discussion

Apres la ponte, la surexpression de la myogénine et des génes myomaker et myomixer
pourrait suggérer une production de nouvelles fibres musculaires apres la ponte. Néanmoins,
ces dernicres données sont encore insuffisantes pour conclure qu’une croissance
hyperplasique intervient réellement dans la restauration du muscle apres la ponte. La premiere
raison de notre circonspection est que le nombre de cycles PCR nécessaire pour visualiser
I’expression de myomaker et myomixer était trés é€levé (données non présentées). Les
transcrits correspondants sont donc rares dans le muscle adulte post-ponte. Dans le cas ou
I’augmentation d’expression des genes myomaker et myomixer post-ponte correspondrait
réellement a une néomyogénese, cette derniere ne peut €tre que trés marginale dans un
myotome fondamentalement inerte du point de vue de I’hyperplasie. Par conséquent, il est peu
vraisemblable que la production de nouvelles fibres post-ponte, si toutefois elle a bien lieu,

soit de nature a contribuer significativement a la reprise de croissance post-ponte comme a la
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restauration de la qualité de la chair. Par ailleurs, une étude récente élargit singuliérement le
role attribué a myomaker (Goh and Millay, 2017). 1l a été montré en effet chez la souris que
I’expression de myomaker est augmentée dans un muscle "sursollicité", sans qu’il y ait
hyperplasie musculaire mais simplement hypertrophie des fibres préexistantes. En ayant
recours a l’invalidation de myomaker, ces auteurs montrent en plus, qu’il n’y a pas
d’hypertrophie des fibres du muscle "sursollicité" sans l’intervention de myomaker. Ces
observations suggeérent qu’en plus de [I’hyperplasie, myomaker est impliqué dans
I’hypertrophie musculaire probablement en régulant la fusion des cellules souches
musculaires avec les myofibres préexistantes.

Au total les résultats obtenus ne permettent pas de conclure sur la réalité de I’hyperplasie
post-ponte et moins encore sur sa signification physiologique. Des études d’hybridation in
situ devraient néanmoins permettre de démontrer la réalit¢ de 1’hyperplasie musculaire post-

ponte et qualifier son importance.

3.3 Conclusion du chapitre

Dans notre étude, nous avons pu décrire, pour la premiere fois, I’évolution du
transcriptome musculaire chez la truite arc-en-ciel aprés la ponte. L’approche moléculaire a
permis de répondre a deux principales questions. D’une part, ’analyse des microréseaux a
permis de montrer que la récupération du rendement en filets et de la qualité du filet qui suit
la ponte chez la truite est principalement associée a des changements dynamiques de
transcription des genes impliqués dans la production anaérobie d'ATP, la croissance
hypertrophique des fibres musculaires, la formation de la matrice extracellulaire et le
métabolisme des acides gras. Les données du transcriptome musculaire convergent donc avec
celles des analyses de la cellularité musculaire (hypertrophie des fibres) et ont également
permis de connaitre 1’évolution du tissu conjonctif et des propriétés métaboliques des fibres
qui n’a pu €tre analysée au chapitre précédent. D’autre part, 1’analyse qPCR a révélé des
changements transitoires de 1’expression de myomaker et de myomixer apres la ponte. Il serait
cependant instructif de déterminer par hybridation in situ si cette surexpression se traduit
effectivement par I’émergence de nouvelles petites fibres, et de caractériser I’importance de
cette émergence pour en dégager sa possible signification physiologique. Enfin, notre étude a
permis de confirmer le déclenchement d’une croissance compensatrice apres la maturation

sexuelle chez la truite arc-en-ciel.
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PARTIE 111 :
DISCUSSION
GENERALE






1. Rappel de la problématique et travaux effectués

En aquaculture, la maturation sexuelle des poissons provoque une altération de la qualité
des carcasses et filets des poissons, conduisant a des pertes financi¢res. Aucune étude n’avait
décrit jusque-la I’évolution de la qualité aprés la maturation sexuelle. Au cours de cette thése,
nous avons d’abord décrit 1I’évolution post-ponte de la qualité des carcasses et de la chair des
poissons. Nos résultats ont permis d’objectiver la restauration de la qualité de la chair apres la
ponte que nous avons ensuite rapporté a 1’évolution histologique du muscle. Enfin, nous
avons cherché a décrire les mécanismes cellulaires et moléculaires qui interviennent dans la
restauration de la qualité de la chair en examinant I’évolution du transcriptome musculaire
post-ponte. Dans I’ensemble, notre étude a montré que I’atrophie musculaire liée a la
maturation sexuelle chez la truite est suivie d’une phase de restauration et de croissance du
muscle suffisamment prononcée pour rétablir ses propriétés technologiques et

organoleptiques.

2. Mise en paralléle de ’ensemble de nos résultats

La plupart des études antérieures traitant de 1’effet de la maturation sexuelle chez les
poissons d’¢levage ont le plus souvent décrit les changements survenant au niveau du
métabolisme des poissons (Kiessling et al., 1995), ou au niveau de leurs parametres
biométriques, de la composition globale et/ou la qualité de leurs muscles (Aksnes et al., 1986;
Nassour and Léger, 1989; Torrissen and Torrissen, 1984; Yamashita et al., 1990).
Récemment, 1'émergence des outils génomiques a de plus permis d’étudier les mécanismes
moléculaires impliqués dans la dégradation du muscle induite par la maturation sexuelle
(Nagasawa et al., 2016; Paneru et al., 2018; Salem et al., 2006a, 2006b; Wang et al., 2011).
Dans ce travail, nous combinons les données de mesures physiques, et d’analyses
histologiques et transcriptomiques, c’est-a-dire différentes informations prises a des échelles
macroscopique’, microscopique® et moléculaire’, pour avoir une vision globale de 1’impact de

la maturation sexuelle sur les truites femelles et de 1’évolution post-ponte de la qualité.

" Organismes, individus
8 Organes, tissus, cellules, organites
® ADN, ARN
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2.1 Caractéristiques des truites au moment de la ponte

Au début de notre travail, nous avons analysé les truites femelles au moment de la ponte
afin d’évaluer I’impact de la maturation sexuelle sur ces derniéres. Cette étape a permis de
valider notre modele d’étude et de mieux comprendre 1’évolution post-ponte de toutes les

caractéristiques mesurées au moment de la ponte.

2.1.1 Etat initial du poisson entier et de ses tissus de réserve - Focus sur ’atrophie du
muscle

Dans notre étude, nous avons montré que la maturation sexuelle et la ponte impactent le
poisson entier. D’abord, la maturation sexuelle et la ponte affectent négativement les
parametres biométriques des poissons. En effet, en comparaison avec les immatures, les
truites matures avaient un plus faible poids et un plus faible coefficient de condition. De plus,
nos résultats ont révélé que les truites matures présentaient une morphologie différente des
immatures, elles étaient plus fines (épaisseur relative inférieure) immédiatement apres la
ponte. Ces observations suggerent une baisse de la croissance somatique des truites matures
liée a la maturation sexuelle, et déja observée chez la truite arc-en-ciel au moment de
I’ovulation (Aussanasuwannakul et al., 2011). La maturation sexuelle et la ponte ont aussi
affecté les tissus de réserve des poissons. La mesure Fatmeter® a mis en évidence la faible
adiposité des femelles matures. Plus précisément, nos données ont montré un impact de la
maturation sexuelle sur le tissu adipeux périviscéral et les réserves du muscle. En ce qui
concerne le tissu adipeux périviscéral, le faible rendement viscérosomatique mesuré confirme
sa mobilisation durant la maturation sexuelle et la ponte. Cleveland et al. (2012) ont en effet
montré que le tissu adipeux périviscéral est toujours mobilisé chez la truite arc-en-ciel
pendant la maturation sexuelle et ce, quel que soit le niveau de rationnement des poissons. La
faible teneur en matiere seche du muscle que nous avons mesurée suggere soit une
mobilisation des réserves musculaires, soit une diminution des dép6ts de nutriments au niveau
du muscle pendant la maturation sexuelle. Chez la truite arc-en-ciel, la teneur en matiére
seche est en effet principalement corrélée a la teneur en lipides et en protéines du muscle
(Kiessling et al., 1991c). Nos résultats sont donc conformes aux études qui rapportent que
pendant la maturation sexuelle, les poissons allouent préférentiellement 1’énergie et les
nutriments a la production des ovocytes au détriment de la croissance des tissus somatiques
(Arndt, 2000; Thorpe, 2004).

Dans ce travail, nous avons pu noter que le muscle a joué un "réle catabolique" pour la

fourniture d’énergie et des nutriments nécessaires a la maturation sexuelle et a la ponte. En
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effet, le muscle des femelles matures a présenté une surexpression des génes impliqués dans
les systemes protéolytiques régulant la dégradation musculaire, a savoir le systéme ubiquitine-
protéasome, le systeme autophagique-lysosome et le systeme de la protéase de l'apoptose
(caspase). Selon la revue de Vélez et al. (2017), ces systémes peuvent en effet changer le role
métabolique du muscle, en le faisant passer d'un mode anabolique a un mode protéolytique
pour fournir a l'organisme des acides aminés et de 1’énergie. Dans notre étude, nous n’avons
pas relevé de surexpression des genes impliqués dans la voie des calpaines. Cette observation
est en accord avec des travaux antérieurs qui ont utilisé un modele expérimental similaire au
ndtre, et qui ont suggéré que les calpaines ne sont pas activées dans les stades tardifs de
dégradation musculaire induite par la maturation sexuelle (Salem et al., 2006b, 2006a). Le
muscle a également présenté une surexpression des geénes de la voie de la B-oxydation. Nos
données montrent ainsi que le muscle a contribué a fournir des acides gras et de 1’énergie
nécessaires pour la maturation sexuelle et la ponte en dégradant des lipides. En cohérence
avec cette forte activité catabolique, nous avons noté dans le muscle une sous-régulation des
genes de la syntheése des protéines et de la synthese des acides gras. Au total, 1’expression
globale des genes musculaires des femelles matures était comparable a celle qui caractérise le
muscle atrophié des femelles diploides pendant la maturation sexuelle (Salem et al., 2006a;
Paneru et al., 2018). Nous avons donc lié la faible masse musculaire et la faible surface
musculaire totale déterminée par imagerie, a une atrophie du muscle pendant la maturation
sexuelle.

Nos données ont permis de montrer que 1’atrophie musculaire était liée a des changements

au niveau des tissus qui composent le muscle. En ce qui concerne les fibres musculaires, nous

avons noté chez les femelles matures, un diamétre moyen inférieur associé a un grand nombre
de fibres de petite taille par rapport aux femelles témoins. Avec 1’analyse transcriptomique, et
en accord avec des travaux antérieurs (Von Der Decken, 1992), nous pouvons relier la petite
taille des fibres a la diminution de la syntheése des protéines myofibrillaires pendant la
maturation sexuelle. Nous ne pouvons cependant pas prouver que la petite taille des fibres au
moment de la ponte était liée a une dégradation prononcée des protéines myofibrillaires. En
effet, les calpaines, qui sont supposées initier le désassemblage des protéines myofibrillaires
avant leur dégradation par le protéasome ou les cathepsines (Goll et al., 2008; Huang and
Forsberg, 1998; Mommsen, 2004; Nemova et al., 2016), n’étaient pas surexprimées dans le
muscle. De plus, les données de la littérature montrent que la forte dégradation des protéines
myofibrillaires se produit le plus souvent chez des femelles qui associent la maturation

sexuelle et la migration, deux processus coliteux en énergie (Ando et al., 1986; Reid et al.,
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1993; Von Der Decken, 1992). Finalement, il faudrait examiner, comme dans les travaux de
Reid et al. (1993), I'ultrastructure des fibres pour vérifier 1’état des protéines myofibrillaires
au moment de la ponte. Par ailleurs, nos données du transcriptome montrent un changement
des propriétés métaboliques des fibres du muscle blanc : les fibres avaient un métabolisme
aérobie au moment de la ponte. Nos résultats sont ainsi en accord avec des travaux antérieurs,
qui ont indiqué un shift du métabolisme énergétique chez la truite arc-en-ciel pendant la
maturation sexuelle (Kiessling et al., 1995; Salem et al., 2006a, 2010).

Dans notre étude, nous n’avons pas pu, en histologie, caractériser avec précision les tissus
adipeux et conjonctifs intramusculaires au moment de la ponte. En analyse d’images, la
mesure de la surface de ces deux tissus s’est avérée trop imprécise lorsque le muscle des
femelles était dépigmenté. Mais la faible teneur en matiére séche et la surexpression des génes

impliqués dans la dégradation des acides gras indiquent que le tissu adipeux a €ét€é mobilisé

durant la maturation sexuelle. En ce qui concerne le tissu conjonctif, les données du

transcriptome ont relevé une sous-expression des genes codant pour le collagéne et une
surexpression de quelques geénes codant pour des collagénases telles que les collagénases
MMP13, MMP9 et MMPI1. Cette observation, en accord avec les travaux de Salem et al.
(2006a), suggere que 1’atrophie musculaire au moment de la ponte était également liée a une
dégradation de la matrice extracellulaire du tissu conjonctif.

Au total, par rapport aux contrOles immatures, les femelles matures présentaient une
moindre masse musculaire (atrophie musculaire), un faible poids des visceres, et un gros foie
(données non présentées), état qui était 1ié a la production d’ceufs. La maturation sexuelle a

donc affecté la proportion des organes et/ou tissus de réserve des poissons.

2.1.2 Qualité des carcasses et des filets de poisson au moment de la ponte

Grace a I’évaluation des rendements de découpe, nous avons pu montrer que la maturation
sexuelle affecte la qualité technologique des carcasses de truites. Bien que les rendements a
I’éviscération (rendements en carcasse) soient similaires entre les femelles matures et les
immatures (données non présentées), nous avons évalué un plus faible rendement de filetage
(rendement en filets crus) chez les femelles matures en raison de 1’atrophie musculaire.

Nous avons pu montrer que la maturation sexuelle affecte la qualité technologique des
filets grace a I’évaluation du rendement de salage-fumage. Le rendement de salage-fumage est
un indicateur de I’aptitude des filets au fumage (Lefevre and Bugeon, 2008b). Le rendement
de salage-fumage était faible chez les femelles ayant pondu. Le faible rendement de salage-

fumage était corrélé a la faible teneur en matiere seche des filets, laquelle indiquait non
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seulement une faible teneur en lipides du muscle mais aussi une forte teneur en eau qui a été
perdue pendant le salage et le fumage. Le rendement en filets fumés, qui dépend du
rendement en filets crus et du rendement de salage-fumage, était logiquement plus faible au
moment de la ponte chez les truites matures que chez les truites immatures.

Nous avons également pu montrer que la maturation sexuelle affecte la qualité
organoleptique des filets grace a des mesures instrumentales. Nos résultats ont indiqué une
altération de la couleur des filets crus et fumés. Les mesures instrumentales de la résistance
mécanique n’ont cependant pas permis de mettre en évidence 1’impact de la maturation
sexuelle sur les propriétés texturales des filets crus. Il n’y avait en effet pas de différence de
résistance mécanique entre les filets crus des femelles matures et ceux des immatures.
L’analyse du transcriptome a cependant relevé certains mécanismes moléculaires qui ont déja
été associés a I’altération de la texture des filets crus. En fait, Salem et al. (2006a), ont
suggéré que la réduction de la matrice extracellulaire, liée a une sous-expression des genes
codant pour le collagéne et une surexpression des genes codant pour MMP13, a pu causer la
diminution de la force de cisaillement du muscle de truite arc-en-ciel atrophié. Or, méme si le
modele "truite mature" de Salem et al. est comparable au ndtre, leur étude comparait des
femelles diploides aux femelles triploides stériles. Il n’est donc pas surprenant que ces auteurs
trouvent une différence de texture entre les diploides et les triploides au moment de la
maturation sexuelle. Les diploides et les triploides sont deux modeles génétiques distincts qui,
au-dela de la maturation sexuelle, ont des propriétés texturales intrinsequement différentes
(Bjgrnevik et al., 2004; Lefevre et al., 2015; Lerfall et al., 2017a, 2017b; Segato et al., 2007)
et I'effet mesuré peut étre en partie di a la différence de ploidie et non a la maturation
sexuelle. En contraste avec les données du filet cru, nos données ont relevé une différence de
résistance mécanique entre les filets fumés des femelles matures et ceux des immatures. Cette
différence d’impact de la maturation sexuelle sur la résistance mécanique des filets était
probablement due a un changement de structure et des propriétés du muscle pendant les
processus de salage et de fumage, comme mentionné précédemment chez le saumon
atlantique (Sigurgisladottir et al., 2001). Hyldig et Nielsen (2001) ont en effet indiqué que,
pour un méme filet, les mesures instrumentales de la texture peuvent conduire a des résultats
différents en cas de variation de la structure du muscle.

En résumé, nos données ont montré qu’au moment de la ponte, des changements
physiologiques majeurs sont survenus chez les truites. Nos résultats ont permis de faire un
lien entre les différents événements qui se produisent au niveau moléculaire et cellulaire et

I’¢état des poissons au moment de la ponte. Compte tenu de toutes nos observations, les truites
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au moment de la ponte représentaient un modele approprié pour décrire 1'évolution de la
qualité apres la maturation sexuelle. Nous avons donc suivi, pendant 33 semaines, I’évolution

post-ponte des parameétres de qualité et des caractéristiques du muscle.

2.2 Evolution dynamique de la restauration de la qualité post-ponte

Nous avons pu décrire, pour la premiere fois, 1’évolution post-ponte de la qualité chez les
truites, et en parallele I’évolution post-ponte des tissus musculaires et de 1’expression globale
des genes. Les informations apportées par ces trois études étaient trés complémentaires et ont

permis d’avoir une vision plus intégrée du processus de récupération post-ponte de la qualité.
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Figure 20 : Schéma résumant les principaux événements notés chez les truites au cours de la restauration post-ponte.
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2.2.1 Bases biologiques de la restauration de la qualité

Nos données montrent que la restauration post-ponte s’est faite de maniére progressive
comme ’illustre la figure 20, qui résume les principaux éveénements que nous avons notés
chez les truites apres la ponte aux échelles moléculaire, tissulaire et de I’organisme.

La phase précoce de la restauration a ét¢ marquée par des changements qui se sont
déroulés a 1’échelle moléculaire. Le muscle des truites matures présentait en effet une
surexpression transitoire (2-8 semaines) de genes, dont les catégories fonctionnelles rappellent
celles de la croissance compensatrice induite aprés un programme de jeline/réalimentation
précédemment décrit (Rescan et al., 2017). Ce sont notamment les génes impliqués dans
I’épissage de I’ARN, la biogenéese des ribosomes, la traduction, et le repliement des protéines
et dont la surexpression a favorisé la croissance musculaire post-ponte. Bien que nos modeles
d’étude différent, nous avons noté que la dynamique du transcriptome post-ponte révele,
comme dans I’étude de Rescan et al. (2017), une surexpression de geénes impliqués dans
I’hypertrophie des fibres musculaires tandis que les génes marqueurs de 1’hyperplasie
musculaire ne sont pas activés. Ainsi, il est fort probable que les femelles aient mis en place
ces mécanismes compensatoires pour récupérer plus rapidement aprés un ralentissement de
croissance pendant la maturation sexuelle. Par ailleurs, nos données n’ayant pas permis de
démontrer formellement la croissance compensatrice au niveau des truites, il aurait fallu
conserver quelques femelles issues de lots analysés au moment de la ponte (post-ponte et
contrdle) puis suivre I’évolution de leur taux de croissance et ce jusqu’a la fin de
I’expérimentation.

Dans la phase intermédiaire de la restauration, nous avons noté, a la suite de la hausse
d’expression des genes se rapportant a la croissance compensatrice, une surexpression des
genes de la biosyntheése des protéines et de la division cellulaire, éveénements également
nécessaires a ’accrétion protéique au sein des fibres musculaires. En parallele de la
surexpression de ces genes, il a été noté une baisse d’expression des genes de la production
ac¢robie d’ATP et des génes de la protéolyse et de la dégradation des acides gras. Ces derniers
évenements ont donc été favorables a la baisse de ’activité catabolique du muscle et a la
récupération, par le muscle blanc, d’'un métabolisme anaérobie. Les genes de la glycolyse ont
en effet augmenté tandis que les génes de la synthese aérobie d’ATP ont diminué¢ dans le
muscle des femelles matures. Il serait par ailleurs intéressant de mesurer l'activité des

enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique du muscle blanc durant la
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reconstruction musculaire post-ponte, afin de prouver formellement les changements de
propriétés des fibres.

En cohérence avec la baisse de 1’activité catabolique du muscle, nous avons, durant cette
phase, également noté une restauration des tissus de réserves des poissons (échelle tissulaire).
Le tissu adipeux périviscéral en I’occurrence, a été rapidement restauré comme en témoigne
I’augmentation du rendement viscérosomatique (8-13 semaines). La baisse de D’activité
catabolique du muscle associée a la croissance compensatrice, a pu €tre aussi favorable a une
utilisation efficace des aliments apres la ponte. Cette suggestion est motivée par des données
de littérature rapportant que la croissance compensatrice le plus souvent est non seulement
associée a une hyperphagie (Ali et al., 2003; Broekhuizen et al., 1994; Hayward et al., 1997),
mais aussi a une meilleure efficience alimentaire (Ali et al., 2003; Mohanta et al., 2017).
Ainsi, méme si nous n’avons pas pu démontrer cette hausse de prise alimentaire, le début de
la restauration de la couleur des filets, a la suite des changements a 1’échelle moléculaire,
reflete la reprise du dépdt de pigments au sein du muscle. Ensemble, ce début de restauration
de la couleur ainsi que I’augmentation de la surface des tissus musculaires signent le début de
la restauration du muscle.

Enfin, la phase tardive de la restauration a été marquée par la reconstruction du muscle
initialement atrophié et la restauration de 1’état corporel des poissons et de leurs propriétés
technologiques et organoleptiques.

Nos résultats ont clairement mis en évidence la croissance post-ponte des trois tissus qui

composent le muscle. En ce qui concerne le tissu musculaire, 1’é¢tude de la cellularité et les

analyses transcriptomiques ont montré qu’il s’y est produit une hypertrophie des fibres apres
la ponte. L’hypertrophie des fibres était associée non seulement a 1’augmentation de la
synthese des protéines du sarcoplasme et des myofibrilles, mais aussi a la réduction de la

protéolyse musculaire. En ce qui concerne le tissu adipeux intramusculaire, nous avons pu

associer sa restauration a 1’augmentation post-ponte de la teneur en lipides du muscle.
L’analyse du transcriptome musculaire a de plus permis de relever que cette augmentation des
lipides était plus liée a la baisse de la dégradation des acides gras qu’a une forte synthese, par
le muscle, des acides gras. Nous pensons alors que les lipides ingérés apres la ponte ont
contribué a la restauration du tissu adipeux intramusculaire. Il est connu en effet que
I’alimentation est I’un des facteurs prépondérants de la variation de la teneur en lipides de la
chair de poissons d’¢élevage (Médale et al., 2003). Par ailleurs, en accord avec Henderson et
Sargent (1981), il est aussi possible que la synthése hépatique des lipides ait contribué aux

dépots dans le muscle. Ces auteurs ont en effet rapporté que chez la truite arc-en-ciel, la

179



synthése de novo des acides gras a lieu principalement dans le foie. De plus, une étude récente
a méme rapporté que les différences de teneur en lipides des carcasses de truite (forte ou
faible teneur en lipides) étaient associées a une expression différentielle de genes impliqués
dans le métabolisme lipidique du foie de truite (Hu et al., 2016). L’analyse du transcriptome
hépatique des truites post-ponte aurait donc pu nous permettre de vérifier notre hypothese.

En ce qui concerne le tissu conjonctif, nous avons noté une surexpression des genes

impliqués dans la formation de la matrice extracellulaire, notamment les geénes de collageéne
(principal constituant du tissu conjonctif). Ainsi, nous suggérons une néosynthése de
collagéne apreés la ponte, qui a contribué a la restauration du tissu conjonctif. Cette
restauration du tissu conjonctif a potentiellement contribué a une reconstruction de toute la
structure musculaire. En effet, le tissu conjonctif est connu pour jouer un rdle de soutien de
toute la masse musculaire (Alami-Durante et al., 2010), et il assure aussi la cohésion de la
chair des poissons (Fauconneau et al., 1995). Par ailleurs, de facon intéressante, les catégories
fonctionnelles des geénes codant pour les protéines musculaires (fibres et tissu conjonctif) ont
déja été reliées a un processus de récupération musculaire chez la truite arc-en-ciel (Rescan et
al., 2007).

En cohérence donc avec la reprise de croissance suggérée plus haut et la restauration des
tissus de réserve, nos résultats ont révélé une évolution de la morphologie des truites apres la
ponte. Outre I’augmentation du poids vif et de la longueur standard, I’épaisseur relative et le
coefficient de condition des poissons avaient en effet significativement augmenté apres la
ponte. Par ailleurs, il est connu que la croissance somatique des poissons est étroitement liée a
celle du tissu musculaire, qui représente la majeure partie de la masse corporelle (Mommsen,
2001; Weatherley et al., 1979). Comme D’atteste ’augmentation de leur adiposité globale, les
truites matures étaient également plus grasses qu’au moment de la ponte et, la plupart de leurs
caractéristiques biométriques et musculaires, similaires a celles des femelles immatures
analysées a la fin de ’expérimentation. Au total, ’ensemble de nos données ont montré que
les truites ont la capacité de se rétablir (échelle de I’organisme) apres avoir été affectées par
la maturation sexuelle et la ponte.

De facon intéressante, les changements biologiques au niveau des poissons ont été

favorables a la restauration post-ponte de la qualité chez les truites.

2.2.2 Restauration de la qualité des carcasses et des filets de poisson
Les changements au niveau du poisson entier étaient accompagnés d’une amélioration de

la qualité technologique des carcasses (Figure 20). Ainsi, nous avons pu associer
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I’augmentation du rendement en filets crus, a I’augmentation de la longueur et du poids, et
I’évolution de la morphologie des poissons. Mais 1’augmentation du rendement en filets crus a
été surtout favorisée par I’augmentation marquée de la masse musculaire apres la ponte.

En ce qui concerne la qualité technologique des filets, nous avons noté une nette
augmentation du rendement de salage-fumage, ce qui suggere une amélioration de I’aptitude
au fumage des filets post-ponte. Cette augmentation du rendement de salage-fumage était lice
a une augmentation significative de la teneur en lipides du muscle, laquelle est le plus souvent
associée a une réduction de la perte d'eau par le filet des gros poissons durant le processus de
fumage (Rgra et al., 1998). Le rendement en filets fumés a également augmenté, car ayant
bénéficié a la fois de I'amélioration du rendement en filets crus et du rendement de salage-
fumage.

En ce qui concerne la qualité organoleptique, nous avons pu mettre en évidence la
restauration de la couleur des filets crus apres la ponte. Cette observation suggere une
repigmentation des filets apres la ponte. La couleur de la chair des salmonidés est en effet
corrélée positivement avec la concentration en pigments caroténoides contenus dans le muscle
(Christiansen et al., 1995; Johnsen et al., 2013). La restauration post-ponte de la couleur des
filets peut indirectement étre aussi liée a I’hypertrophie des fibres. En effet, les pigments sont
aussi contenus dans les fibres musculaires (Choubert, 1992; Henmi et al., 1989; Matthews et
al., 2006). Il est possible qu’une augmentation de la taille des fibres ait entrainé une
augmentation des pigments au sein des fibres, donc une augmentation de la couleur globale de
la chair. Une mesure de la teneur en pigments au cours de la période post-ponte aurait pu
permettre de vérifier notre hypothese.

Enfin, nos résultats ont révélé une baisse de la résistance mécanique des filets crus apres la
ponte. Cette diminution de la résistance mécanique des filets a été associée a 1’hypertrophie
des fibres musculaires apres la ponte, une caractéristique déja observée chez plusieurs especes
de poissons (Hurling et al., 1996). Nos résultats ont également montré que la baisse de la
résistance mécanique des filets crus était liée a 1’augmentation de la teneur en lipides
musculaires. Nos données ont donc confirmé les travaux antérieurs indiquant une relation
inverse entre la texture et la teneur en lipides des filets de poissons (Aussanasuwannakul et
al., 2011; Fauconneau et al., 1993b; Green-Petersen and Hyldig, 2010; Johansson et al., 2000;
Lefevre et al., 2015; Thakur et al., 2003). Outre les fibres musculaires et le tissu adipeux, la
restauration du tissu conjonctif pourrait avoir contribué a I’évolution de la résistance
mécanique des filets. Etant donné que nous n’avons pas pu caractériser le tissu conjonctif

avec précision, nous émettons deux hypotheses pour justifier cette proposition. Connaissant la
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corrélation positive entre la teneur en collagéne (principal constituant du tissu conjonctif) et la
fermeté de la chair crue de poisson (Hatae et al., 1986; Sato et al., 1986), il est probable que la
baisse de la résistance mécanique soit associée au développement plus important des tissus
musculaires et adipeux que le développement du tissu conjonctif apres la ponte. L’autre
hypothese serait que la baisse de la résistance mécanique était associée a une faible résistance
du collagéne déposé apres la ponte. Le collagéne n’était probablement pas encore mature,
c’est-a-dire qu’il possédait un faible degré de réticulation, ce qui expliquerait sa moindre
résistance. Il peut exister en effet une corrélation positive entre la résistance mécanique des
filets et le degré de réticulation du collagéne (Aussanasuwannakul et al., 2011; Johnston et al.,
2006; Li et al., 2005).

Dans notre étude, nous avons finalement pu montrer que la couleur et la résistance
mécanique des filets fumés était fortement liée respectivement a la couleur et la résistance
mécanique des filets crus. La qualité des filets fumés post-ponte pourrait donc étre prédite a
partir de la qualité des filets crus.

En résumé, il s’est produit une restauration de la qualité chez la truite arc-en-ciel apres la
ponte. Nos données ont permis de montrer que la reconstruction des tissus du muscle a

favorisé la récupération de la qualité de la chair.

3. Autres contributions des données de la these

3.1 Restauration post-ponte de la qualité : quelques facteurs déterminants

Le projet de recherche dans lequel s’inscrit cette these a pour finalité 1’optimisation de la
qualité de la chair de grandes truites apres la ponte. En plus de répondre a la question de la
récupération musculaire et la restauration post-ponte de la qualité, cette étude fournit des
informations utiles qui peuvent orienter les stratégies de maitrise de la qualité post-ponte.

Nos données ont permis de savoir que la restauration post-ponte s’est faite de manicre
progressive. En ce qui concerne la restauration du muscle, nous avons noté dés 2 semaines
apres la ponte (=220°C.j), des changements dans l’expression globale des genes qui se
poursuivent jusqu’a la fin de 1’étude. Les changements majeurs au niveau de la cellularité du
muscle ont commencé entre la 13°™ et la 16°™ semaine (~800°C.j et 1030°C.j). Quant a la
restauration de la qualité des filets, elle a majoritairement commencé aprés la 13°™ semaine et
n’était effective qu’a la 24°™ semaine post-ponte. Aprés la 24°™ semaine (=1400°C.j de
croissance), la plupart des paramétres de qualité de la chair n’a pas connu d’évolution

attestant de la stabilisation du processus de récupération a partir de cette période. Nous
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pensons que ce délai de récupération dépendait de nos conditions d’élevage. Ainsi, différents
facteurs exogenes et endogenes pourraient avoir influencé la vitesse de restauration de la
qualité des truites et de leurs filets. Ces facteurs sont a prendre en compte dans les pratiques
d’¢levage.

Parmi les facteurs endogenes, nous pensons que l’investissement des truites dans le
processus de ponte pourrait avoir influencé la vitesse de restauration de la qualité des truites et
de leurs muscles apres la ponte. En effet, une mobilisation des tissus de réserve plus ou moins
importante durant la maturation sexuelle a pu exiger une période plus ou moins longue de
reconstruction de ces tissus apres la ponte. Nos données au moment de la ponte (et au cours
des premicres semaines post-ponte) indiquent que les femelles analysées au méme moment
(donc ayant eu la méme date de ponte) présentaient de fortes variabilités intra-groupes au
niveau de certains parametres. C’est le cas notamment du coefficient de condition et de
I’adiposité globale des poissons, et de la couleur des filets. Ainsi, il est possible que les truites
aient investi différemment leurs nutriments pendant la maturation sexuelle, et que les truites
qui ont pu optimiser leurs réserves énergétiques soient celles qui se sont rétablies plus
rapidement apres la ponte. Il serait intéressant d’analyser les corrélations entre les données de
ponte (fécondité relative des femelles, quantité et qualité¢ des ceufs) et les données de qualité
des truites pour tenter de faire le lien entre ’investissement dans la production d’ceufs et la
dégradation et/ou la restauration des filets.

Parmi les facteurs exogénes, les basses températures de I’eau enregistrées entre la 4°™ et la
16°™ semaine (cf. tableau 1 de I’article 1 au § 1.4.1), ont également pu retarder la restauration
de la qualité. En effet, il a été rapporté que les faibles températures d’eau entrainent
généralement une réduction de I’ingestion alimentaire des poissons (Kestemont and Baras,
2001). 11 est aussi connu que le jeline ou la restriction alimentaire limite la croissance des
poissons (Bugeon et al., 2004; Einen et al., 1998; Kiessling et al., 1990). Ainsi, bien qu’il n’y
ait pas eu de restriction alimentaire apres la ponte, il est possible que les basses températures
enregistrées aient eu les mémes effets sur la prise alimentaire et par conséquent la croissance
post-ponte des truites. En plus, chez les salmonidés en particulier, I’aliment qui contient les
pigments caroténoides, détermine la teneur en pigments des filets (Choubert, 1992;
Storebakken and No, 1992). Une réduction des aliments ingérés a pu limiter aussi la
recoloration des filets apres la ponte. Pour valider ’hypothése de I’impact de la température
sur la vitesse de restauration de la qualité, il serait intéressant d’étudier 1’évolution de la

qualité post-ponte en testant différents régimes de température de I’eau d’élevage.
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3.2 Données sur les potentielles modalités de croissance compensatrice post-
maturation sexuelle chez les poissons
Si la croissance compensatrice chez les poissons a été majoritairement étudiée dans la
plupart d’expériences de jeline/réalimentation, les modalités de croissance compensatrice
induite notamment apres la maturation sexuelle ont regu peu d’attention.
Au moment de la ponte, les mesures biométriques et de la qualité avaient révélé des
différences entre les femelles matures et les femelles immatures de la méme cohorte. Pourtant,

les truites post-ponte mesurées a la 33

semaine post-ponte avaient des caractéristiques
biométriques et une qualité, qui étaient similaires a celles des femelles immatures. De méme,
les analyses histologiques avaient révélé des différences entre les caractéristiques musculaires
(i.e. cellularité musculaire, surfaces absolues des myomeres, myoseptes et tissus adipeux) au
moment de la ponte. De facon intéressante, les caractéristiques musculaires étaient
comparables entre les truites post-ponte mesurées a la 33°™ semaine et les témoins. Le
diametre moyen des fibres des femelles post-ponte était supérieur a celui des témoins. Le
transcriptome musculaire des truites matures, qui était différent du transcriptome musculaire
des témoins immatures au moment de la ponte, a significativement évolué au cours de la
période post-ponte. Le transcriptome musculaire des truites post-ponte mesurées a la 330me
semaine, était également similaire a celui des femelles immatures.

Nous avons ainsi montré qu’il s’est produit une croissance compensatrice au niveau du
muscle chez les femelles matures apreés la ponte. Toutefois, en attendant qu’elle soit
démontrée au niveau de I’organisme entier, nous pensons surtout, que nos données peuvent
servir de référence pour les futures études portant sur les caractéristiques de la croissance

compensatrice induite apres la maturation sexuelle chez la truite arc-en-ciel.
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CONCLUSION
GENERALE ET
PERSPECTIVES






Pour garantir la qualité des produits d’origine aquacole, il est important de connaitre et
maitriser les facteurs de variation des différents parametres de qualité. Parmi ces facteurs, la
maturation sexuelle est connue pour altérer la qualité de la chair; ce qui représente une
contrainte majeure pour les pisciculteurs n’ayant pas recours a la triploidisation des femelles.
Les filets ne peuvent en effet pas étre commercialisés juste apres la ponte.

Aucune étude n’avait décrit jusque-la I’évolution de la qualité apres la maturation sexuelle.

Au cours de cette thése, nous avons pu décrire pour la premiere fois, a la fois I’évolution
post-ponte de la qualité des produits chez les truites arc-en-ciel et I’évolution des tissus et du
transcriptome musculaires. Les informations apportées par ces trois études étaient tres
complémentaires et ont permis de répondre aux objectifs de la these.

Notre premier travail expérimental a permis d’objectiver la restauration de la qualité des
produits apres la ponte. Nous avons constaté que cette restauration post-ponte s’est faite de
maniere progressive. Les changements au niveau des parametres de la qualité ont
significativement débuté aprés la 8™ semaine post-ponte et la restauration des propriétés
technologiques et organoleptiques des filets n'était effective que 24 semaines apres la ponte
(=1400°C.j). A la fin de I’expérimentation, nous avons noté une amélioration de la qualité des
carcasses, mise en évidence par 1’augmentation du rendement en filets crus apres la ponte.
L’amélioration de ce critere de qualité a été associée aux changements biométriques des
poissons, notamment a I’augmentation du poids, de 1’adiposité et de I’épaisseur relative des
poissons. Nous avons aussi relevé une amélioration de la qualité technologique des filets,
précisément de leur aptitude au fumage. L’amélioration de ce critere a été reliée a
I’augmentation de la teneur en lipides du muscle. Ce travail a également permis de mettre en
évidence la restauration de la qualité organoleptique des filets. La couleur des filets crus a
progressivement €té restaurée apres la ponte tandis que la résistance mécanique des filets crus
a diminué. Nous avons relevé que ces évolutions de la couleur et de la résistance mécanique
des filets crus étaient liées a 1’augmentation de la taille et des poissons. Nous avons pu
montrer que ces évolutions de qualité concernent également les filets fumés, validant ainsi la
possibilité de valoriser les truites de grande taille apres la maturation sexuelle.

Notre second travail expérimental a permis d’étudier 1’évolution des tissus du muscle. Les
différentes analyses histologiques effectuées ont mis en évidence des changements au niveau
des structures macroscopique et microscopique du muscle, qui ont démarré entre 8 et 16
semaines apres la ponte. L’évolution de la structure macroscopique a été caractérisée par

I’augmentation de la surface musculaire totale et 1’augmentation de P’adiposité
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intramusculaire. Quant a 1’évolution de la structure microscopique, elle a été essentiellement
caractérisée par I’augmentation remarquable de la taille des fibres musculaires apres la ponte
et donc d’une baisse de la densité des fibres.

La mise en relation des données d’analyses histologiques et des parameétres de qualité des
produits a permis de montrer que la restauration des propriétés technologiques et
organoleptiques était associée a I’évolution de la structure du muscle. La baisse de la
résistance mécanique en particulier, a été associée a la baisse de densité des fibres et aussi a
une augmentation de 1’adiposité intramusculaire.

Enfin, la derni¢re étude expérimentale a permis de connaitre les mécanismes biologiques
impliqués dans la restauration de la qualité. L’analyse du transcriptome du muscle blanc a
révélé des changements dynamiques d’expression des genes, qui ont commencé des la pfme
semaine post-ponte. Nous avons observé dans le muscle post-ponte, une baisse d’expression
des genes liés au métabolisme aérobie, au catabolisme des acides gras et a la protéolyse. Au
contraire, le muscle a présenté au cours de la récupération post-ponte, d’abord une
surexpression précoce et transitoire des génes impliqués dans 1’épissage d'ARN, la biogenése
des ribosomes, la traduction et le repliement des protéines ; ensuite une surexpression des
genes impliqués dans le cycle cellulaire et la synthése des protéines pour la croissance
cellulaire ; et enfin, une surexpression plus tardive des genes codant pour les protéines
myofibrillaires et les composants de la matrice extracellulaire et des genes liés au
métabolisme anaérobie. Ensemble, ces résultats ont montré que la restauration du muscle et de
sa qualité était associée a des modifications transcriptionnelles de genes régulant le
métabolisme énergétique, les syntheses cellulaires nécessaires a I’hypertrophie des fibres du

muscle et le remodelage de la matrice extracellulaire.

D’un point de vue académique, ce travail a permis d’objectiver la récupération musculaire
chez la truite arc-en-ciel apres la ponte et 1'évolution de la qualité de la chair qui lui est
associée. Il fournit de plus, non seulement des connaissances sur les mécanismes moléculaires
et cellulaires impliqués dans la croissance musculaire post-ovulation, mais également de
nouvelles données sur le déterminisme de la qualité des filets a partir du modéle « truite post-
ponte ». En ce sens, cette thése se veut un recueil de données qui, obtenues a différentes
échelles d’observation chez la truite et sur une période relativement longue apres la ponte,
peuvent servir a la discussion des résultats de travaux futurs. Par ailleurs, d’un point de vue

agronomique, ce travail incite les professionnels a valoriser les femelles apres la production
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des ceufs pour ¢€largir 1’offre de grandes truites, et répond ainsi aux enjeux d’innovation et

d’amélioration de la compétitivité des entreprises aquacoles frangaises.

Les suites de ce travail de recherche pourraient, en priorité, consister en la réalisation d’une
analyse sensorielle des produits post-ponte afin d’évaluer leur acceptabilité aupres des
consommateurs qui en sont les "utilisateurs" finaux.

Il serait également intéressant de poursuivre 1’analyse des données disponibles découlant
des trois études réalisées. Ainsi, la mise en relation statistique des données transcriptomiques
et d’analyse de la qualité permettra de se pencher notamment sur 1’é¢tude du déterminisme
moléculaire de la qualité chez la truite apres la ponte, ce qui pourrait jeter les bases de travaux
sur l'identification des biomarqueurs des traits de qualité chez les poissons.

Par ailleurs, la combinaison de nos données transcriptomiques avec celles d’études
précédentes (Rescan et al., 2013, 2017), a permis de mettre en évidence une réponse
spécifique de croissance compensatrice musculaire induite chez la truite apres la ponte.
Toutefois, nous pensons qu’il serait judicieux de démontrer cette croissance compensatrice au
niveau de I’organisme entier, en exécutant un protocole plus adapté a un suivi de croissance
chez les poissons apres la ponte.

Les autres données d’expérimentation, qui n’ont pu é&tre exploitées dans cette thése,
nécessitent également de 1’attention. En particulier, les données d’analyses morphométriques
(par vision numérique) des poissons et des filets, pourraient permettre, comme dans les
travaux de Haffray et al. (2013), de faire le lien entre le rendement en filets et la morphologie
des poissons, et éventuellement de valider la morphologie comme critére de prédiction des
rendements en filets des poissons post-ponte.

Des travaux ultérieurs peuvent également €tre réalisés pour tenter de répondre a des
questions laissées en suspens. L’une des questions que nous n’avons pas pu traiter est de
savoir comment la reconstruction post-ponte du muscle a impacté le muscle rouge. Il serait
intéressant en effet de vérifier si la reconstruction musculaire concerne également ce type de
muscle, et si oui, si cette reconstruction implique les mémes mécanismes que ceux identifiés
dans le muscle blanc. De méme, les caractéristiques du muscle blanc ventral méritent aussi
d’étre étudiées. En effet, c’est un muscle qui, avec 1’ovulation et le stripping, a été
énormément "sollicité", et pourrait donc présenter une évolution singuliere post-ponte a
découvrir.

Si nous avons pu démontrer une reconstruction des fibres musculaires et du tissu adipeux

intramusculaire, nos analyses histologiques n’ont par ailleurs pas permis de caractériser, de
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manicre précise, 1’évolution post-ponte du tissu conjonctif intramusculaire des poissons.
Ainsi, nous suggérons des analyses complémentaires tel le suivi de I’évolution de
I’organisation des fibrilles de collagéne, composante majoritaire du tissu conjonctif ou celui
de ses propriétés physicochimiques (solubilité, stabilité thermique...), qui permettra
d’expliquer notamment la baisse de la résistance mécanique des filets apres la ponte.

En ce qui concerne les analyses moléculaires, il serait instructif d’analyser le protéome
musculaire des femelles post-ponte ; le niveau d’expression des geénes n’étant pas toujours un
bon prédicteur de la quantité de protéines produites (Haider and Pal, 2013). Les résultats de
cette expérimentation serviraient a conforter nos conclusions et a avoir une vision plus
intégrée des mécanismes moléculaires post-ponte. Par ailleurs, si certaines données du
protéome ne concordent pas avec celles du transcriptome, cela pourrait permettre d’envisager
une étude visant a connaitre les mécanismes de régulation post-transcriptionnelle qui sont
impliqués dans la reconstruction musculaire post-ponte.

Enfin, ce travail ouvre la voie a la recherche de facteurs (intrinséques et extrinséques) qui
ont pu impacter le délai de restauration de la qualité. Cette démarche peut notamment
permettre la mise en place de stratégies d’optimisation ou de maitrise de la qualité des
produits apres la ponte. En I’occurrence, la mise en relation des données de qualité de la ponte
avec les variations de la qualité des filets, de la cellularité ou du transcriptome musculaire
pourra étre effectuée pour tester 1’effet de 1’investissement des femelles dans les ceufs, facteur

endogene qui a pu déterminer la vitesse de restauration post-ponte des produits.
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Annexe 1 : Tableau récapitulatif des mesures de qualité des filets

Filet cru mesuré a I’abattage (PEIMA)

Filet cru mesuré a 48h pm (LPGP)

Filet fumé mesuré a 7 jours (LPGP)

Principe : Mesure par réflectance

Appareil : chromamétre CR-400 (France)
Meéthode : trois mesures successives sur la partie
dorsale du filet, d’avant en arriére du filet

Couleur N S < Idem abattage Idem abattage et 48 h pm
Parameétres générés : coordonnées
trichromatiques XYZ
Parametres calculés: luminosité (L*), indice de
rouge (a*) et indice de jaune (b*).
?Zezt’;()dzgtﬁzsrgzgu PH intramusculaire initial Principe : Mesure du pH du filet, aprés 1 h, du
pH =< pe N . mélange de 5 g de chair dans 15 ml d’eau Idem 48 h pm
Appareil : pHmetre METROHM 826 pH mobile e .
. ) R distillée (pH ultime)
(Suisse) avec électrode de pénétration
L. 3 ) Mesure par pénétrométrie comme a 1’abattage +
Principe : mesure de la force nécessaire pour mesure par compression-cisaillement
sonder l‘a I‘eg/lO}’l avar\lt-dorsale du f11§t . Principe : Mesure de la force nécessaire pour
Appareil : pénétrometre CENTOR First, Andilog . . " o
. comprimer et cisailler le "carré” de muscle
technologies (France) Ivsé
Outil : cylindre diamétre 15 mm Zna yse 71 5544. INSTRON Ltd
Résistance mécanique Conditions de mesure : vitesse de déformation : P alret + Instron > td. Idem 48 h pm
constante (1 mm/s), déplacement : 20 a 30 mm (0 ngl .eterre) de K 101
selon 1'épaisseur du filet Cutl d : PrCSS; e rame'r 4 lames de 60
Parameétres générés : Fmax,, mesurée on \nilons /e mesure : deplacement de
Parametres calculés : e, Wtot, Wtot/e mm 4 \mm s., L.
Parametres générés : Fmaxpg
Paramétres calculés : e, W e, Ry
Détermination en duplicata de la MS par
Matiére séche (MS) - séchage des échantillons de muscle a I’étuve : Idem 48 h pm

72ha 105°C

Fmax,, ou Fmaxpy : force maximale nécessaire pour pénétrer ou cisailler le filet ; e : épaisseur du filet ou de 1’échantillon mesuré ; Wtot ou W, : travail total nécessaire pour pénétrer ou
cisailler le filet ; Wtot/e : travail total corrigé par I’épaisseur du filet ; Ry, : résistance spécifique du filet mesuré en presse de Kramer
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Annexe 2 : Analyse macroscopique de la répartition des tissus sur une demi-darne. A- Image de la demi-darne avant I’analyse sur Visilog®.
B- Image de la demi-darne aprés analyse sur Visilog®; le tissu adipeux sous-cutané et I’étalon sont marqués en vert, et les myoseptes, en bleu.
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Annexe 3 : Amorces utilisées pour la qPCR.

Amorce sens (5°-3°)

Amorce antisens (5’-3’)

Nom du gene
18S
Mpyogénine
Myomaker

Myomixer

Nom de ’amorce
18S-FW
MYOG-F2
RtTmem8c-qF
Mymx_qPCR_F

Séquence
CGGAGGTTCGAAGACGATCA
AGCAGGAGAACGACCAGGGAAC
AAT CAC TGT CAA ATG GTT ACA GA
AGACTTCCGTGACTCCTACCAG

Nom de ’amorce
18S-RV
MYOG-R
RtTmem8c-qR
Mymx_qPCR_R

Séquence

TCGCTAGTTGGCATCGTTTATG

GTGTTGCTCCACTCTGGGCTG

GTA GTC CCA CTC CTC GAA GT

TGCGATCTGACTGGTGTCTCC
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Annexe 4 : Conditions utilisées pour les cycles thermiques de la qPCR

Programs

Program name Cycles Analysis mode
pre-incubation 1 None

amplification 40 Quantification

melting curve 1 Melting Curves

cooling 1 None

Amplification Temperature Targets

Target (°C) Acquisition Mode Hold Ramp rate (°C/s) Acquisitions (per °C)
pre-incubation

50 None 00:02:00

95 None 00:02:00 4.8 -
amplification

95 None 00:00:03 4.8 -

60 Single 00:00:30 22 -
melting curve

95 None 00:00:15 4.8 -

65 None 00:01:00 25 -

90 Continuous 00:00:15 - 5
cooling

40 None 00:00:10 2.0 -
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Reconstruction du muscle et évolution de la qualité de la chair chez la truite aprés ovulation

Mots clés : Poisson, Evolution post-ponte, Qualité technologique, Qualité organoleptique,

Tissu musculaire, Transcriptome musculaire.

Résumé : La maturation sexuelle chez les
poissons altére la qualité des produits. Ce
travail visait a décrire I'évolution post-ponte de
la qualité chez la truite. La premiére étape a
été d’objectiver la restauration post-ponte des
qualités technologique et organoleptique des
produits. Nous avons montré que les
rendements de découpe sont progressivement
améliorés, en lien avec une reprise de
croissance globale et musculaire et une
augmentation de l'adiposité. La couleur rose-
orangée des filets, typique des salmonidés, est
aussi restaurée, et la résistance mécanique de
la chair diminue. Ces évolutions de qualité
concernent également les filets fumés, validant
ainsi la possibilité de valoriser les truites post-
ponte sous cette forme. L’analyse histologique
du muscle a montré que la restauration de la
qualité est associée a une hypertrophie des
fibres et une augmentation de I'adiposité

intramusculaire. Nous avons enfin cherché a
connaitre les mécanismes biologiques sous-
tendant la récupération de la qualité. L’analyse
transcriptomique du muscle blanc post-ponte a
révélé une baisse d’expression des génes liés
au meétabolisme aérobie, au catabolisme des
acides gras et a la protéolyse. Il a également
été noté une surexpression précoce et
transitoire des génes impliqués dans I'épissage
d'ARN, la biogenése des ribosomes, Ila
traduction et le repliement des protéines ; et
une surexpression plus tardive des génes
codant pour les protéines myofibrillaires et
matricielles et des génes liés au métabolisme
anaérobie. Au total, nous avons montré qu’ily a
une restauration de la qualité aprés la ponte, et
nous l'avons reliée a d’'importantes
modifications transcriptomiques et histologiques
du muscle.

Muscle rebuilding and flesh quality recovery in trout after ovulation

Keywords : Fish, Post-spawning evolution, Technological quality, Organoleptic quality,

Muscle tissue, Muscle transcriptome

Abstract: Sexual maturation in fish leads to
defects in product quality. This study aimed to
describe the post-spawning evolution of quality
in trout. The first step was to assess the post-
spawning recovery of product technological
and organoleptic qualities. We showed that
yields are progressively improved, resulting
from the resumption of body and muscle
growth and an increase in fish adiposity. The
“pink-red” color of the fillets, typical of
salmonids, is also restored, and mechanical
resistance of the flesh decreases. These
changes in quality are also found in smoked
fillets, validating the possibility to provide added
value to post-spawning trout through their
valorization. Histological analysis of muscle
showed that quality restoration was associated
with fiber hypertrophy and

an increase in intramuscular fat. Finally, we
sought to understand the biological mechanisms
underlying flesh quality recovery. Transcriptomic
analysis of post-spawning white muscle
revealed a down-regulation of genes related to
aerobic metabolism, fatty acid catabolism and
proteolysis. In addition, we noted an early and
transient induction of genes involved in RNA
processing, ribosome biogenesis, translation
and protein folding; and a late up-regulation of
genes encoding myofibrillar and matrix proteins
and genes related to anaerobic metabolism.
Overall, we showed that restoration of quality
occurs after spawning, and we correlated it with
significant  transcriptomic and histological
changes in the muscle.
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