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INTRODUCTION GENERALE




1. L'aquaculture : situation actuelle et importance dans la sécurité alimentaire

mondiale

L’aquaculture regroupe I'ensemble des activités humaines visant a cultiver des plantes et a
élever des animaux d’origine aquatique a des fins commerciales. Historiquement, I'aquaculture est
longtemps restée en retrait face aux activités de péche. Jusqu’au début des années 1970, la production
aquacole représentait moins de 5% du tonnage total soit une part infime du volume halieutique produit
mondialement. A la fin du 20%™ siécle, I'état critique des populations de certains poissons sauvages a
pointé une mauvaise gestion des stocks halieutiques mondiaux. Dés lors, le Code de conduite pour une
péche responsable (Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture, 1995) a supporté
la mise en place d’une gestion durable des milieux aquatiques dont les bénéfices ont été principalement
observés dans les pays Européens et Nord-Américains (Coll et al., 2013). Bien que certains stocks soient
encore surexploités, plus de 80 % des volumes débarqués sont aujourd’hui issus de pécheries durables.
Néanmoins, la réduction des pressions anthropiques sur les stocks halieutiques a entrainé un recul du
volume des péches qui a profité au développement de I'aquaculture. En 2013, le secteur aquacole est
devenu le principal producteur de denrées aquatiques (poissons, mollusques, crustacés et algues). En
2020, I'aquaculture a produit 122,6 millions de tonnes de denrées aquatiques principalement destinées
a la consommation humaines, représentant 57,6 % de la production au niveau mondial (Figure 1, p. 9)

(FAO, 2022a).
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Figure 1 Evolution mondiale de la production halieutique issue des péches de capture et de

I'aquaculture de 1950 a 2020. Données issues du logiciel FishStat) de la FAO (FAO, 2022a).



La disponibilité alimentaire représente la quantité d'un produit brut ou transformé
commercialisable et disponible pour la consommation humaine. Au niveau mondial, la disponibilité
alimentaire en protéines s’est nettement améliorée depuis les années 1990 (Figure 2A, p. 12) grace a
une hausse de la production et de la distribution des denrées alimentaires, et I'augmentation des
niveaux de vie des populations a revenus faibles et intermédiaires. En raison de I'augmentation de la
population mondiale, la consommation en protéines animales et végétales devrait donc connaitre un
accroissement de 14% d’ici 2031 principalement dictée par les pays a revenus faibles et intermédiaires
telle que la Chine dont la demande en viandes et poissons risque d’augmenter de 41 % et 34 %
respectivement, et I'Inde dont la production de produits laitiers devrait augmenter de 41 % d’ici 2031
(Figure 2B, p. 12). A I'opposé, les projections de 'OCDE et de la FAO augurent une stagnation de la
consommation moyenne de protéines animales pour la période 2023-2031 dans les pays a revenus
élevés et a faible croissance démographique. En effet, du fait du changement des habitudes
alimentaires, de la pandémie mondiale de coronavirus (COVID-19) et de la guerre russo-ukrainienne, la
consommation moyenne de viande, de poisson et d’ceufs s’est globalement essoufflée et ne prétendra

pas a une hausse annuelle notable lors de la décennie a venir (OCDE and FAO, 2022a).

Pour autant, les produits carnés aquatiques ont été reconnus comme contributeurs majeurs a
la sécurité alimentaire mondiale, en particulier dans les pays en voie de développement. Au-dela de
subsister aux besoins financiers de milliard de personnes, les denrées aquatiques constituent une base
alimentaire et une source nutritive non négligeables pour de nombreuses populations. En moyenne, les
mollusques, crustacés et poissons contiennent des teneurs en protéines, en acides aminés et en acides
gras essentiels plus élevées que la plupart des animaux terrestres. De plus, leur chair est pauvre en
graisses et présentent des teneurs intéressantes en micronutriments (vitamines et minéraux), leur
conférant la caractéristique d’aliment sain et équilibré (Tableau 1, p. 11) (Byrd et al., 2021; Tacon and

Metian, 2013).

Bien que I'aquaculture semble étre en mesure de renforcer la sécurité alimentaire mondiale, la
sous-alimentation demeure dans 15 pays oU les populations souffrent de malnutrition aiglie (FAO,
2022b). Au cours des prochaines décennies, l'initiative Transformation bleue aura pour objectifs de
promouvoir des stratégies durables de développement de la production halieutique et aquacole et
d’assurer la sécurité alimentaire mondiale afin que le secteur puisse étre en mesure de garantir un
apport alimentaire suffisant aux populations (FAO, 2022c). En effet, les inquiétudes quant a la durabilité
du secteur résident dans l'utilisation de ressources halieutiques sauvages pour la formulation des
aliments aquacoles. Aujourd’hui, 'utilisation et la recherche d’ingrédients alternatifs sont primordiales

pour I’évolution pérenne de I'aquaculture.
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Tableau 1 Composition nutritionnelle moyenne des animaux aquatiques et des animaux terrestres pour

I'alimentation humaine (Tacon and Metian, 2013).

Mollusques, crustacés

Principaux nutriments Animaux terrestres!
et poissons
Protéines (en mg/g) 17,3 13,8
Acides aminés essentiels
Méthionine (en % d’AAE?) 6,1 5,7
Lysine (en % d’AAE) 19 19
Acides gras essentiels
EPA (en mg/100g) 186 5
DHA (en mg/100g) 218 8
Lipides (en mg/g) 2,7 16,6
Vitamines
Vitamine A (en U?/100 g) 161,5 21,8
Vitamine C (en mg/100g) 2,1 0,1
Vitamine B12 (en ug/100 g) 6,1 1,1
Acide folique (en ug/100 g) 18,1 6,4
Vitamine E (en mg/100g) 1 0,21
Vitamine D (en Ul/100 g) 44 9% 15,7
Choline (en mg/100g) 69,7 41,1
Minéraux essentiels
Calcium (en mg/100g) 44,6 13,8
Phosphore (en mg/100g) 214,3 175,6
Magnésium (en mg/100g) 31,5 20,2
Fer (en mg/100g) 1,6 1,35
Potassium (en mg/100g) 278,5 278,2
Sodium (en mg/100g) 241 179,8
Zinc (en mg/100g) 5 3,45
Cuivre (en mg/100g) 0,57 0,07
Manganese (en mg/100g) 0,22 0,01
Sélénium(en ug/100 g) 39 24,1
Calories (kcal/100 g) 101,3 209

! Porc, volaille et beeuf; 2 AAE pour acides aminés essentiels; 3> Ul pour unité internationale ;

* Uniquement dans le poisson.
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Figure 2 Evolution et perspectives de la disponibilité en protéines (A) et de la consommation (B) des
principaux produits alimentaires au niveau mondial. Données issues des Statistiques et perspectives

Agricoles de I'OCDE et de la FAO 2022-2031 (OCDE and FAQ, 2022b).

2. Une aquaculture durable pour pérenniser le développement du secteur

a. Généralités

Traditionnellement, les aliments aquacoles commerciaux sont composés d’huiles et de farines
de poissons provenant de la transformation de coproduits issus d’usines de transformation de poissons
ou d’espéces fourrageres sauvages telles que les sardines (Sardina pilchardus), les maquereaux

(Scomber sp), les anchois (Engraulidae sp), les harengs (Clupea harengus), les capelans (Mallotus
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villosus) et les menhadens (Brevoortia tyrannus). Leur incorporation en tant qu’ingrédients dans les
aliments aguacoles est alors possible sous forme de farines et d’huiles, respectivement obtenues lors
d’un séchage et extraites lors d’un pressage ou d’une centrifugation. En plus d’étre hautement digestes,
ces ingrédients sont utilisés puisqu’ils couvrent parfaitement les besoins nutritionnels des poissons
d’élevage carnivores. En effet, la teneur des farines de poisson en protéines (60 a 72 %), leur
composition en acides aminés essentiels (lysine et méthionine) et en minéraux (calcium et phosphore)
contribuent a la croissance optimale des poissons d’élevage. Les huiles de poissons sont quant a elles
riches en lipides (4 a 20 %) et en acides gras polyinsaturés essentiels oméga 3 (n-3) (acide linolénique,
acide docosahexaénoique et acide eicosapentaénoique), permettant d’assurer la qualité nutritionnelle

de la chair pour la nutrition humaine (Cho and Kim, 2011; FAO, 2022c).

Bien qu’elle ne soit pas la seule industrie a utiliser ces matieres premieres, I'aquaculture était
encore le principal demandeur d’huiles et de farines de poissons en 2020 et devancait largement
I'industrie porcine, de volaille, et d’animaux domestiques (86 % des huiles et 73 % des farines de
poissons produites étaient utilisés a des fins aquacoles) (FAO, 2022c). Par conséquent, I'aquaculture a
été en partie responsable des fortes pressions anthropiques observées sur les stocks halieutiques de
ces especes, entrainant la mise en place urgente de quotas. Actuellement, I'offre en matiéres premieres
marines ne peut plus répondre a la demande du secteur aquacole. Par ailleurs, les farines de poisson
ont fait face a une hausse des prix considérable en 2011, année pour laquelle le prix de la tonne
métrique avait dépassé le millier d’euros (Figure 3, p. 14) (Froehlich et al., 2018; Naylor et al., 2000).
C’est dans ce contexte que la recherche s’est tournée vers |'utilisation de substituts plus durables. Une
des voies de pérennisation de I'aquaculture réside aujourd’hui dans la mise en place de nouvelles
formulations d’aliments dans I'optique de remplacer les matiéres premieres marines dans les aliments

aquacoles.

b. La substitution des ingrédients marins par des ingrédients alternatifs

Les ingrédients marins ont initialement été substitués par des matieres premieres d’origine
végétale, plus durables et couvrant les besoins nutritionnels des poissons d’élevage. A titre d’exemple,
dans les années 1990, les aliments utilisés pour I'élevage de saumon Atlantique étaient composés de 24
% d’huiles et de 65,5 % de protéines d’origine marine. Au cours des décennies suivantes, les matiéres
premiéres marines ont été substituées graduellement par des matiéres premiéres végétales permettant
de réduire les teneurs cumulées en huiles et farines de poissons a 22,4 % et d’introduire plus de 60 %

de végétaux dans les aliments pour saumon sans impacter la croissance (Figure 4, p. 17) (Aas et al,,
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2019). Aujourd’hui, les sources de matieres premiéres végétales utilisées en aquaculture sont diverses
(céréales, oléagineuses, légumineuses). Une revue bibliographique sur les avantages et inconvénients

de I'utilisation des ingrédients végétaux est proposée dans la suite du manuscrit.
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Figure 3 Evolution des prix moyens annuels de la tonne métrique des farines de poissons et des farines
de soja de 2003 a 2022. Données issues de la base de données IndexMundi

(https://www.indexmundi.com/).

Les protéines animales transformées (farines de plumes, d’os et de sang), issues de coproduits
de I'industrie de porc et de volaille, ont quant a elles également été considérées comme des alternatives
prometteuses aux farines de poissons. Ces matieres premieres sont hautement digestibles, appétantes,
contiennent des teneurs en protéines équivalentes a celles des farines de poissons et sont moins
couteuses que d’autres matieres premiéres. Elles sont également dépourvues de facteurs
antinutritionnels (Bureau et al., 1999; Oliva-Teles et al., 2015). L'utilisation de farines d'insectes, de
levures et de microalgues est également apparue comme pertinente de par leur cycle de vie court et
leur production constante au fil de I'année. Les farines d’insectes et les levures en tant que macro-
ingrédients répondent aux besoins nutritionnels des poissons notamment de par leurs teneurs élevées
en protéines (40 a 83 % pour les insectes et 50 a 70% pour les levures) et leurs profils en acides aminés
(similaire aux farines de poissons pour les farines d’insectes et proche pour les levures) (Hua et al., 2019;

Lapefia et al., 2020). Les microalgues sont quant a elles des alternatives intéressantes aux huiles de
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poissons, puisque certaines d’entre elles sont riches en acides gras alpha-linolénique (ALA),
eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA), qui sont des acides gras essentiels au

développement adéquat des poissons (Ansari et al., 2021; Roy and Pal, 2015; Ryckebosch et al., 2014).

c. Leslimites a I'utilisation d’ingrédients alternatifs dans les aliments aquacoles

Chez la plupart des especes carnivores strictes telles que les salmonidés (saumons et truites),
moins tolérantes que les espéces omnivores, le remplacement total des matieres premieres marines
par des ingrédients alternatifs reste problématique. En effet, il est bien connu que les régimes sans
huiles et farines de poissons entrainent des retards de croissance importants et par conséquent, une
perte économique pour les éleveurs. Les causes plausibles et les conséquences des régimes dépourvus
de matieres premiéres marines sont bien décrites dans la littérature pour la plupart des espéces
d’intérét aquacole, notamment chez les espéces sensibles tels que les salmonidés. Dans les matiéres
premieres végétales, la présence de facteurs antinutritionnels altérent la prise alimentaire, la
digestibilité, I'assimilation des nutriments et certains composants abrasifs sont susceptibles de
provoquer une inflammation du tube digestif, affectant par conséquent la croissance et la santé des
poissons (Bandara, 2018; Krogdahl et al., 2010; Lazzarotto et al., 2015). L'utilisation de protéines
animales dans l'alimentation des animaux d’élevage est encore controversée et soumise a des
réglementations strictes depuis les épisodes d’encéphalopathie spongiforme bovine ayant touché
I'Europe a la fin du 20°™ siécle. Par ailleurs, la substitution partielle ou totale des farines marines par
des protéines animales transformées provoquent des effets variables sur la croissance, la digestibilité
et l'assimilation des nutriments en fonction des espéces de poissons étudiées. Ces effets sont
généralement propres aux seuils de tolérance des espéces mais également liés a la variabilité de la
composition et a la qualité de ces matieres premieres (Galkanda-Arachchige et al., 2020; Kumar et al.,
2017; Lu et al., 2015). Le remplacement des ingrédients marins par des farines d’insectes dépend quant
a lui de I'espece d’insecte utilisée et de son stade de développement, puisque la présence de chitine
affecte la digestibilité des protéines. De plus, les freins a leur utilisation résident également dans le
déséquilibre entre acides gras saturés et polyinsaturés (teneurs élevées en acides gras saturés et faibles
en acide gras polyinsaturés), ainsi que dans leur prix élevé et dans I'impact négatif de leur production
sur I’'environnement (Lock et al., 2018; Quang Tran et al., 2022). L’'emploi de levures en tant que macro-
ingrédient parait pertinent dans un contexte de développement durable des aliments aquacoles.
L'intérét de les utiliser réside dans le fait gu’elle n’entre pas en compétition avec I'alimentation humaine

et que leur production a un impact environnemental réduit puisque les levures sont majoritairement
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générées lors de la fabrication industrielle de biére ou de bio-carburant (Agboola et al., 2021; @verland
and Skrede, 2017). Par ailleurs, les levures sont utilisées en nutrition animale puisqu’elles présentent
des propriétés nutritionnelles et immunostimulantes intéressantes (Vohra et al., 2016). Concernant les
microalgues, leur incorporation en tant que macro-ingrédient est encore peu répandue bien que leurs
teneurs en EPA et DHA permettent d’assurer les besoins en acides gras essentiels de poissons d’élevage.
Au méme titre que les insectes, les microalgues sont onéreuses et leur application en aquaculture se

résume principalement a une utilisation en tant que micronutriment (Shah et al., 2018).

d. Les stratégies nutritionnelles pour améliorer les régimes a base de nouveaux

ingrédients

L'utilisation d’additifs alimentaires est apparue pertinente pour contrer les effets déléteres des
régimes a base de nouveaux ingrédients et améliorer leur efficience. Au-dela de faciliter la digestibilité
des aliments et 'assimilation des nutriments, les additifs peuvent également améliorer la santé des
organismes et réduire les stress liés a |'élevage. Divers additifs sont utilisés en nutrition animale et
peuvent étre classés dans deux grandes catégories. La premiere regroupe les additifs alimentaires qui
améliorent la qualité de l'aliment. On y retrouve, par exemple, des conservateurs tels que les
antioxydants qui ralentissent ou empéchent I'oxydation, les protéases ou les amylases qui augmentent
la disponibilité des nutriments et les phytases qui agissent sur l'activité de certains facteurs
antinutritionnels. La seconde catégorie réunit les additifs fonctionnels. Leur inclusion dans les aliments
aquacoles réside principalement dans leur capacité a améliorer les performances de croissances et a
renforcer la santé des animaux. A titre non exhaustif, on y retrouve par exemple les probiotiques, les
prébiotiques, les immunostimulants, les composés phytogéniques et les acides organiques (Dawood et
al., 2018; Encarnacdo, 2016). Au sein de cette catégorie, on retrouve par exemple la levure qui n’est pas
uniguement utilisée en tant que macro-ingrédient en nutrition animale mais également en tant
gu’additif fonctionnel. Lorsqu’elles ne sont pas utilisées comme macro-ingrédient, les levures peuvent
étre incluses entiéres et vivantes dans les aliments en tant que probiotique, ou en supplémentation
sous forme de dérivés (parois, extraits, composants levuriens purifiés). Leurs applications et bénéfices
sont vastes et sont décrits dans la littérature pour la plupart des animaux d’élevage terrestres mais
également chez les organismes aquatiques. De maniére générale, leurs propriétés nutritionnelles et
leurs composants immunostimulants améliorent la croissance et la santé des organismes qui les

ingérent. Ces caractéristiques pourraient ainsi permettre de mitiger les conséquences néfastes des
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régimes dépourvus de farines et d’huiles de poissons (Chaucheyras-Durand and Durand, 2010; Mahdy

et al., 2022; Patterson et al., 2023).

Etant inhérents au sujet de these, une revue bibliographique plus étoffée sur I'utilisation et les
effets des ingrédients végétaux et des protéines animales transformées est proposée dans la suite du
manuscrit. D’autre part, le manuscrit se focalisera plus particulierement sur les bénéfices d’une

inclusion de levure en tant qu’additif fonctionnel dans les aliments aquacoles sans farines de poissons.

B Protéines marines [l Huiles marines | Protéines végétales Huiles végétales Amidon [l Micronutriments | Autres

Figure 4 Parts des ingrédients utilisés (en %) dans les aliments pour saumons en Norvege en 1990 et
2020 (Aas et al., 2019). Les micronutriments regroupent les vitamines, les minéraux et les acides
aminés. La catégorie « Autres » rassemble par exemple les farines d’insectes, les microalgues et les

levures.

3. La truite arc-en-ciel, un modéle d'étude a haute valeur économique

La truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss est un poisson téléostéen originaire d’Amérique du
Nord. Elle fait partie des premiéres espéces d’eau douce a avoir été introduite et élevée en Europe. Au
158me sigcle, les essais fructueux d’insémination artificielle ont participé au développement de I'élevage
de cette espéce, qui a initialement débuté dans le but de repeupler les populations de truites sauvages
en déclin. Au milieu du 20%™ siécle, la modernisation de I'aquaculture et I'utilisation d’aliments granulés

ont encouragé la production de cette espece a des fins de consommation humaine (Tidwell, 2012).
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Le succes de la production de truite arc-en-ciel réside principalement dans la maitrise de son
cycle de vie et de son alimentation. Premiérement, la reproduction de la truite peut étre contrélée au
travers de la modulation de la photopériode, permettant une production d’alevins tout au long de
I'année. Contrairement a d’autres especes dont les ceufs sont plus petits, les alevins sont également
aptes a se nourrir avec un aliment artificiel dés la résorption de leur sac vitellin. Ainsi, la maltrise des
apports nutritifs des le premier repas permet de contribuer au bon développement des futurs juvéniles.
La conversion efficace de I'aliment en chair chez cette espece (indice de conversion de I'aliment de 0,9
a 1,3) permet ensuite aux truites d’atteindre le stade portion commercialisable (250 grammes en
France) en quelques mois (Craig and Helfrich, 2002). De plus, bien qu’elles préférent les eaux fraiches
et bien oxygénées, les truites sont tolérantes a une gamme de températures importante (0 a 28°C) ce
qui facilite leur élevage dans la plupart des régions soumises a un climat continental (Fornshell, 2002).
L'alimentation des truites arc-en-ciel est également bien maltrisée et permet de répondre a leurs
besoins nutritionnels. Initialement, I'alimentation des poissons d’élevage ne consistait pas a leur fournir
un aliment exogene mais reposait sur une alimentation naturelle (insectes et algues présents dans les
bassins). Néanmoins, ce type d’alimentation ne permettait pas d’assurer une production élevée et par
conséquent, de répondre a la demande croissante en produits aquatiques. En 1950, I'arrivée des
premiers aliments artificiels pour animaux aquatiques a permis d’intégrer le secteur dans une économie
de production (Le Gouvello, 2017).

En 2020, la truite arc-en-ciel figurait parmi les quinze principales espéces produites en milieux
continentaux, marins et cotiers dans le monde, précédée entre autres par la carpe herbivore
(Ctenopharyngodon idellus) et le saumon Atlantique (Salmo salar) (FAO, 2022c). Cette méme année, la
production mondiale aquacole de truite arc-en-ciel s’élevait a 959 690 tonnes soient 3,82 % de la
production aquacole totale. D’autre part, la France figurait parmi les dix plus gros producteurs et se
placait en 8™ position. En effet, la truite arc-en-ciel est la premiére espéce de poisson produite dans
I"hexagone (36 700 tonnes) suivie de loin par le bar européen (Dicentrarchus labrax) et la dorade royale
(Sparus aurata), dont les productions s’élevaient respectivement a 2 380 et 2 000 tonnes en 2020 (FAOQ,
2022a) (Figure 5, p. 19).

L'importance d’étudier la truite arc-en-ciel en nutrition aquacole découle de sa robustesse face
a I'élevage et de sa position en tant qu’espéce a haute valeur économique. L’évolution des aliments vers
des alternatives plus durables a soulevé des limites a I'utilisation de nouveaux ingrédients en particulier
chez les saumons qui font partie des espéces les plus consommées dans le monde. Ainsi, I'utilisation de
la truite arc-en-ciel en tant qu’animal modele en nutrition est évidente puisque les effets observés
peuvent étre transposables a d’autres especes carnivores telles que le saumon dont la truite est proche

phylogénétiquement (Polakof and Moon, 2013).
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Figure 5 Production aquacole de truite arc-en-ciel dans le monde et en France en 2020 (FAO, 2022a).
Les pourcentages représentent les quantités de truite arc-en-ciel produites rapportées aux volumes

totaux produits dans le monde et en France, respectivement.

4. Notions de nutrition en aquaculture et importance de produire un aliment

efficient

a. Généralités

Bien que certaines espéces élevées en étang soient capables de se nourrir principalement de la
production intrinséque des bassins (insectes, algues, phytoplancton, déchets organiques),
I'alimentation naturelle chez les espéces de plus hauts niveaux trophiques ne permettait plus de
contenter la demande croissante en produits aquatiques au fil du temps. Depuis le 20 sicle, le
développement de I'aquaculture et I'intensification des systémes d’élevage ont impliqué la mise en
place d’une alimentation artificielle sous forme de granulés. L'alimentation artificielle a permis de
contrdler les apports nutritionnels des poissons et de veiller a la couverture des besoins spécifiques.
Aujourd’hui, le succes d’un aliment aquacole réside dans sa multi-performance, a savoir I’obtention de
performances de production satisfaisantes (croissance, reproduction, rendements), la rentabilité
économique, la capacité a prévenir des pathologies nutritionnelles ou des maladies, ou encore a faire
face a des fluctuations de son environnement. Afin de mieux comprendre les performances d’un aliment
aquacole équilibré, il est fondamental de s’intéresser aux besoins nutritionnels des especes (Prabu et
al., 2017). En effet, les exigences nutritionnelles des poissons d’élevage ont été largement investiguées
a travers I’étude de leurs habitudes alimentaires naturelles, de modeéles statistiques ou encore, a I'aide
d’essais expérimentaux. Ces différentes approches ont permis de formuler des aliments répondant aux
besoins des organismes mais également aux attentes économiques du secteur (Hardy, 2021; NRC,

2011).
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b. Besoins énergétiques

Tout organisme vivant se nourrit pour produire de I'énergie et assurer ses fonctions
métaboliques via I'hydrolyse des nutriments lors de la digestion. Les différents composants issus de la
digestion sont alors absorbés par les cellules, utilisés métaboliquement ou excrétés. Le flux énergétique
des animaux repose sur des bases de bioénergétique et est initié par l'ingestion d’une énergie brute
apportée par l'alimentation. Les nutriments dits non digestibles et non métabolisables sont
respectivement excrétés sous forme fécale ou par voies branchiale et urinaire. L'énergie métabolisable
est quant a elle utilisée pour la motricité, la croissance, la reproduction et le maintien du métabolisme
basal ou stockée dans les tissus. L'énergie en exces est excrétée sous forme de chaleur (Hardy, 2021).
La truite arc-en-ciel est un poisson carnivore de haut niveau trophique. Son régime alimentaire est dit
opportuniste puisqu’il s’agit d’'une espéce prédatrice, et repose principalement sur des besoins élevés
en protéines et en lipides. A I'inverse des espéces herbivores et omnivores, la truite est considérée
comme une trés mauvaise utilisatrice de glucides. Chez cette espéce, les teneurs en glucides digestibles
de I'aliment ne dépassent généralement pas 20 % de I'aliment, sous peine d’altérer la croissance (Hilton
and Atkinson, 1982; Stone, 2003; Wilson, 1994). Ses besoins énergétiques et nutritionnels sont couverts
par son alimentation ou par ses réserves en période de privation alimentaire (migration et reproduction,
jeline imposé en élevage lors d’épizooties) et varient en fonction du stade de vie de I'animal. L'énergie
digestible nécessaire a une croissance optimale a été estimée a 4 200 kcal par kilogramme d’aliment

chez la truite arc-en-ciel (NRC, 2011) (Tableau 2, p. 23).

c. Besoins protéiques

Les protéines sont impliquées dans de nombreuses et diverses fonctions physiologiques
(structure tissulaire, motricité, transports cellulaires, cycle cellulaire, immunité, activités
enzymatiques...) ainsi que dans la croissance. La digestion entraine le fractionnement des protéines en
peptides et en acides aminés qui seront utilisés pour la synthése des protéines corporelles, utilisés pour
la synthése de nouvelles molécules (glucose, glycogene, acides gras) ou dégradés pour produire de
I"énergie. Chez la truite d’élevage, en fonction de son stade de développement ou de son statut
physiologique, I'aliment doit étre composé de 30 a 50 % de protéines brutes afin de couvrir ses besoins
protéiques qui s’élevent a 13,13 g/kg de poisson/jour (Tableau 2, p. 23). Ces besoins protéiques sont
nettement supérieurs a ceux d’'une espéce herbivore comme la carpe commune (8,74 g/kg de

poisson/jour). Il est important de noter que ce besoin protéique est plutot associé a un besoin en acides
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aminés essentiels dont les teneurs doivent étre équilibrées pour assurer les fonctions physiologiques et

éviter une excrétion importante d’azote (Hardy, 2021; Kaushik and Seiliez, 2010; NRC, 2011).

d. Besoins lipidiques

Les lipides sont les constituants majeurs des membranes biologiques. Accumulés sous forme de
réserves dans les tissus adipeus, ils se retrouvent également en abondance dans le cerveau et le systeme
nerveux en général. Au-dela d’avoir des fonctions structurelles, les lipides sont également impliqués
dans une multitude de fonctions physiologiques. Ils sont essentiels a la croissance, a la reproduction et
a la santé des organismes vivants. Les lipides sont également préférentiellement utilisés par les
organismes pour produire de I'énergie. La fraction lipidique des aliments destinés a la truite ne dépasse
généralement pas les 10 a 18 %. Les besoins lipidiques des poissons sont principalement liés a leurs
besoins en acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de la série n-3, tels que l'acide
eicosapentaénoique (EPA, oméga 3) et l'acide docosahexaénoique (DHA, oméga 3) qui sont
particulierement abondants en milieux marins. Ces acides gras sont également retrouvés en eaux
douces, mais restent néanmoins moins présents dans ces écosystémes. Par conséquent, les poissons
d’eau douce tels que la truite ont développé la capacité de synthétiser ces acides gras a longue chaine
a partir de précurseurs que sont I'acide gras alpha-linolénique (ALA) pour les acides gras de la série n-3
(oméga 3), et I'acide alpha-linoléique (AL) pour les acides gras de la série n-6 (oméga 6). Dans
I’alimentation de la truite d’élevage, il est donc recommandé de couvrir ses besoins en ALA et en AGPI-
LC a hauteursde 0,7 a 1,0 % et de 0,4 a 0,5 %, respectivement (Hardy, 2021; NRC, 2011; Oliva-Teles et
al., 2015) (Tableau 2, p. 23).

e. Besoins vitaminiques et minéraux

D’autres nutriments doivent également étre apportés par I'alimentation mais sont requis en
plus faibles quantités. C'est notamment le cas des minéraux ou des vitamines dont I'absence ou la
déficience peuvent par exemple induire des retards de croissance, une réduction de la prise alimentaire,
des malformations, une dérégulation des fonctions antioxydantes, ou encore entrainer des anémies et
des cataractes. Afin de s’affranchir des potentiels effets d’une déficience en micronutriments, les
aliments aquacoles sont généralement supplémentés avec un mélange de minéraux et de vitamines a

hauteurs de 1 % chacun (Hardy, 2021; NRC, 2011) (Tableau 2, p. 23).
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f. Risques associés a la formulation de nouveaux ingrédients aquacoles

Les aliments commerciaux a base d’ingrédients marins (farines et huiles de poissons) couvrent
parfaitement les besoins nutritionnels de la truite arc-en-ciel de par leurs teneurs en protéines et de
leurs profils en acides aminés essentiels et en AGPI-LC. Ces profils garantissent une croissance, une
reproduction et une santé optimales qui sont des parameétres primordiaux dans un contexte d’élevage.
Comme toutes filieres de production, I'intérét principal du secteur aquacole est d’assurer sa croissance
tout en étant rentable. Aujourd’hui, le développement du secteur est néanmoins freiné par son impact
environnemental et est contraint de se tourner vers d’autres pratiques d’élevage moins efficientes,
notamment par le biais de la substitution des farines et huiles de poissons dans les aliments aquacoles.
D’apres Glenncross et al., la recherche d’aliments alternatifs repose sur sept grandes étapes : (1) la
caractérisation nutritionnelle des nouvelles matiéres premieres, (2) I'appétence de l'aliment, (3) la
digestibilité des nouvelles matiéres premiéres et de I'aliment, (4) I'utilisation des nutriments et de
I"énergie, (5) I'impact des nouveaux aliments sur la santé et la robustesse des poissons, (6) la rhéologie
de l'aliment et les effets de la transformation des matiéres premiéres (7) et enfin, la perception
sensorielle du consommateur a travers I'évaluation de la qualité de la chair (Glencross, 2020). En ce
sens, une revue du méme auteur suggere également d’identifier les risques associés aux nouvelles
pratiques nutritionnelles. Parmi ces risques figurent |'approvisionnement en nouvelles matieres
premiéres, leurs co(ts, la variabilité de leur profil nutritionnel, la présence de contaminants (métausx,
toxines, bactéries et virus) ou de facteurs antinutritionnels, la transmission de maladies aux Hommes
(encéphalopathie spongiformes bovines, parasites) et la qualité du produit final (Glencross et al,,

2020a).
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Tableau 2 Besoins nutritionnels minimum de la truite arc-en-ciel permettant d’assurer des performances

optimales (Hardy, 2021; Lall and Kaushik, 2021; NRC, 2011; Oliva-Teles et al., 2015).

Nutriments Besoins Nutriments Besoins
Protéines (en g/kg de poisson/jour) 13,13 Vitamines
Acides aminés (en %) A (en mg/kg) 0,75
Arginine 1,3-2,8 D (en ug/kg) 40
Histidine 0,6-1 E (en mg/kg) 50
Isoleucine 0,8-1,4 K (en mg/kg) R*
Leucine 1,4-3,4 B6 (en mg/kg) 3
Lysine 1,3-2,9 B12 (en mg/kg) R
Meéthionine 0,2-1,0 C (en mg/kg) 20
Meéthionine + Cystéine 1,1 Thiamine (en mg/kg) 1
Phénylalanine 0,7-1,6 Riboflavine (en mg/kg) 4
Phénylalanine + tyrosine 1,8 B5 (en mg/kg) 20
Thréonine 0,7-1,4 Niacine (en mg/kg) 10
Tryptophane 0,2-0,3 Biotine (en mg/kg) 0,15
Valine 1-1,8 Acide folique (en mg/kg) 1
Acides gras essentiels (en %) 4Requis mais non déterminé
ALA (18:3n-3) * 0,7-1,0
AGPI-LC n-3 2 0,4-0,5
AL (18:2n-6) 3 1,0
Minéraux (en %)
Phosphore 0,24-0,8
Magnésium 0,033-0,06
Calcium 0,34-0,80
Manganése 12-13
Cuivre 3
Zinc 15-30
Fer 3
Sélénium 0,15-0,38
lode 1,1

1 Acide alpha-linolénique
2 Acides gras polyinsaturés a longue chaine, oméga 3

3 Acide alpha-linoléique
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CHAPITRE 1
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE




PARTIE 1

Vers une aquaculture plus durable : I'utilisation de
matieres premieres alternatives aux farines de poisson
chez les especes carnivores

En 2018, 14 millions de tonnes des péches de capture était destinées a la production de farines
et d’huiles de poissons. Sur la production totale d’ingrédients d’origine marine, 70,2 % des farines de
poissons et 51 % de I'huile de poissons provenaient des activités de péche. Le reste était issu de la
transformation de coproduits de différentes espéces aquacoles tel que le thon, le tilapia, le panga, le
saumon ou encore le krill (IFFO, 2022). Chez les espéces carnivores (salmonidés, poissons marins), les
aliments a base d’ingrédients marins permettent d’obtenir des performances optimales de croissance
et de reproduction, de maintenir les poissons en bonne santé ainsi que de fournir des produits
nutritionnellement qualitatifs pour I'alimentation humaine. L'utilisation historique des farines de
poissons et la difficulté de les substituer dans la formulation des aliments aquacoles résident dans le
profil nutritionnel idéal de ces ingrédients marins, notamment en termes de teneurs en protéines (70 a
75 % de la matiere seche), en lipides (11 % de la matiére séche), en acides aminés (lysine et méthionine),
en acides gras oméga-3 essentiels (EPA, acide eicosapentaénoique et DHA, acide gras
docosahexaénoique), en minéraux (calcium, phosphore, iode et sélénium) et en vitamines (choline,
biotine, B12, A, D et E). Néanmoins, les farines de poissons sont aujourd’hui trés colteuses (1 520 € la
tonne en 2022) et ne répondent plus aux criteres de durabilité environnementale et économique
auxquels doit répondre le secteur aquacole (Cho and Kim, 2011; Gibson T. Gaylord et al., 2010; Napier
et al., 2020).

Dans un contexte de Transformation bleue et de développement durable de l'industrie
aquacole, les candidats au remplacement des farines de poisson sont nombreux et répondent
généralement aux criteres de rentabilité économique, de disponibilité de la matiere premiere et
possedent des profils nutritionnels potentiellement intéressants. Néanmoins, malgré une évolution
considérable des formulations et I'incorporation conséquente de matieres premieres végétales dans les
aliments pour poissons carnivores (Aas et al.,, 2019; FAO, 2022c), des progres doivent encore étre
réalisés afin d’améliorer I'utilisation des ingrédients alternatifs par les poissons d’élevage carnivores et
de pouvoir s’affranchir totalement de I'utilisation de la farine et de I'huile de poissons. De plus, les

aliments représentent la principale source de dépense du secteur aquacole en raison notamment du
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colt élevé des sources protéiques. L'enjeu réside donc également dans I'identification de substituts
moins colteux pour assurer la pérennité économique du secteur.

Dans cette partie, nous aborderons Iutilisation de macro-ingrédients alternatifs en
remplacement des farines de poissons. Plus précisément, nous examinerons |'utilisation de matiéres
premiéres végétales et de protéines animales transformées issues de coproduits industriels, qui est au

ceceur du projet de these. Nous discuterons les avantages et les limites de leur utilisation.
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1. Les matiéres premiéres végétales

a. Généralités et profil nutritionnel des principaux ingrédients végétaux utilisés

dans la formulation des aliments aquacoles

Les principales catégories de végétaux utilisées dans la formulation des aliments aquacoles sont
les céréales (blé, mais et orge), les oléagineux (soja, tournesol, colza et coton) et les [égumineuses (lupin
et féverole) issus de plantations dédiées a I'alimentation animale ou de la transformation de matiéres
premiéres végétales (production de biofuel et de bioéthanol). De maniere générale, 'ensemble des
farines végétales présentent des teneurs en protéines inférieures a celles retrouvées dans les farines de
poissons et ne peuvent donc pas étre utilisées en tant que source protéique unique (Tableau 3, p. 30).
De plus, les déséquilibres prononcés en acides aminés essentiels (lysine et méthionine) et acides gras
essentiels (EPA et DHA) sont caractéristiques de ces ingrédients végétaux (Tableau 4, p. 31) (Bandara,
2018; Gatlin Ill et al., 2007). Par ailleurs, la présence de glucides non digestibles dans ces matieres
premiéres freine considérablement leur inclusion dans les aliments destinés aux salmonidés. En effet,
ces poissons ont une capacité réduite a les digérer et a les assimiler par rapport aux espéces omnivores
et herbivores (Stone, 2003). Bien que les propriétés nutritionnelles des matiéres premiéeres végétales
soient moins intéressantes que celles des farines de poissons, leur incorporation dans les aliments
aguacoles restent néanmoins possibles au-de¢a de certains seuils d’inclusion (maximum 60 %
d’ingrédients végétaux chez le saumon Atlantique) et 'association de plusieurs matiéres premiéres
végétales permet de couvrir les besoins nutritionnels des poissons carnivores (Aas et al., 2022; NRC,
2011). Leur inclusion se fait sous forme de farines (broyage de graines entieres), de tourteaux (résidus
de graines issus de I’extraction d’huile) et de concentrés protéiques ou protéines quasi pures (gluten de
blé et gluten de mais).

Les farines de céréales se distinguent par une teneur en protéines faible qui ne dépasse
généralement pas les 13 %. En revanche, elles présentent une proportion élevée d’amidon,
représentant environ 60 % de la matiére séche (Tableau 3, p. 30). Cette composition en fait une matiéere
premiére intéressante pour les poissons herbivores, qui a la différence des espéeces carnivores, peuvent
utiliser efficacement cette source énergétique. Chez les espéces carnivores, la présence d’amidon dans
I'aliment permet principalement d’extruder les granulés qui absorberont I'huile lors de I'enrobage.
Parmi les céréales, le blé tendre (Triticum aestivum) est souvent utilisé en nutrition animale en raison
de son faible co(t. Les teneurs protéiques et lipidiques du blé (respectivement, 12,3 % et 1,7 a 2 % de
la matiere séche) sont néanmoins bien inférieures a celles des farines de poissons (autour de 73 % de

la matiere seche pour les protéines et 11 % pour les lipides) (Tableau 3, p. 30) et présentent un
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déséquilibre prononcé en lysine (Tableau 4, p. 31). Le gluten de blé, coproduit de I'amidonnerie,
représente une matiére premiére intéressante car tres riche en protéines (29,5 a 78,2% de la matiére
seche) et est faiblement concentrée en fibres (< 10 % de la matiére seéche) (Tableau 3, p. 30). Les farines
de mais (Zea may) sont quant a elles rarement incluses en I'état dans les aliments aquacoles car elles
sont pauvres en protéines (9,0 % de la matiére seche) (Tableau 3, p. 30). En revanche, le gluten de mafs,
dérivé de la farine de mais, se distingue par ses qualités nutritionnelles, notamment sa trés bonne
digestibilité et sa teneur en protéines élevée (21,4 a 67,7 % de la matiere seche) (Tableau 3, p. 30) (Gatlin
Il et al., 2007).

Les graines oléagineuses issues du soja (Glycine max), du tournesol (Helianthus annuus), du colza
(Brassica rapa) et du coton (Gossypium hirsute) sont majoritairement transformées pour en extraire
I"huile. Les huiles sont obtenues par trituration, procédé au cours duquel les graines sont broyées et
pressées, laissant alors un coproduit communément appelé tourteau. Ces tourteaux contiennent
d’intéressantes teneurs en protéines bien qu’inférieures a celles des farines de poissons (Tableau 3, p.
30). Les tourteaux, les graines entiéres et les coproduits (concentrés protéiques, protéines isolées) du
soja sont les ingrédients oléagineux les plus couramment inclus dans les aliments aquacoles. Leurs
teneurs en protéines (40 a 54 % de la matiere séche dans les farines de soja, 48 a 55,2 % de la matiere
seche dans les tourteaux, 62,6 % de la matiere seche dans les concentrés protéiques de soja) ainsi que
leur profil en acides aminés se rapprochent de ceux des farines de poissons mais restent tout de méme
inférieures. Les farines de soja sont également déséquilibrées en acides gras essentiels et inadéquates
pour couvrir les besoins des poissons d’élevage. Néanmoins, I'inclusion additionnelle de concentré
protéique de soja, plus riche en acides aminés (Tableau 3, p. 30), permet de rehausser les teneurs en
acides aminés des aliments. Les teneurs élevées en fibres (Tableau 3, p. 30) ainsi gu’une disponibilité
variable en calcium, phosphore et sodium dans les farines et produits de soja sont en revanche
problématiques.

Les farines de graines de tournesol sont intéressantes pour leur richesse en lipides (48 % de la
matiére seche) mais leurs teneurs élevées en fibres (17 % de la matiére séche) rendent cette matiere
premiere peu digestible pour les poissons (Tableau 3, p. 30). Les farines et tourteaux (résidus de
I"extraction d’huile) de graines de colza peuvent également étre utilisés en alimentation aquacole. Mais
au méme titre que le soja, le colza présente un déséquilibre prononcé en acides aminés essentiels
(isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine) (Tableau 4, p. 31) et une absence d’EPA et de
DHA (comme dans toutes les plantes non génétiguement modifiées) qui sont problématiques pour la
formulation d’un aliment aquacole efficient. Les farines et tourteaux de coton possédent quant a elles
des caractéristiques intéressantes notamment en ce qui concerne les teneurs en protéines (40 % de la

matiere seche) mais leur inclusion dans les aliments aquacoles reste a ce jour trop colteuse (Tableau 3,
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p. 30) (Burel and Kaushik, 2008; Chakraborty et al., 2019; Gatlin Ill et al., 2007; Jannathulla et al., 2019;
Pavan Kumar et al., 2014; Sanz et al., 1994).

Les légumineuses telles que le lupin (Lupinus sp) sont intéressantes d’un point de vue lipidique
avec des valeurs se rapprochant de celles trouvées dans les farines de poissons (6,8 a 8,0 % de la matiere
seche en fonction du produit contre 11 % de la matiere séche dans les farines de poissons) (Tableau 3,
p. 30). Les féveroles (Vicia faba) sont des plantes a féves utilisées en nutrition animale et couramment
incluses dans les aliments pour poisson. Les farines, tourteaux et concentrés protéique de féveroles sont
jusqu’a deux fois plus riches en protéines que les céréales (27,4 a 66,3 % de la matiere seche) (Tableau
3, p. 30). Ce sont aussi des sources importantes d’amidon (36,4 % de la matiére seche dans les farines
de féverole), de minéraux, de vitamines (folate) et de composants bioactifs phénoliques et flavonoiques
ayant des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes. Néanmoins, leurs teneurs élevées en
glucides (51 a 68 % de la matiére séche), en fibres (8,2 a 30 % de la matiere seéche) et I'indisponibilité
du phosphore piégé dans les phytates peuvent limiter leurs incorporations dans les aliments aquacoles
(Tableau 3, p. 30). Les farines et concentrés protéiques de pois (Pisum sp) possedent des caractéristiques
nutritionnelles proches de la farine de lupin mais sont moins concentrés en lipides (< 7 % de la matiére
seche) (Tableau 3, p. 30) (Dhull et al., 2021; Gatlin lll et al., 2007; Martineau-Coté et al., 2022).

Au-dela de ne pas répondre parfaitement aux besoins nutritionnels des poissons carnivores, les
matieres premieres végétales abondent en facteurs antinutritionnels qui affectent la digestibilité,
I"assimilation des nutriments et la santé des poissons carnivores. Cette caractéristique, propre aux

végétaux, freine considérablement leur inclusion dans les aliments aquacoles.
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Tableau 3 Compositions proximales moyennes des farines de poisson et des principaux ingrédients

végétaux inclus dans les aliments aquacoles (Alfred, 2020; Gatlin lll et al., 2007; IAFFD, 2022; Kaiser et

al., 2022; Martineau-Coté et al., 2022; Mattila et al., 2018; Oliva-Teles et al., 2015; Pavan Kumar et al,,

2014).
Matiére Protéines Lipides Cendres Fibres Amidon
Matiéres premieres
seche (%) (% MS) (% MS) (% MS) (% MS) (%MS)
Farines de poisson? 92 73 11 14 <1 0
Farine de graines de mais 86,7 9,0 3,9 1,4 2,5 60,1
Gluten de mais 90,5 21,4-67,7 1,6-9,5 1,5 1,2-9 4,2-17,6
Céréales

Farine de blé entier 88,3 12,3 1,7-2 1,6 2,6-4,2 57,7
Gluten de blé 89,7 29,5-78,2 2,4-9,7 0,7-4 2,4-9,7 1,5-11,2
Farine de graines de colza 92 20-38 44,9 4,2 5,2-10 1,8
Tourteau de colza 89 38,1 1,8 7,1 11 5,7
Farine de graines de coton 91,5 20,7 - 45 18,2 3,5-6,4 6,4-22 3,5
Tourteau de coton 90,1 40 2,6 2,5 43,5 2,5

Oléagineux  Farine de graines de soja 89 40 - 54 21 5,7 6,2 6,4
Tourteau de soja 88 48 - 55,2 1,4 6,2 4 6,4
Concentré protéique de soja 92 62,6 1,0 6,0 3,7 1,0
Farine de graines de tournesol 93 16 48 3,4 17 1,3
Tourteau de tournesol 90 35,1 2,0 7,7 22,8 1,9
Farine de lupin 90,3 36,7 8 3,5 5-16 10,1
Concentré protéique de lupin 94 39,4 6,8 4 0 7,0
Farine de pois 90,3 16,2 - 24 1,7 3,3 5,5 40

Légumineux  Concentré protéique de pois 90,2 54,4 1,7 7,3 0 13,9
Farine de féverole 90 27,4 1,4 3,4-6 8,2-30 36,4
Tourteau de féverole 88,7 30 1.6 3,0 1,7 3,7
Concentré protéique de féverole 88 66,3 4,7 2,6 4,1 2,0

! Hareng, menhaden, anchois, capelan, foie de morue
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Tableau 4 Compositions moyennes en acides aminés de la farine de poissons et des principales farines

végétales incluses dans les aliments aquacoles (Kaiser et al., 2022; Oliva-Teles et al., 2015).

% de Graines Graines Graines de
Poisson Mais  Blé Soja Lupin  Pois Féverole

protéines decolza  decoton tournesol
ARG 5,8 4,5 4,7 6,2 111 7,2 7,2 10 8,4 9,0
HIS 2,2 2,8 2,3 2,9 2,9 2,6 1,8 2,3 2,5 2,6
ILE 4,3 3,5 3,4 4,3 3,2 4,5 3,9 4,7 4,2 4,1
LEU 7,0 12 6,5 7,3 5,9 7,5 5,9 7,4 7,1 7,1
LYS 7,5 3,1 2,9 6,3 4,2 6,2 4,1 5,0 7,2 6,3
MET 2,8 2,1 1,6 2,0 1,4 1,4 2,3 0,9 1,0 0,8
CYS 0,8 2,3 2,2 2,5 1,6 1,5 1,8 1,8 1,4 1,2
PHE 3,8 4,8 4,5 4,3 5,1 5,0 4,3 3,9 4,7 4,0
THR 4,1 3,6 2,9 4,8 3,3 3,9 3,8 3,9 3,8 3,5
TRY 11 0,7 1,2 1,3 1,1 1,3 1,4 0,7 0,9 0,8
VAL 4,9 4,8 4,3 5,5 4,2 4,7 4,6 4,4 4,8 4,6

ARG, arginine; HIS, histidine ; ILE, isoleucine; LEU, leucine; LYS, lysine; MET, méthionine; CYS,

cystéines ; PHE, phénylalanine ; THR, thréonine ; TRY, tryptophane ; VAL, valine.

b. Les facteurs antinutritionnels des ingrédients végétaux

Par définition, les facteurs antinutritionnels sont des composés qui affectent ou influencent
négativement les fonctions physiologiques des organismes qui les ingérent. Les facteurs
antinutritionnels, aussi appelés antinutriments, sont présents dans la plupart des végétaux et assurent
des fonctions défensives contre les prédateurs (Tableau 5, p. 34). Leurs effets et modes d’action sont
variables et leur présence dans les aliments sont susceptibles d’entrainer des réactions allergiques, une
mauvaise assimilation des nutriments, une digestion déficiente, une baisse de la prise alimentaire et de
bouleverser les voies métaboliques. Les poissons carnivores, et particulierement les salmonidés, sont
hautement sensibles a ces antinutriments et les conséquences des régimes végétaux se traduisent
généralement par des inflammations de la muqueuse intestinale et des baisses de croissance (Krogdahl
et al,, 2010).

On retrouve plusieurs catégories de facteurs antinutritionnels au seins des ingrédients végétaux
utilisés dans la formulation des aliments aquacoles (Francis et al., 2001). La premiere catégorie regroupe
les composés interférant avec la digestion et "assimilation des nutriments. A titre non exhaustif, cette

catégorie rassemble par exemple les inhibiteurs de protéases, les phytates, les tannins, les
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polysaccharides non amylacés, les oligosaccharides et les anti-vitamines. Les inhibiteurs de protéase tels
que l'inhibiteur de trypsine, présent dans les farines de soja a hauteur de 2 a 6 g/kg, ainsi que les tannins
gue l'on retrouve particulierement dans les oléagineux, ont pour effets de réduire les activités
protéolytiques en se liant aux enzymes digestives (protéases) ou aux nutriments (protéines, minéraux)
présents dans le tube digestif. Cela affecte la digestion et empéche I'assimilation des nutriments. Les
phytates ou acides phytiques sont trés concentrés dans les farines de soja (10 a 15 g/kg), de colza (50 a
75 g/kg) et de sésame (24 g/kg). Au méme titre que les inhibiteurs de protéases, ils sont enclin a
diminuer la digestion des protéines et diminuent la disponibilité des minéraux en se liant aux cations
divalents (zZn%*, Mg?', Ca?*, Mg*) de par leur charge hautement négative. Par ailleurs, les phytates sont
associés au phosphore dans les graines et rendent le phosphore indisponible a I'assimilation pour des
animaux non-ruminants (Fekadu Gemede, 2014). En plus d’étre indigestes pour les poissons, les
polysaccharides non amylacés et les oligosaccharides, tres présents dans les farines de soja (20 % et 15
%, respectivement), réduisent considérablement I'absorption des nutriments (lipides, minéraux, eau)
en augmentant la viscosité intestinale (production excessive de mucus) et en bloquant 'activité des
enzymes digestives (Sinha et al., 2011). Aussi bien retrouvées dans les céréales, les oléagineux que les
légumineu, les anti-vitamines (antithiamines et antiniacine) empéchent quant a elles I'assimilation des
vitamines. Néanmoins, la plupart des ingrédients végétaux et les aliments sont transformés a chaud ce
qui permet d’annuler les effets de ces antinutriments souvent sensibles aux fortes températures (Hajra
et al., 2013).

Les glucosinolates sont les principaux antinutriments retrouvés dans les farines de colza (3 a 8
% de la matiére premiére) mais des concentrations faibles (< 20 umol/g d’aliment) sont suffisantes pour
impacter le métabolisme et la croissance des poissons. L’hydrolyse de ces hétérosides soufrés relachent
des composants toxiques (goitrine, nitriles) responsables de dysfonctionnements thyroidiens,
d’hémorragies tissulaires rénales et hépatiques et de réduction de la prise alimentaire chez les volailles
(Seskeviciene et al., 2004), les porcs (Bourdon and Aumaitre, 1990) et les poissons (Burel et al., 2000).
Les composants libérés, notamment la progoitrine et les isothiocyanates, peuvent également provoquer
une baisse de I'appétence de I'aliment en provoquant une sensation d’amertume (Tripathi and Mishra,
2007).

Les phyto-cestrogénes (isoflavones), présents dans la plupart des ingrédients végétaux,
traversent la muqueuse intestinale et se retrouvent dans la circulation entéro-hépatique sans étre
dégradés ou éliminés. Chez I'esturgeon, les phyto-cestrogenes sont capables de se fixer aux récepteurs
des cestrogenes et d’induire la vitellogenése (Pelissero and Sumpter, 1992). Les alcaloides (acides
oxalique, malique, tartrique ou citrique) contenus dans les [égumineuses sont quant a eux responsables
de déreglements nerveux (augmentation des transmissions nerveuses). lls impactent également

I'intégrité de la muqueuse intestinale (déstabilisation des parois cellulaires) et influencent la prise
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alimentaire en raison de leur amertume. Les truites arc-en-ciel sont particulierement sensibles aux
alcaloides tres présents dans les farines de lupin. La truite peut toutefois supporter des niveaux
d’incorporation de lupin jusqu’a 50 % de I'aliment, sans effet délétere sur I'efficacité aliment, a condition
que les variétés de lupin contiennent une faible quantité d’alcaloides (< 20 mg/kg) (Burel et al., 1998;
Fekadu Gemede, 2014; Francis et al., 2001).

Une autre catégorie d’antinutriments regroupent les composants abrasifs qui augmentent la
perméabilité du tube digestif et bouleversent considérablement la structure de la paroi intestinale. Les
principaux antinutriments de cette catégorie sont la saponine et la lectine dont les teneurs s’élévent
respectivement a 60 mg/kg et entre 10 et 200 ug/g dans les farines de soja. Les saponines et lectines
attaquent I'ensemble des muqueuses et leurs propriétés détergentes provoquent des entérites qui ont
de sérieuses conséquences sur les fonctions absorptives intestinales et provoquent des réactions
immunitaires prononcées, entrainant des baisses de croissance chez les poissons. Ces antinutriments
sont capables de se lier a des nutriments ou a des enzymes, réduisant ainsi I'absorption intestinale
(Fekadu Gemede, 2014; Francis et al., 2002; Gatlin Il et al., 2007). Les gossypols sont des pigments
toxiques retrouvés principalement dans les graines de coton (400 a 800 mg/kg). Chez les animaux, leurs
effets sont divers et rejoignent ceux décrits pour les saponines et la lectine (perturbation de l'intégrité
et I'absorption intestinales). De plus, ces antinutriments peuvent provoquer des pathologies rénales et
hépatiques (accumulation de céroides dans le foie, dégénérescences tissulaires) et peuvent étre
toxiques pour la reproduction (infertilité, activité et morphologie anormales des spermatozoides) (Wang
et al., 2009).

Les molécules antigéniques, telles que la glycinine ou la B-conglycinine retrouvées dans le soja,
sont quant a elles responsables de réactions allergénes induisant une réponse immunitaire (production
d’anticorps, stimulation de cellules immunitaires). Bien que leur présence soit trés faible dans les farines
végétales, des fortes concentrations peuvent néanmoins provoquer des lésions intestinales et des

mouvements intestinaux anormaux (Francis et al., 2001).
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Tableau 5 Présence (¢) ou absence des principaux facteurs antinutritionnels dans les ingrédients
végétaux (adapté de Oliva-Teles et al., 2015 et Francis et al., 2001).

CEREALES OLEAGINEUX LEGUMINEUX
Antinutriments Mais Blé Colza  Coton Soja  Tournesol Lupin Pois  Féverole
Inhibiteurs de protéases . . . . . . . .
Phytates ¢ . ¢ . . . .
Glucosinolates 3 .
Saponines . . ¢ ¢
Tannins . . L4
Lectines ou hémagglutinines . . . .
Polysaccharides non amylacés
et oligosaccharides ¢ *
Phyto-cestrogénes . . . . * *
Alcaloides . *
Composants antigéniques ¢
Gossypols .
Anti-vitamines L ¢ ¢ L ¢ ¢

c. Effets secondaires des régimes végétaux

Au cours des derniéeres décennies, |'utilisation des ingrédients végétaux en remplacement des
farines marines a largement été étudiée (Figure 4, p. 17) (Aragdo et al., 2022). Néanmoins, le
remplacement des farines de poisson par des quantités encore plus importantes d’ingrédients végétaux
restent un défi pour le secteur aquacole qui doit également faire face a la hausse des prix des matieres
premiéres végétales. Les procédés de transformation des matiéres premieres végétales, réalisés en
amont de leur inclusion dans les aliments aquacoles, a permis d’inclure de plus grandes quantités
d’ingrédients végétaux dans les aliments pour poissons carnivores. Les traitements sont divers et
permettent par exemple de réduire ou d’annuler l'activité de certains facteurs antinutritionnels
(Tableau 6, p. 38), d’augmenter la biodisponibilité des nutriments en fractionnant les matiéres
initialement non assimilables ou de réduire la quantité de fibres (Drew et al., 2007). La sélection
génétique de plantes pauvres en gossypols s’est révélée étre une stratégie concluante pour augmenter
I"utilisation de farines de coton dans les aliments aquacoles (Rathore et al., 2020).

La sévérité des effets néfastes des facteurs antinutritionnels est souvent liée a leur quantité
dans les aliments. C'est la raison pour laquelle des contraintes d’incorporation sont appliquées a

certaines matiéres premieres lors de la formulation des aliments, pour éviter ces effets négatifs. De
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maniére générale, les régimes comportant d’'importantes quantités d’ingrédients végétaux, et par
extension de facteurs antinutritionnels, sont susceptibles d’induire des retards de croissance et
d’impacter les performances de reproduction (Lazzarotto et al., 2015; Romarheim et al., 2008). lIs
peuvent également désorganiser les communautés bactériennes intestinales (Desai et al., 2012; Serra
et al.,, 2021; Zhou et al.,, 2018), provoquer des réactions immunitaires et inflammatoires ainsi que des
entérites (G. Baeverfjord and Krogdahl, 1996; Urdn et al., 2008; van den Ingh et al., 1991) et avoir un
impact sur la qualité nutritionnelle et sensorielle de la chair (Brinker and Reiter, 2011; De Francesco et
al., 2007; Valente et al., 2016). Les mécanismes que les poissons doivent mettre en place pour lutter
contre les effets néfastes des facteurs antinutritionnels et maintenir leurs fonctions physiologiques sont
souvent co(iteux en énergie qui ne sera pas utilisée pour la croissance ou pour lutter contre des agents
pathogenes (Krogdahl et al., 2000; Reda et al., 2021). Les conséquences de l'inclusion d’ingrédients
végétaux dans les aliments aquacoles sont tres liées aux espéces et les effets observés sont étroitement
corrélés au niveau trophique, au temps d’exposition a I'aliment ainsi qu’au type et la quantité de
matériel végétal utilisé (Couto et al., 2016; Reverter et al., 2021).

Le succes d’un régime comportant des ingrédients végétaux réside tout d’abord dans le choix
des matieres premieres utilisées puisque les plantes ne sont pas toutes équivalentes en termes de
valeurs nutritionnelles et de conséquences sur les poissons (Rodiles et al., 2015). Chez les principales
especes carnivores (salmonidés et poissons marins), des études ont montré qu’une substitution
partielle des farines marines par des matieres premiéres végétales impacte peu, voire pas du tout, la
croissance, la consommation de I'aliment, I'utilisation des nutriments et la composition de la chair
(Collins et al., 2013; Daniel, 2018). Néanmoins, des effets néfastes peuvent étre observés au-dela de
certains seuils de substitution des farines de poissons. Bien que quelques études aient montré qu’une
substitution totale des farines de poissons pouvait étre sans conséquences sur la croissance des truites
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (Daniel, 2018), cette espéce reste généralement sensible a des
niveaux de substitution élevés et tolerent des niveaux moyens d’inclusion de végétaux ne dépassant pas
50 % de I'aliment (Cheng et al., 2003; Lund et al., 2011). Un essai de croissance conduit par Gomes et
al. chez la truite arc-en-ciel montre qu’un régime strictement composé de protéines végétales entraine
une baisse significative de croissance principalement expliquée par une réduction de la prise alimentaire
(Gomes et al., 1995). Chez cette méme espece, une étude plus récente a érigé les mémes constats au
niveau de la croissance et de la prise alimentaire pour des niveaux d’inclusion de concentré protéique
de mais dépassant les 90 g par kg dans un aliment composé de niveaux constants de tourteau de soja
(250 g/kg) et de farine de blé entier (100 g/kg). De plus, I'étude met en évidence une augmentation de
I'activité du lysozyme plasmatique suggérant une activation de la réponse immunitaire innée, ainsi
gu’une coloration de la chair de ces poissons en jaune susceptible d’affecter I'appréciation visuelle du

produit par les consommateurs (Hosseini Shekarabi et al., 2021). Le saumon Atlantique (Salmo salar)
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est également sensible aux régimes végétaux et particulierement aux farines de soja. Krogdahl et al. ont
montré que les réponses physiologiques du saumon Atlantique sont fortement corrélées aux niveaux
d’inclusion de farines de soja dans I'alimentation, y compris a de faibles teneurs (10 %). Contrairement
a d’autres études conduites sur le saumon Atlantique avec des régimes végétaux (Espe et al., 2006;
Pratoomyot et al., 2010), les auteurs n’ont pas mis en évidence d’effet notable de la farine de soja sur
les performances zootechniques, excepté pour des niveaux d’inclusion supérieurs a 15 % qui
s’accompagnent d’une diminution du taux spécifique de croissance et d’une réduction de la digestibilité
de I'énergie et des lipides. En revanche, une inflammation de la partie distale de I'intestin, se traduisant
par des changements morphologiques de la muqueuse intestinale, est couramment observée chez cette
espece. Dans cette étude, les auteurs confirment I'apparition de symptomes caractéristiques de
I'entérite, a savoir une réduction de la vacuolisation des cellules absorptives, une infiltration de cellules
immunitaires dans la lamina propria, des variations de la taille et de la largeur des villosités et une
réduction de l'activité de plusieurs enzymes digestives. Ces effets sont par ailleurs accentués pour des
niveaux d’inclusion de soja élevés (> 15 %) (Krogdahl et al., 2003). Deux études annexes montrent des
effets similaires sur les parametres zootechniques chez la morue Atlantique (Gadus morhua) nourrie
durant 28 semaines avec des niveaux d’inclusion de farines végétales croissants (25 %, 50 %, 75 % et
100 % d’inclusion) (Hansen et al., 2007; Olsen et al.,, 2007). Les poissons nourris avec un régime
contenant plus de 50 % de matieres premieres végétales affichaient une baisse de la consommation de
I'aliment et du taux spécifique de croissance pouvant s’expliquer par un déséquilibre en acides aminés
de l'aliment. Les régimes composés de 75 % et 100 % de végétaux présentaient des teneurs en
méthionine tres faibles au regard des besoins des poissons. Les auteurs ont également souligné une
présence importante d’eau et de saponines non dégradées dans les feces se traduisant par des
diarrhées, ainsi qu’une hypertrophie et hyperplasie des cellules a mucus typiques des entérites induites
par les farines de soja.

Certaines espéces de haut niveau trophique sont néanmoins beaucoup plus tolérantes face a
de forts taux d’inclusion d’ingrédients végétaux dans I'aliment. Une étude d’un an conduite sur la
daurade royale (Sparus aurata) a par exemple montré qu’un régime composé de 75 % de végétaux
n’affectait pas significativement la croissance des poissons. En revanche, les auteurs de I'étude ont
souligné qu’une alimentation avec ce type de régime provoquait un engraissement symptomatique de
la chair et du foie (De Francesco et al., 2007). Une étude plus courte de 12 semaines sur le bar Européen
(Dicentrarchus labrax) a montré des phénotypes similaires en termes d’accumulation de lipides au
niveau musculaire mais pour des teneurs en matieres premieres végétales dans 'aliment nettement
plus conséquentes (95 %) (Kaushik et al., 2004).

Les poissons plats ont également fait I'objet d’études sur la substitution des farines de poisson

par des matiéres premiéres végétales avec des réponses variables en fonction des especes. Au méme
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titre que la truite arc-en-ciel, le turbot (Psetta maxima) peut supporter des régimes comportant 50 %
d’ingrédients végétaux. Au-dela, cette espéce subit une baisse de croissance et de la prise alimentaire,
une diminution de I'utilisation et du dépdt protéiques, des bouleversements métaboliques au niveau
lipidique et protéique, ainsi gu’une augmentation de certains marqueurs plasmatiques du stress
(cortisol) et de I'immunité innée (lysozyme) (Bonaldo et al., 2015, 2011). La sole Sénégalaise (Solea
senegalensis) tolere au contraire des régimes plus concentrés en matiéres premieres végétales. Jusqu’a
75 % d’inclusion et pendant 20 semaines d’alimentation, aucun effet majeur n’a été observé sur la
digestibilité et la qualité de la chair des poissons. Les teneurs musculaires en lipides, protéines, acides
gras polyinsaturés n-3 et DHA étaient similaires aux poissons nourris avec un régime plus traditionnel a
base de farine et d’huile de poissons. Dans cette méme étude, un régime strictement végétal a
également été testé. Il a engendré une baisse de la prise alimentaire, de la croissance et de la rétention
d’azote chez les poissons. Ces effets ont été expliqués par le déséquilibre en acides aminés de I'aliment,
la présence de facteurs antinutritionnels et une mauvaise utilisation métabolique des protéines
végétales illustrée par un indice de conversion de I'aliment plus élevé (Cabral et al., 2013).

En dépit de leurs conséquences sur la plupart des espéces carnivores, les matieres premieres
végétales restent les principales candidates a la substitution des farines marines et d’énormes progrés
ont déja été réalisés pour permettre une augmentation de leur incorporation dans les régimes
aquacoles notamment ceux destinés aux salmonidés (Aas et al.,, 2022). Néanmoins, les recherches
doivent se poursuivre pour continuer a améliorer I'efficience des nouveaux aliments aquacoles et
pousser encore plus loin la substitution des farines de poissons par des matiéres premieres alternatives,

en particulier chez les poissons carnivores.
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Tableau 6 Exemples de traitements appliqués aux matieres premiéres végétales permettant de réduire

ou d’annuler 'activité des facteurs antinutritionnels (adapté de Oliva-Teles, 2015 et Francis et al., 2001).

Traitement Traitement Extraction par Digestion enzymatique Sélection
Antinutriments

Thermiquel physique? solvant et fermentation génétique
Inhibiteurs de protéase *
Phytates . . . .
Glucosinolates * * *
Saponines ¢
Tannins . ¢ * .
Lectines ou hémagglutinines .
Polysaccharides non amylacés

. . .

et oligosaccharides
Phyto-cestrogenes .
Alcaloides . . .
Gossypols . ¢ .
Anti-vitamines .

! Autoclave et autocuiseur humide

2 Décorticage des graines, extrusion et pré-compression

2. Les protéines animales transformées

a. Généralités et profil nutritionnel des principaux coproduits d’animaux terrestres

Les protéines animales transformées d’animaux terrestres sont des coproduits industriels issus
de I'abattage de bétails et de volailles destinés a I'alimentation humaine. Les carcasses et sous-produits
sont généralement exposés a un chauffage vapeur sous haute pression afin de déshydrater et de
stériliser les matieres premieres. Les étapes de séparation permettent ensuite d’obtenir une fraction
protéique solide et une fraction lipidique liquide. Les deux fractions peuvent étre utilisées en nutrition
animale (animaux d’élevage ou de compagnie) apres filtration ou broyage, traitements
complémentaires et vérification de la qualité des produits obtenus (Woodgate et al., 2022). 'abattage
des poulets de chair produit environ 20 % de coproduits inutilisables en alimentation humaine. Ils sont

obtenus lors de la plumaison (plumes), de la saignée (sang), de I’éviscération (coeurs, estomacs, foies,
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intestins, poumons, rates, reins et appareils reproducteurs) et du désossement (os, tétes et pattes).
Avant broyage, les plumes et les déchets mous de volailles sont respectivement hydrolysés a la vapeur
et cuits (130 °C en moyenne). Ces étapes de transformations permettent de solubiliser la kératine, de
rendre les nutriments biodisponibles et digestibles, de séparer les graisses des produits bruts et de
stériliser le produit (Bureau, 2006; Ozdemir and Yetilmezsoy, 2020). Le sang de volaille ou de porc est
souvent collecté indépendamment des autres coproduits pour éviter toutes contaminations. Les
premiers processus de traitement du sang, tel que le séchage en cuve, entrainait une perte importante
des propriétés nutritionnelles du produit (dégradation des acides aminés essentiels) et diminuait
également son appétence. Des avancées techniques ont ensuite permis de s’affranchir de cette
contrainte en développant de nouvelles méthodes de séchage. Aujourd’hui, la technique la plus
communément utilisée comprend une étape de cuisson permettant d’évaporer I'eau et un séchage
rapide par vaporisation ou une coagulation sous vapeur. Le produit est ensuite broyé pour obtenir des

farines de sang (King and Campbell, 1978; Meeker, 2006).

Au niveau mondial, 60 millions de tonnes de coproduits d’animaux terrestres sont produits
chaque année. Dans le cadre d’une réduction de la dépendance de I'industrie aquacole vis-a-vis des
farines végétales et marines, leur incorporation dans la formulation des aliments aquacoles semble donc
pertinente. Par ailleurs, I'utilisation de ces coproduits en tant qu’ingrédients pourrait réduire I'impact
environnemental de I'élevage bovin, porcin et de volaille qui représentent 14,5% des émissions
annuelles des gaz a effet de serre (Shurson, 2020). L'outil Feedprint, développé par I'Université de
Wageningen et Blonk Milieu Advies, regroupe des données concernant I'impact environnemental de
diverses matieres premieres au cours de leur cycle de vie, notamment en termes d’eutrophisation des
milieux aquatiques et terrestres, d’acidification des océans, d’utilisation des ressources en eau,
d’occupation des terres, d’épuisement des ressources naturelles fossiles et d’appauvrissement de la
couche d’ozone. Les coproduits d’origine animale présentent une empreinte environnementale bien
plus réduite au cours de leur chaine de production que les farines de poisson et de soja, pour I'ensemble
des marqueurs considérés (Figure 6, p. 41). Une étude récente a également montré que I'introduction
de farines de plumes et de sang de volailles dans les aliments pour truite arc-en-ciel, en défaveur
d’ingrédients végétaux tels que le soja et la féverole, permettait de réduire sensiblement I'impact
environnemental de I'aliment et in fine celui de la production d’un kilogramme de truite tout en restant

économiquement viable (Wilfart et al., 2023).

Les protéines animales transformées sont trés riches d’un point de vue nutritionnel (Tableau 7,
p. 42). Elles présentent des teneurs moyennes en protéines brutes égales ou supérieures a 50 % (50 %
dans la farine de viande et d’os, 84,5 % dans la farine de sang, 83 % dans la farine de plumes hydrolysées

et 59 % dans la farine de sous-produits de volaille). Exceptée la farine de sang qui ne contient qu’une
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faible concentration en lipides (1 %), les farines de viande et d’os, de plumes hydrolysées et de sous-
produits de volailles atteignent en moyenne 10 % de lipides. Les farines de sous-produits de volaille sont
en revanche pauvres en acides gras oméga 3 (EPA et DHA) et riches en acides gras saturés, susceptibles
d’affecter la digestibilité et la qualité de la chair des poissons destinés a I'alimentation humaine. Les
profils moyens en acides aminés essentiels des coproduits animaux sont également trés proches, voire
plus intéressants que ceux des farines de poissons notamment pour ce qui concerne les apports en
leucine, phénylalanine, valine et histidine (Figure 7, p. 43). Les farines de sang (principalement de porc)
contiennent des teneurs en lysine et en leucine supérieures a celles retrouvées dans les farines de
poissons (respectivement 14,3 % pour la lysine et 9,1 % pour la leucine contre 7,5 % et 7 % dans la farine
de poisson) mais présentent un déficit en isoleucine (0,9 %). Par ailleurs, les farines de viande, d’os et
de sous-produits de volailles sont d’excellentes sources de minéraux tels que le calcium et le phosphore.
Bien que la plupart des espéces aquatiques utilisent bien les coproduits animaux, les niveaux d’inclusion
de ces matieres premieres dans les aliments aquacoles sont tres dépendants des especes considérées
et doivent respecter les besoins respectifs en protéines de chaque espéce pour ne pas altérer leur
croissance (Luthada-Raswiswi et al., 2021). Une méta-analyse comparant les especes d’eau douce et
marines a d’ailleurs montré que les poissons d’eau douce toléraient mieux les régimes a base de
coproduits de volailles que les espéces marines (Galkanda-Arachchige et al., 2020). La digestibilité des
protéines animales transformées, et particulierement celle des farines de plumes, est longtemps restée
variable en fonction du coproduit utilisé dans la formulation des aliments pour poisson. Néanmoins, les
technigues de transformation se sont aujourd’hui améliorées et permettent d’obtenir des coproduits

plus digestes (Ayadi et al., 2012; Meeker, 2006).

De maniére générale, les qualités environnementales et nutritionnelles des protéines animales
transformées sont en adéquation avec leur utilisation dans les régimes aquacoles. Contrairement aux
farines de poissons et aux sources protéiques végétales, ces matieres premieres ne dépendent pas
d’une saisonnalité et restent disponibles tout au long de I'année. Leurs prix sont également attractifs
car généralement inférieurs a celui des farines de poissons (farine de sous-produits de volaille : 1 040
€/tonne ; farine de plumes hydrolysées : 1 070 € / tonne ; farine de sang de porc : 1 200 €/tonne ; farine
de poisson : 1 800 € / tonne en janvier 2023) (valeurs fournies en mars 2023 par la coopérative agricole
Le Gouessant, France). Ainsi, une substitution partielle ou totale des farines de poisson par des sources
protéiques d’origine animale permet de réduire considérablement le prix de I'aliment (Li et al., 2020;

Moutinho et al., 2017).
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3990 4234 337 44 34 4
Eutrophisation des milieux aquatiques Eutrophisation des milieux terrestres
marins et d'eau douce mmol N eq / kg
mg N eq / kg
iCOz
H* H*

10 9 1 0,2 29 0,1
Acidification des océans Utilisation des ressources en eau
mmol H+ eq / kg L/kg

o
77—

4 4 0.5 41
Epuisement des ressources naturelles Occupation des terres
minérales et fossiles m’a / kg
mg Sb eq / kg

- Farine de poisson

- Farine et concentré protéique de soja

0:92 0,05 0,01 [ Coproduits d'animaux terrestres
Appauvrissement de la couche
d'ozone

mg CFC-11 eq / kg

Figure 6 Impact environnemental des farines de poisson, des produits a base de soja (farine et
concentré protéique) et des coproduits d’origine animale (farines de plumes hydrolysées, de viande,

d’os et de sang). Données brutes disponibles sur https://www.wur.nl/en/show/feedprint-calculate-

co2-per-kilogram-meat-milk-or-eqgs.htm.

41


https://www.wur.nl/en/show/feedprint-calculate-co2-per-kilogram-meat-milk-or-eggs.htm
https://www.wur.nl/en/show/feedprint-calculate-co2-per-kilogram-meat-milk-or-eggs.htm

Tableau 7 Compositions proximales moyennes et profil en acides aminés des principaux coproduits
animaux pouvant étre utilisés dans la formulation des aliments aquacoles (Ayadi et al., 2012; Bandara,

2018; Bureau, 2006; Woodgate et al., 2022).

Farine de viande Farine de Farine de plumes Farine de sous-
Composition (%)
et d’os? sang’ hydrolysées? produits de volailles*
Matiére seche 93 89 92-93 93
Protéines brutes 50 80-89 81-85 56-62
Lipides 10 1 6-7 11-17
Cendres 5,7 4,1 2,8 17-26
Calcium 10 0,4 0,3 3,0
Phosphore 5 0,3 0,5 1,7
Acides aminés
Méthionine 0,7 0,8 0,6 1,0
Cystine 0,7 0,5 4.3 1,0
Lysine 2,6 7 2,2 3,1
Thréonine 1,7 3,5 43 2,2
Isoleucine 1,5 0,9 4 2,2
Valine 2,4 6,3 5,7 2,9
Tryptophane 0,3 1,3 0,6 0,4
Arginine 3,3 3 6 3,9
Histidine 1,0 3,3 1,3 11
Leucine 3,3 10 7 4.0
Phénylalanine 1,8 5,5 472 2,3
Tyrosine 1,2 1,5 0,3-2,5 1,7
Glycine 6,7 4,6 6,1 6,2
Serine 2,2 4,3 8,5 2,7

1 2 Mammiféres
3 Plumes de poulet, de dinde, de canard et d’oie

% Pattes et cous de volailles, ceufs mal développés
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Arginine

10
Valine Histidine
8
Tryptophane Isoleucine
Thréonine Leucine
Tyrosine Lysine
Phénylalanine Méthionine
Cystéine
Farines de poisson — Coproduits d'animaux terrestres

Figure 7 Profils moyens en acides aminés essentiels (en g/100g de protéines) de la farine de poisson et
de plusieurs coproduits d’animaux terrestres (farines de viande, de sous-produits de volailles et de

sang) (Cho and Kim, 2011).

b. Effets de I'inclusion de coproduits d’origine animale dans les aliments pour

POISSONS carnivores

Les processus de transformation des coproduits animaux se sont nettement améliorés depuis
le début du 21°™ siécle et ont permis d’optimiser la digestibilité des nutriments de ces matiéres
premiéres (Bureau et al., 1999). Néanmoins, la qualité nutritionnelle et la composition des protéines
animales transformées restent tres variables en fonction de leur provenance et des traitements
appliqués, ce qui peut provoquer des effets inconstants chez les poissons carnivores. Par ailleurs, la
plupart des especes carnivores ne toléerent pas d’importants niveaux d’inclusion de protéines animales.
En effet, la substitution totale des farines de poissons par des protéines d’origine animale entraine des
retards de croissance résultant d’une altération de I'assimilation des nutriments en lien avec des
déséquilibres en acides aminés et en acides gras. Une substitution partielle reste néanmoins possible
chez la plupart des especes carnivores telles que la daurade royale (Moutinho et al., 2017), le tambour

a gros yeux (Pseudosciaena crocea) (Ai et al., 2006) ou encore le bar rayé hybride (Morone chrysops x
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Morone saxatilis) (Bharadwaj et al., 2002), qui tolerent des niveaux de substitution des farines de
poissons par des farines de viande et d’os de 50 %, 45 % et 45 %, respectivement, sans variation

significative des performances de croissance.

Les retards de croissance observés pour des taux élevés de protéines d’origine animale ont été
attribués a une altération de I'assimilation des nutriments et a une diminution de la biodisponibilité des
acides aminés (Guimardes et al., 2008). Bien que quelques acides aminés soient limitants (lysine,
méthionine et isoleucine), le profil en acides aminés des protéines animales se rapproche pourtant de
celui des farines de poisson (Figure 7, p. 43). Néanmoins, lors du traitement thermique des farines
animales, les protéines et les acides aminés sont susceptibles d’étre dégradés, rendant ces nutriments
moins disponibles pour les organismes. Ceci est particulierement observé avec les farines provenant de
I'Union Européenne qui sont soumises a des traitements thermiques plus extrémes que celles
provenant de pays en dehors du périmétre de I'Europe (Moutinho et al., 2017). Les effets de la cuisson
prolongée des farines de sang ont notamment été observés sur la croissance du tilapia du Nil
(Oreochromis niloticus) (Kirimi et al., 2016). Durant 100 jours, des tilapias ont été nourris avec des
régimes contenant respectivement 0 %, 50 % ou 100 % de farines de sang en substitution de la farine
de poissons. Bien que les teneurs en protéines des aliments étaient identiques entre les différents
régimes, le groupe de poissons nourri avec le régime substitué a 100 % présentait un retard de
croissance comparé a celui alimenté avec le régime non substitué (0 %). Les auteurs ont attribué ces
retards de croissance a un potentiel déséquilibre en acides aminés résultant de la dégradation de
certains acides aminés au cours de la cuisson de la farine de sang. En effet, les déséquilibres en acides
aminés et le déficit de certains acides aminés essentiels limitent la synthese protéique, dégrade
I'efficacité alimentaire et donc freine la croissance (Kirimi et al., 2017). Une étude chez la truite arc-en-
ciel a également évalué la biodisponibilité de la lysine des farines de sang de volailles transformées par
séchage sur disque ou par séchage par pulvérisation, et celle des farines de sang de bovin transformées
par séchage express (El-Haroun and Bureau, 2007). Pour chaque matiere premiére, deux niveaux
d’inclusion de farines de sang (10 % et 20 % de I'aliment représentant théoriquement 1,8 % et 2,2 % de
lysine dans I'aliment) ont été testés dans des aliments contenant également 18 % de farine de poissons.
Ces aliments ont également été comparés a des régimes composés de 18 % de farine de poissons mais
supplémentés avec de la L-lysine HCL, communément utilisée dans la formulation des aliments
aquacoles et considérée comme 100 % biodisponible. Les poissons nourris pendant 12 semaines avec
les régimes contenant 10 % de farines de sang (1,8 % de lysine) (toutes transformations confondues)
présentaient des performances zootechniques supérieures aux poissons nourris avec les aliments dont
les niveaux d’inclusion de farine de sang atteignaient 20 % (2,2 % de lysine). De plus, les truites

alimentées avec les régimes composés de farines transformées par pulvérisation (sang de volailles) ou

44



par séchage rapide (sang de bovin) présentaient les meilleures valeurs de gains de poids, de taux de
conversion de I'aliment, de rétention de I'azote et de rétention énergétique corporelle par rapport aux
poissons nourris avec le régime composé de farines de sang séché sur disque (sang de volailles). Les
résultats étaient par ailleurs similaires voire meilleurs que ceux obtenus avec les régimes supplémentés
avec la L-lysine HCL. Dans le cadre de cette étude, les performances de croissance réduites ont été
expliquées par le fait que d’autres nutriments devenaient limitants (notamment l'isoleucine dont les
niveaux avaient été surestimés) dans les aliments contenant 20 % de farine de sang. De plus, l'intensité
du processus de séchage sur disque était plus extréme et donc susceptible d’affecter la digestibilité des
protéines et des acides aminés. De maniere générale, la biodisponibilité des acides aminés de la farine

de sang est donc trés dépendante des procédés de fabrication utilisés.

L"équilibre en acides aminés de I'aliment est également susceptible d’affecter 'appétence de
I’aliment et dong, la prise alimentaire (Kaushik and Seiliez, 2010). Une étude portant sur le poisson chat
africain (Clarias gariepinus), a révélé que I"'augmentation du taux de farines de sous-produits de volailles
dans I'aliment entrainait une réduction significative de la prise alimentaire. Cet effet a été associé a une
diminution des teneurs en acides aminés essentiels lorsque les teneurs de farines de sous-produits de
volaille dans les aliments deviennent trop élevées (Abdel-Warith et al., 2001). Par ailleurs, les fortes
teneurs en cendres retrouvées dans les farines d'os et de plume impactent la digestibilité et
I"assimilation de certains nutriments. En effet, la présence de cendres dans les aliments a souvent été
mise en relation avec une diminution de la digestibilité des protéines et de la disponibilité du phosphore

(Ai et al., 2006; Watanabe and Pongmaneerat, 1991).

Le déséquilibre en acides gras et la forte présence d’acides gras saturés dans les farines de
viande et les sous-produits de volaille peuvent expliquer la mauvaise assimilation des lipides. En effet,
I'inclusion croissante de farines de viande et d’os dans les aliments est corrélée a une hausse des teneurs
en acides gras saturés et mono-insaturés. Comparés aux acides gras polyinsaturés a longues chaines qui
sont préférentiellement absorbés par les poissons, les acides gras mono-insaturés et saturés sont
faiblement assimilés par les poissons, réduisant ainsi la disponibilité des lipides et de I'énergie pour les
organismes (Campos et al., 2019; Moutinho et al., 2017). Les poissons téléostéens, en particulier les
especes marines, tolerent trés peu ces déséquilibres en acides gras (Spisni et al.,, 1998). Cest
notamment ce qui a été observé chez le bar du Japon (Lateolabrax japonicus) nourri avec des niveaux
croissants de protéines animales (mélange de sous-produits de volailles, de farines de viande, de farines
de sang et de farines de plumes hydrolysées) en remplacement de la farine de poissons (20%, 40%, 60%
et 80% de substitution). Dans cette étude, Hu et al. ont montré que les poissons nourris pendant 8
semaines avec des niveaux d’inclusion de protéines animales égaux ou supérieurs a 60% présentaient

des signes de stéatoses hépatiques (présence de gouttelettes lipidiques au niveau du foie) reflétant une
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mauvaise utilisation des lipides alimentaires carencés en acides gras polyinsaturés (n-3) et une
diminution des lipides corporels, signes d’une perturbation du métabolisme lipidique chez ces

poissons (Hu et al., 2013).

Les freins a |'utilisation des coproduits d’animaux terrestres dans I'alimentation des poissons
d’élevage sont souvent plus de l'ordre de la variabilité de la qualité nutritionnelle des matiéres
premiéres utilisées. Un autre obstacle majeur a leur inclusion dans les aliments d’élevage reléve de

I'acceptabilité sociétale, comme c’est particulierement le cas en Europe et surtout en France.

c. L'acceptabilité sociale des régimes a base de coproduits animaux en Europe

Bien qu’il y ait des limites métaboliques a I'utilisation de taux d’inclusion élevés de certains
coproduits animaux dans les aliments aquacoles, l'utilisation modérée de protéines animales
transformées en aquaculture reste pertinente et compétitive dans le cadre du remplacement des
farines de poissons. Toutefois, un évenement historique majeur continue d’entraver |'acceptation des
aliments aquacoles contenant des coproduits animaux. Entre 1986 et 1992, le Royaume-Uni est touché
par une épidémie d’encéphalopathie spongiforme bovine qui s’est rependue au reste de I'Europe et
dans quelques pays asiatiques. L'utilisation, pour I'alimentation des bovins, de farines de viande et d’os
contaminées car les modalités de traitement n’avaient pas été strictement respectées, est a I'origine de
cette épidémie. Cette maladie a prions touche principalement les bovins et les ovins mais est susceptible
de se transmettre a d’autres especes telles que I'Homme et de provoquer des lésions
neurodégénératives cérébrales mortelles. En 1990, I'Europe interdit I'utilisation de farines de viande et
d’os pour I'alimentation des bovins puis pour I'ensemble des ruminants six ans plus tard, malgré la mise
en place de processus de traitement des matiéres premieres a risque (Directive 90/667/CEE du Conseil
du 27 novembre 1990 et Décision de la Commission 97/18/CE du 16 décembre 1996). En 2001, I'Union
Européenne finit par interdire I'utilisation de tous les coproduits animaux dans l'alimentation des
espéces a viande (Réglement (CE) n® 999/2001 du Parlement européen et du Conseil du 22 mai 2001).
Ce n’est gu’en 2013 que la Commission Européenne réautorise l'introduction de coproduits de
catégorie 3 provenant d’animaux non-ruminants et dits a risque faible pour la santé animale ou
publique, dans I'alimentation des poissons d’élevage (Réglement (UE) n° 56/2013 de la Commission du
16 janvier 2013) (Tableau 8, p. 48). Dans le reste du monde (Amérique du Nord, Amérigue du Sud et
Australie), les réglementations appliquées ont été moins strictes et concernent aujourd’hui encore

principalement les coproduits de ruminants et les tissus a risque (cerveau et moelle épiniére). Dans ces
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pays, I'utilisation de coproduits d’animaux non ruminants et de volailles dans les aliments aquacoles n’a

d’ailleurs jamais été vraiment soumise a réglementation.

Quelques études ont évalué la pathogénie des maladies a prions chez les poissons. Chez la truite
arc-en-ciel et le turbot, une liaison spécifique de la protéine a prion a la muqueuse intestinale a été
observée, mais aucun transport actif a travers la paroi intestinale n’a été décelé, ce qui suggere une
élimination rapide de la charge infectieuse (Dalla Valle et al., 2008; Ingrosso et al., 2006). Les poissons
exposés a des homogénats de cerveaux de souris contaminées avec la souche de la tremblante ovine
(139A), nont d’ailleurs développé aucun symptéme de la maladie sur toute la période post-infection
qui s’étendait sur 90 jours. Dans cette méme étude, la transmission de la tremblante du poisson vers la
souris a été évaluée par le biais d’une inoculation d’homogénats de tissus de poissons prélevés a
différents temps post-infection. Les résultats obtenus n’ont montré aucun développement
pathologique de la tremblante chez les rongeurs (Ingrosso et al., 2006). Une étude de Salta et al. a
évalué la transmission potentielle de deux maladies a prions (encéphalopathie spongiforme bovine et
tremblante ovine) chez la daurade royale. Aprés I'infection, les poissons ont été suivis durant 24 mois.
A la fin de cette période, bien qu’aucun symptdme clinique n’ait été observé chez les poissons inoculés
avec les deux souches, des signes de neurodégénérescence et la présence de dépots ont tout de méme
été relevés dans le cerveau. Ces résultats suggerent que les symptoémes ou signes de transmission des
maladies a prions pourraient exister chez les poissons. L'utilisation de protéines animales en

aquaculture doit donc également faire I'objet d’une attention particuliere (Salta et al., 2009).

Bien que les risques associés a I'utilisation de coproduits animaux aient été identifiés et peuvent
étre contrdlés, I'acceptabilité sociale reste faible en Europe et en particulier en France ou les
consommateurs sont réticents a la consommation d’animaux nourris avec des protéines d’origine

animale (Anses, 2013; Glencross et al., 2020a; Woodgate et al., 2022).
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Tableau 8 Les catégories de coproduits animaux et leurs utilisations respectives en Europe (Woodgate

et al., 2022).
Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3
Source Coproduits ovins et Animaux (toutes especes Animaux non ruminants
bovins a risque confondues) morts ne déclarés propres a la
Animaux euthanasiés présentant pas de risque consommation par une
ou morts (a risque ou Organes et tissus issus autorité vétérinaire
non) des autopsies
Animaux et organes
contenant des résidus
médicamenteux
Traitement Incinération Techniques Digestion anaérobique
Combustion d’équarrissage Compostage
Digestion anaérobique Transformations diverses
Compostage
Utilisations Production d’énergie Production de biofuel Production de biofuel

Production de biofuel

Production de

fertilisants

Production de fertilisants
Production d’aliments pour
animaux de compagnie et

d’élevage
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PARTIE 2

Les interactions entre nutrition et immunité chez les
poissons d'élevage

En aquaculture, le réle premier d’un aliment est de couvrir les besoins nutritionnels des poissons
pour obtenir des performances de croissance satisfaisantes et des produits de qualité, mais on attend
également de l'alimentation qu’elle promeuve la santé des poissons. En effet, chez les poissons
d’élevage, la nutrition joue un rdéle primordial dans la capacité des organismes a faire face a des stress
ou a des maladies et les interactions entre nutrition et immunité sont bien décrites chez ces animaux
(Pohlenz and Gatlin, 2014). Au-dela de la stricte composition en macronutriments, la capacité d’un
aliment a répondre réellement aux besoins nutritionnels des poissons dépend de la nature des matiéres
premieres qui constituent I'aliment. En théorie, les apports en protéines, lipides, acides aminés et acides
gras peuvent étre couverts mais en pratique, on s’apercoit que les performances peuvent varier en
fonction des matiéres premieres utilisées. Par exemple, les régimes a base de protéines animales
peuvent entrainer une mauvaise assimilation intestinale des acides aminés et des acides gras, et les
régimes a base de farines de soja peuvent provoquer une inflammation du tube digestif et impacter les
fonctions immunitaires. Certains aliments peuvent fragiliser la robustesse des poissons et les rendre
plus sensibles a des épizooties ou vis-a-vis de stress environnementaux. Pour améliorer la santé des
animaux et leur robustesse, le secteur de I'alimentation animale y compris aquacole, a parfois recours

a I'utilisation d’additifs fonctionnels (Lall, 2000; Trichet, 2010).

L'immunité des vertébrés supérieurs (Homme et souris) est largement décrite dans la

littérature. Les fonctions immunitaires des poissons sont en revanche moins bien connues, bien qu’elles

soient assez similaires a celles des mammiferes et des oiseaux. Chez les téléostéens et notamment chez
la truite arc-en-ciel, on retrouve un systéme immunitaire inné et adaptatif leur permettant de répondre
et de se défendre lors d’une attaque pathogéne, de dommages tissulaires ou d’un stress inflammatoire.
Ces mécanismes impliquent des tissus, des épithéliums et des muqueuses qui constituent non
seulement des barriéres physiques contre I'entrée d’agents infectieux dans 'organisme, mais jouent
également un réle dans la production et la différentiation de cellules immunitaires. Les fonctions
immunitaires sont gouvernées par des facteurs cellulaires et humoraux impliqués a la fois dans

I’élimination des pathogenes et dans la transmission de messages entre les différents agents du systéme

immunitaire (Boltana et al., 2013). Dans un contexte d’élevage aquacole, une meilleure compréhension
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des mécanismes modulant les fonctions immunitaires pourrait permettre au secteur aquacole de
s’affranchir des certaines conséquences néfastes de ['utilisation d’aliments a base de nouveaux
ingrédients. L'enjeu est important pour I'éleveur car les maladies ont un co(t important puisqu’elles
entrainent généralement une chute de la production et donc une perte économique. Ainsi, une
meilleure connaissance des interactions entre nutrition et immunité chez les poissons parait pertinente
dans le cadre de I'amélioration des régimes a base d’'ingrédients alternatifs et dans la prévention des

pathologies d’origines nutritionnelle ou microbienne.

Cette partie a pour objectif premier de rappeler 'anatomie gastro-intestinale de la truite arc-
en-ciel et ses fonctions dans la physiologie digestive. Dans un second temps, les principales fonctions
immunitaires des poissons téléostéens ainsi que les organes et tissus impliqués dans I'immunité seront
détaillés. Enfin, les facteurs nutritionnels susceptibles de moduler I'immunité des poissons seront

également évoqués.
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1. Anatomie gastro-intestinale et fonctions dans la physiologie digestive

Comparée aux mammiferes et aux oiseaux, 'anatomie du tractus gastro-intestinal des poissons
est plus simple mais reste variable en fonction du niveau trophique et du régime alimentaire des
especes. Cette partie se focalisera donc plus particulierement sur 'anatomie digestive des salmonidés
puisque la truite arc-en-ciel a été utilisée comme modele biologique dans le cadre de la thése. Un
schéma descriptif simplifié du tractus gastro-intestinal de la truite arc-en-ciel est proposé dans la Figure
8 (p. 53). Il est composé de trois grandes parties. La premiere partie comprend la bouche et le pharynx
qui ont pour réle I'acquisition de la nourriture. La seconde partie est constituée de I'cesophage et de
I'estomac ou débute la digestion chimique des aliments. L'intestin compose la troisieme partie du
tractus gastro-intestinal. Il représente la partie du systeme digestif qui s’étend de la sortie de I'estomac
au rectum. Chez la truite, I'intestin est subdivisé en trois parties : le caecum pylorique, I'intestin médian
et Iintestin distal. Le caecum pylorique est une partie de l'intestin qui se situe a la jonction entre
I'estomac et I'intestin médian et se présente sous la forme d’évaginations de la muqueuse intestinale
appelées tubes pyloriques. Contrairement aux thonidés et aux esturgeons qui possedent un caecum
pylorique fusionné, les salmonidés présentent de nombreux tubes pyloriques bien définis et de grande
taille. L'intestin médian jouxte le caecum pylorique et représente la partie la plus longue de I'intestin. ||
est constitué d’une partie proximale et d’une partie distale dont les rdles principaux sont la digestion
chimigue et I'absorption des nutriments. Les deux parties de I'intestin médian sont séparées par un
coude indiguant le début de l'intestin distal qui se distingue également de l'intestin proximal par un

diamétre plus important (Bjgrgen et al., 2020; Martin, 2013; Wilson and Castro, 2010).

La paroi de l'intestin médian est composée de trois couches : la tunica serosa, la tunica
muscularis et la mugqueuse intestinale, cette derniéere étant en contact avec la lumiére intestinale (Figure
9, p. 54). La tunica serosa est une couche mince composée de cellules mésothéliales formant un tissu
conjonctif vascularisé et innervé. La tunica muscularis est une couche musculeuse épaisse composée de
muscles striés et lisses. La mugueuse intestinale comprend une sous-muqueuse constituée d’une fine
couche de tissus connectifs laches et de la tunica mucosa. Cet ensemble forme des invaginations vers
la lumiére intestinale, appelées villosités intestinales et dont I'axe comprend la lamina propria (Figure
10, p. 54). Chaque villosité est composée d’un épithélium principalement formé d’entérocytes dont les
fonctions sont absorptives et sécrétoires ainsi que de cellules caliciformes qui produisent du mucus
constituant une barriere physique et chimique contre I'entrée de toxines et de pathogenes. D’autres
types cellulaires sont retrouvés tout le long de I'épithélium tels que des cellules endocrines sécrétrices
impliqguées dans la production et la sécrétion d’hormones (exemple : les entérochromaffines sécrétent

la sérotonine qui est un neurotransmetteur du systéme nerveux), ou des cellules a batonnets
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exclusivement retrouvées chez les téléostéens et impliquées dans les fonctions immunitaires et les
réponses de type inflammatoire (Bjgrgen et al., 2020; Khojasteh, 2012; Sayyaf Dezfuli et al., 2022;
Wilson and Castro, 2010). Les entérocytes adjacents sont reliés entre eux par des jonctions spécifiques
sur leurs bases latérales. Ces jonctions serrées appelées aussi zona occludens permettent aux
entérocytes de former une barriere étanche qui limite le passage de molécules et de bactéries a travers
I'espace intracellulaire. Elles sont composées entre autres de protéines appelées claudines et
occludines. Ces protéines transmembranaires sont présentes dans tous les épithéliums et donc dans
I'intestin ou elles jouent un réle essentiel dans la perméabilité paracellulaire en régulant le passage des
fluides intestinaux. Elles constituent aussi une barriere physique contre I'entrée des toxines et autres
pathogénes a travers la membrane intestinale (Ginzel and Yu, 2013; Kolosov et al., 2013). Les
aquaporines sont des petites protéines transmembranaires également présentent dans les membranes
cellulaires intestinales. De maniére sélective, elles facilitent et régulent le passage et I'excrétion de I'eau
(aquaporines orthodoxe) et des solutés tel que le glycérol (aquaglycéroporines), a travers la membrane

intestinale (Breves et al., 2020; Sundell and Sundh, 2012).
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Figure 8 Morphologie gastro-intestinale et principaux tissus impliqués dans les fonctions immunitaires chez la truite arc-en-ciel (Bjgrgen et al., 2020).
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Figure 9 lllustration des couches de I'intestin médian chez les poissons (vue transversale) (Bjgrgen et

al., 2020).
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Figure 10 lllustration des éléments d’une villosité intestinale chez les poissons (vue transversale)

(Bjgrgen et al., 2020).
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La fonction principale de l'intestin est d’assurer la digestion. Cette fonction physiologique
permet d’hydrolyser et de solubiliser les nutriments ingérés afin de faciliter leur transport a travers la
muqueuse intestinale. Au cours du processus de digestion, les protéines sont hydrolysées en peptides
et acides aminés, les lipides en acides gras libres et les glucides digestibles en sucres simples. Le
fractionnement des macronutriments est rendu possible grace a la production d’enzymes sécrétées par
les organes du tractus gastro-intestinal. Chez les poissons a estomac comme la truite arc-en-ciel, la
sécrétion endocrine d’acide chlorhydrique par certaines cellules (cellules caliciformes et cellules
oxyntiques) ou par des glandes gastriques constitue la premiéere étape de la digestion. Le milieu acide
de I'estomac dont le pH varie entre 1 et 5, joue un réle essentiel dans I'activation des enzymes
protéolytiques. Ainsi, la pepsine, qui est initialement produite sous forme inactive appelée pepsinogéne,
est activée et convertie en pepsine dans un environnement acide. Elle peut alors fractionner les
protéines et les polypeptides. Le chyme, qui est composé d’aliments partiellement dégradés, est ensuite
acheminé vers l'intestin médian et les caeca pyloriques, ou il se mélange avec des pro-enzymes
exocrines sécrétées par le pancréas via des canaux pancréatiques ou biliaires. Certaines enzymes
comme |'alpha-amylase et la phospholipase, peuvent étre sécrétées sous forme active tandis que
d’autres telles que la pro-carboxypeptidase et la pro-colipase doivent étre activées dans la lumiére

intestinale par les entérokinases. Les entérokinases activent également le trypsinogene en trypsine.

Dans cette partie de l'intestin, le pH est alcalin (7 a 9) et est réajusté par la sécrétion d’électrolytes tels
gue le bicarbonate, contenu notamment dans la bile produite par le foie et stockée dans la vésicule
biliaire (Figure 8, p. 53). La bile posséde également des propriétés détergentes et émulsifiantes. La
sécrétion de la bile et des enzymes pancréatiques dans la lumiere intestinale est commandée par
I'entrée du chyme dans l'intestin. Les nutriments fractionnés et solubilisés lors du processus de

digestion sont ensuite transportés ou absorbés a travers la bordure en brosse des entérocytes (Bakke

et al., 2010; Volkoff and Rgnnestad, 2020).

Chez les poissons, les acides aminés et peptides sont majoritairement absorbés par transports
passif et actifs, et de maniére négligeable par la voie paracellulaire (Debnath and Saikia, 2021). Des
transporteurs actifs spécifiques aux acides aminés et aux petits peptides ont été mis en évidence chez
les téléostéens mais les mécanismes d’absorption qui leur sont associés sont encore mal connus. On
trouve néanmoins des transporteurs de type « solute carrier » qui permettent I'absorption des acides
aminés couplés ou non a des échanges ioniques, ainsi que des transporteurs d’oligopeptides comme
PepT1 et SLC15. Une fois absorbés, les oligopeptides peuvent étre hydrolysés en acides aminés au sein
de la cellule ou laissés intacts puis exportés. Les poissons carnivores comme la truite, ont un taux
d’absorption des acides aminés plus élevé que les espéces omnivores et herbivores. Cette

caractéristique est notamment liée a la taille de leur intestin qui est plus court, réduisant ainsi le temps
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de présence des nutriments dans l'intestin. Chez les salmonidés, I'absorption des peptides et des acides
aminés suit un gradient décroissant entre les parties antérieures et postérieures de I'intestin. Ainsi, les
petits peptides et les acides aminés sont absorbés rapidement dans la partie antérieure de I'intestin et
particulierement au niveau du caecum pylorique. Les protéines et les gros peptides non hydrolysés sont
guant a eux absorbés plus tardivement par endocytose dans la partie distale de I'intestin (Debnath and

Saikia, 2021; Verri et al., 2017, 2010).

"absorption intestinale des lipides est encore mal connue chez les poissons mais semble suivre
les processus décrits chez les mammiféres. L'absorption des lipides est a priori plus lente chez les
especes aquatiques que chez les mammiféeres terrestres (Olsen, 1997). Chez la truite arc-en-ciel,
I'absorption des lipides se déroule essentiellement dans le caecum pylorique et I'intestin proximal, mais
les taux d’absorption dépendent fortement du nombre d’atomes de carbone et du degré de saturation
des acides gras. Les produits de I'hydrolyse des lipides que sont les monoglycérides et les acides gras
libres a chaines courtes (acides gras insaturés et faiblement saturés) sont solubilisés dans des micelles
de sels biliaires puis supposément absorbés par les entérocytes par diffusion passive. Une fois entrés
dans I'entérocyte, des triglycérides sont synthétisés a partir des monoglycérides dans le réticulum
endoplasmique lisse. Les phospholipides sont quant a eux synthétisés par la voie du L-a-
glycérophosphate dans le réticulum endoplasmique rugueux. Les triglycérides se lient a des protéines
dans 'appareil de Golgi pour former des chylomicrons qui sont exportés avec des lipoprotéines de tres
faibles densités, par exocytose dans la circulation sanguine ou ils rejoindront les tissus adipeux et le foie

(Izquierdo et al., 2000; Olsen, 1997; Petit et al., 2007; Tocher, 2003).

Les monosaccharides comme le D-glucose et le D-galactose sont obtenus par digestion des
glucides alimentaires (polysaccharides) (Kamalam et al., 2017). Chez les poissons carnivores, ils sont
principalement absorbés dans la partie antérieure de l'intestin via les transporteurs SGLT1/2. Les
monosaccharides sont ensuite transportés dans la circulation sanguine par le transporteur GLUT2 et
dirigés vers le foie ou ils seront stockés sous forme de glycogene (glycogénése) ou convertis en lipides
(lipogenese), puis utilisés en tant que sources énergétiques par les poissons (Debnath et al., 2021;

Polakof et al., 2012).

De maniére générale, les minéraux sont solubilisés dans le mucus intestinal ce qui permet de
faciliter leur absorption. La plupart des éléments traces traversent |'épithélium intestinal via des
transporteurs spécialisés (Cu transporter 1 pour le cuivre ; divalent-metal transporter et ferroportine
pour le fer ; ZnT et ZrT/IRT pour le zinc). Certains micro-minéraux, tels que sélénium et le zinc, peuvent
se lier a des acides aminés (chélation) et entrer dans les entérocytes par le biais de transporteurs

spécifiques des acides aminés. L'iode est quant a lui principalement absorbé au niveau branchial. En
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effet, 80 % des apports en iode proviennent de I'eau, 19 % de 'alimentation et 1 % de la dégradation
des hormones thyroidiennes. Le phosphore est absorbé au niveau intestinal par des cotransporteurs
sodium-phosphore. L'absorption intestinale du calcium et du magnésium semble étre régulée par des
transporteur situés sur la face apicale des entérocytes. Une fois dans la circulation sanguine et lorsqu’ils
ne sont pas utilisés par les tissus périphériques, les minéraux sont généralement métabolisés dans le
foie et excrétés par la bile, par les urines via les reins ou par les feces. Chez les poissons, I'absorption
intestinale des vitamines reste peu décrite dans la littérature. Néanmoins, certaines d’entre elles sont
supposées passer la barriere intestinale par diffusion (vitamines hydrosolubles : acide ascorbique,
riboflavine, biotine, acide folique) ou par l'intermédiaire de transporteurs spécifiques saturables
(vitamines liposolubles : A, D, E, K ; caroténoides) (Bakke et al., 2010; Lall and Kaushik, 2021; Prabhu et
al., 2016).

2. Le systeme immunitaire des poissons téléostéens

Au méme titre que les vertébrés supérieurs tels que I'Homme et la souris, les poissons
téléostéens sont capables de répondre a des substances étrangéres ou de faire face a des pathogenes
via des défenses impliquant des fonctions immunitaires régies par deux systemes : le systéme inné
impliqué dans la réponse immédiate non spécifique et le systéme adaptatif responsable de la réponse
spécifique acquise. Les fonctions innées et acquises interagissent entre elles mais impliquent toutefois

des facteurs cellulaires et humoraux spécifiques a chaque systeme.

a. L'immunité innée

Le systéme immunitaire inné constitue la premiére ligne de défense des organismes vivants lors
d’une attaque pathogene ou d’un stress infectieux. Les fonctions innées réagissent immédiatement et
ne sont pas induites pas des liaisons spécifiques, c’est-a-dire qu’elles sont indépendantes des antigenes
des agents infectieux. L'immunité innée est composée d’une ligne de défense externe qui comprend
des barrieres physiques telles que la peau et les muqueuses, mais aussi le mucus sécrété par la peau et
I'intestin par le biais des cellules caliciformes. La peau et les mugueuses empéchent I'entrée des agents
pathogénes dans |'organisme et le mucus permet de les piéger et de les évacuer dans le cas d'une

infection gastro-intestinale. La ligne de défense interne implique quant a elle des facteurs cellulaires et
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humoraux qui empéchent la prolifération des agents infectieux et induisent leur élimination (Cain and

Swan, 2010; Mokhtar et al., 2023).

Médiateurs cellulaires et récepteurs impliqués dans I'immunité innée

L'immunité innée des vertébrés est médiée par des récepteurs de type PRR « Pattern
Recognition Receptor » exprimés a la surface des cellules immunitaires. Parmi ces récepteurs figurent
les récepteurs Toll-like (TLR) et les récepteurs RIG-I-like. Ces récepteurs ont la capacité de détecter des
motifs moléculaires connus sous le nom de PAMP « Pathogen Associated Molecular Patterns », qui sont
des signaux caractéristiques des microorganismes pathogénes et parmi lesquels figurent les
lipopolysaccharides des bactéries gram négatives et les peptidoglycanes des bactéries gram positives.
Ces récepteurs sont également capables de reconnaitre des toxines et des motifs chimiques appelés
DAMP « Danger Associated Molecular Pattern » et produits par exemple, par des cellules ou des tissus
endommagés. Chez la truite arc-en-ciel, la diversité des récepteurs TLR (TLR1, TLR3, TLR7, TLRS8, TLR9 et
TLR22) est une conséquence des multiples événements de duplication du génome des salmonidés (Rebl
et al., 2010). Cette diversité offre une multiplicité de liaisons et de réponses possibles face a des agents
pathogénes. Lorsque qu’un PAMP ou un DAMP est reconnu par un PRR, les fonctions immunitaires
innées sont induites via 'activation de facteurs de transcription et de génes impliqués dans la réponse
inflammatoire et les voies immunitaires. Cela se traduit par exemple, par I'activation de la voie NF-kB,
la stimulation de génes codant pour les médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, les
chimiokines, les interférons et le facteur de nécrose tumorale, mais aussi la maturation et I’activation

de cellules immunitaires telles que les leucocytes (Dalmo and Bggwald, 2022; Tort and Balasch, 2022).

Les cellules impliquées dans I'immunité innée sont principalement composées de différentes
populations de leucocytes (Tableau 9, p. 60). Les monocytes sont des leucocytes circulants qui se
différencient en macrophages lorsqu’ils colonisent des tissus ou des organes. lls représentent moins de
1 % des leucocytes chez les poissons et leur présence a été démontrée chez peu d’espéces. Présents
chez la daurade royale, ils sont quasiment absents chez la carpe de roseau (Ctenopharyngodon idella).
Les macrophages sont des cellules immunitaires multifonctionnelles fixes ou mobiles. Ils représentent
les principales cellules phagocytaires de I'immunité innée. lls sont impliqués dans la dégradation
d’antigénes, le remodelage des tissus abimés, la production de médiateurs inflammatoires (chimiokines
et cytokines) et la production de facteurs de croissance. Néanmoins, et au méme titre que les cellules
dendritiques des poissons, les macrophages sont également considérés comme des cellules
présentatrices d’antigénes « antigen-presenting cells » (APC) (Mokhtar and Abdelhafez, 2021). Les APC

sont capables de présenter des antigenes ayant été internalisés dans les cellules lors de I’'endocytose ou
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de la phagocytose, faisant intervenir des complexes de reconnaissance appelés complexes majeurs
d'histocompatibilité (MHC). Les antigenes sont essentiellement présentés aux lymphocytes T qui initient
la réponse immunitaire adaptative. Les granulocytes sont des cellules a granules plus ou moins
abondantes chez les poissons. Les neutrophiles représentent la sous-population de granulocytes la plus
abondante (jusqu’a 25% des leucocytes) chez les téléostéens. Ces cellules mobiles sont les premiéres a
se diriger vers les sites d’inflammation ou infectés. Leurs granules sont composées d’enzymes telles que
la myélopéroxydase et le lysozyme, capables de dégrader les agents microbiens lors de la dégranulation
des granules cytoplasmiques dans le milieu extracellulaire. Les éosinophiles sont des granulocytes
possédant a leur surface des récepteurs a chimiokines dont la fixation induit une migration des
éosinophiles vers le site de I'inflammation ou parasité. Cette sous-population est rare, voire absente
chez la truite arc-en-ciel mais est présente chez d’autres espéces de salmonidés comme le saumon
Atlantique (entre 17 et 20 % des leucocytes). Les basophiles sont également rarement rencontrés chez
les poissons. lls sont supposés interagir avec les lymphocytes T en tant que cellules présentatrices
d’antigenes. Les thrombocytes sont en revanche bien présents chez les poissons mais leurs fonctions
sont encore mal connues. Chez les téléostéens ces cellules sont supposées étre impliquées dans la
phagocytose en milieu sanguin, dans la coagulation et pourraient se comporter comme des APC. Les
cellules a batonnets « rodlet cells » sont exclusivement retrouvées chez les poissons téléostéens. Ces
cellules sont majoritairement impliquées dans les infections parasitaires et potentiellement dans la
réparation des tissus endommagés et la lubrification. Comme leur nom l'indique, elles contiennent des
structures en forme de batonnets dans leur cytoplasme. Ces petits batonnets possedent des activités
enzymatiques protéolytiques (peroxydase) et sont expulsés dans le milieu extracellulaire en présence
d’un parasite. Les mastocytes des poissons ont des fonctions identiques a ceux des mammiferes et sont
impliqués dans la génération de médiateurs inflammatoires tels que les chimiokines et les cytokines

(Abos et al., 2022; Mokhtar and Abdelhafez, 2021).
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Tableau 9 Principales populations de leucocytes impliqués dans I'immunité chez les poissons téléostéens

(Mokhtar and Abdelhafez, 2021).

Type cellulaire

Biologie et principales fonctions

Neutrophiles

»

Noyau irrégulier et segmenté
Principales sous-populations de granulocytes (25% des leucocytes)
Cellules mobiles dont les granules sont composées d’enzymes qui

dégradent les agents microbiens

Eosinophiles Noyau lobé
Cellules mobiles possédant des récepteurs membranaires a
chimiokines
Sous-population rare, voire absente chez la truite arc-en-ciel
Basophiles Noyau irrégulier

Potentiellement impliqués dans la présentation d’antigene chez les

poissons

Lymphocytes

Noyau rond occupant quasiment toute la cellule

Principales sous-populations de leucocytes (70 a 90 % des leucocytes
totaux)

3 types chez les poissons :

Lymphocytes B : médiateurs de I'immunité humorale, interagissent
avec les cellules présentatrices d’antigenes, sécretent des
immunoglobulines (IgM, gD, 1gZ/T), possédent des fonctions
phagocytaires

Lymphocytes T : médiateurs de I'immunité cellulaire, interagissent avec
les cellules présentatrices d’antigénes via MHCI et MHCII

NK-like/NCC: provoquent ['apoptose spontanée des virus, des

bactéries et des parasites via la sécrétion d’enzymes

Monocytes

Noyau en forme de rein
Cellules circulantes qui se différencient en macrophages lorsqu’elles
colonisent des tissus ou des organes

Présents chez peu d’especes
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Macrophages

Morphologie variée
Cellules multifonctions principalement impliquées dans la phagocytose
et dans la présentation d’antigenes

Forment des agrégats pigmentés appelés mélano-macrophages

Cellules dendritiques

Morphologie variée avec prolongements cytoplasmiques appelés
dendrites
Cellules principalement impliquée dans la présentation d’antigénes et

la phagocytose

Cellules a batonnets

Présence de structures en forme de batonnets dans leur cytoplasme
Exclusivement retrouvées chez les poissons téléostéens
Principalement impliquées lors d’infections parasitaires et
potentiellement dans la réparation des tissus endommagés et la

[ubrification

Mastocytes
() )

%% o000 ®

2% oS

Présence de nombreuses granules cytoplasmiques
Impliqués dans la génération de médiateurs inflammatoires tels que le

chimiokines et le cytokines

Thrombocytes

Cellules allongées, fusiformes
Potentiellement impliqués dans la coagulation sanguine en agissant

comme des plaquettes

Cellules caliciformes

Cellules impliquées dans la production de mucus
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Médiateurs humoraux de I'immunité innée

La réponse immunitaire innée des poissons fait également intervenir des médiateurs humoraux
présents dans le sang, le mucus et sur les surfaces épithéliales. Ces médiateurs sont impliqués dans
I"élimination des agents pathogenes et jouent un réle dans I'induction de réactions cellulaires et

inflammatoires (Cain and Swan, 2010; Dalmo and Bggwald, 2022; Lieschke and Trede, 2009).

Parmi ces médiateurs humoraux, le systéme du complément joue un role important. Ce systeme
fait intervenir une cascade enzymatique au cours de lagquelle les protéines sont activées par clivages
successifs. Chaque protéine clivée joue alors un role dans le clivage de la protéine suivante. Chez les
mammiferes, la cascade implique 35 protéines produites par les hépatocytes et relarguées dans la
circulation sanguine. Chez les poissons téléostéens, on retrouve des protéines homologues mais toutes
les protéines de la cascade du complément des mammiféres n’ont pas été identifiées. Le complément
est activé a partir de trois voies distinctes : la voie classique, la voie alternative et la voie des lectines
(Figure 11, p. 63). La voie classique est induite par la reconnaissance spontanée d’un pathogéne (dans
le cadre de I'immunité innée) ou par liaison d’un anticorps spécifique a la surface d’un pathogene (dans
le cadre de I'immunité adaptative). La voie alternative est induite par I'hydrolyse spontanée de la
molécule C3 et fait entrer en jeu les facteurs B et D. Quant a la voie des lectines, cette derniéere répond
a la présence de mannoses, molécules que I'on retrouve a la surface de certains pathogenes. Cette
activation fait appel au complexe MBL (mannose-binding lectine) - MASP (MBL associated serine
protease). Les composants des trois voies activent de maniere commune la molécule C3 qui représente
le facteur pivot de la cascade du complément. Le clivage de la molécule C3 conduit ensuite a la
formation d’un complexe d’attaque membranaire composé des molécules C5b, C6, C7, C8 et C9 et
impligué dans les mécanismes d’élimination directe des pathogénes mais également dans le

recrutement des lymphocytes B et des macrophages (Boshra et al., 2006; Holland and Lambris, 2002).

Le lysozyme constitue un autre médiateur humoral. C’est une protéine sanguine impliquée dans
I"élimination des bactéries pathogénes. Le lysozyme, produit et sécrété par les granulocytes et les
monocytes, est retrouvé dans le sang, le mucus et au niveau des tissus épithéliaux. Chez les poissons, il
est connu que le lysozyme agit contre les bactéries gram positives et gram négatives et possede une
activité lytique sur les parois composées de peptidoglycanes (Watts et al., 2001). Chez la truite arc-en-
ciel, on retrouve le lysozyme dans le plasma, le mucus de la peau et de l'intestin, le foie et également
aux niveaux du rein et des branchies (Saurabh and Sahoo, 2008). Chez les poissons, les concentrations
en lysozyme varient en fonction de 'espéce, de I'dge, du sexe et du stade de vie. Chez la truite arc-en-
ciel, les niveaux plasmatiques de lysozyme se situent entre 600 et 1 000 unités/mL, alors qu’ils ne sont

que de 270 a 350 unités/mL chez le bar Européen, 29,4 unités/mL chez la daurade Japonaise (Pagrus
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major) et 76,3 unités/mL chez I"anguille Japonaise (Anguilla japonica) (Table 2, Saurabh and Sahoo,

2008).

VOIE CLASSIQUE ' VOIE DES LECTINES VOIE ALTERNATIVE

Reconnaissance d'un antigéne ) Reconncissance des sucres microbiens Hydrolyse spontannée de C3 ou activation
4 la surface d'un pathogéne par un complexe MBL/MASP par virus, bactéries et champignons
/Cl; :_'S MBL/MASP Ca{IQOJ
/ \ / \ &
|
C4 c2 C4 c2 I
A/ AN/ ya
Céo [Cap+czg C2 Cda [C4p+cag C2 C3a C3b + Facteur B
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_ —FacteurD
b
C3bBb
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T - C3 —

A

C3a C3b + C4b + C2a
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([Cc? +C8+C7+C9+ C5b) Csa
Complexe d'attaque membranaire

Figure 11 Schéma simplifié des trois voies de la cascade du complément (adapté de Holland and

Lambris, 2002).

Les protéines de phase aiglie sont un groupe de protéines produites rapidement par I'organisme
en réponse a une inflammation, une infection ou un traumatisme. Ces protéines sont principalement
produites par les leucocytes hépatiques et sont sécrétées dans le sang a |'occasion d’une blessure ou
lors d’une infection par un agent pathogéne. Leur production et leur libération sont induites par des
signaux moléculaires proinflammatoires tels que l'interleukine 1, I'interleukine 6 et le TNF-a. Ces
protéines induisent la voie du complément mais sont également impliquées dans |'activation de
I’'opsonisation, I'induction de la phagocytose et la réparation des tissus (Bayne and Gerwick, 2001). Les
pentraxines, les protéines sériques amyloides, la transferrine et I'alpha-2-macroglobuline font partie
des protéines de phase aiglie identifiées chez les poissons et en particulier chez la truite arc-en-ciel

(Gerwick et al., 2007; Jensen et al., 1995; Raida and Buchmann, 2009), le saumon Atlantique (Jensen et
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al., 1997; Jgrgensen et al., 2000; Krasnov et al., 2021; Lund and Olafsen, 1999), le flétan (Hippoglossus
hippoglossus) (Lund and Olafsen, 1998; Park et al., 2005), la plie commune (Pleuronectes platessa)
(Baldo and Fletcher, 1973; White et al., 1981) et la daurade royale (Davey et al., 2011; Isani et al., 2011).
Les pentraxines sont une catégorie de protéines de phase aiglie comportant la protéine C-réactive
(CRP). Chez les humains, la CRP est un marqueur de I'inflammation dosé dans le plasma et est conservée
chez la plupart des vertébrés dont les poissons. Chez les mammiferes, ses fonctions sont associées a
I’activation de la voie du complément, 'opsonisation des bactéries et des pathogenes et I'induction de
la production d'immunoglobulines (Hoole et al., 2003). La transferrine est produite par les hépatocytes.
Son role est de capter le fer absorbé par I'intestin et de le transporter vers le foie. Chez les mammiféres,
la fixation du fer par la transferrine permet de diminuer la prolifération de certaines bactéries comme

Escherichia coli (Vaulont and Schalk, 2015).

Les cytokines constituent d’autres médiateurs cellulaires et leur réle est de guider les cellules
immunitaires vers les sites d’inflammation ou infectés. Elles sont sécrétées par les cellules impliquées
dans I'immunité innée et dans I'immunité adaptative. Elles interviennent dans de nombreuses fonctions
régulatrices comme par exemple 'activation des cellules immunitaires. La majeure partie d’entre elles
est conservée entre les mammiféres et les poissons. Chez les poissons, on retrouve principalement sept
grandes familles de cytokines : les interleukines 1, les interleukines 10, les interleukines 17, les
interleukines 2, les chimiokines, les interférons et les facteurs de nécrose tumorale. Dans la famille des
cytokines proinflammatoires on retrouve les interleukines 1 telles que I'lL1-B qui est impliquée dans
I'activation des lymphocytes et des phagocytes, ainsi que les interleukines-6 (IL-6), les interleukines 11
et le facteur neurotrophique ciliaire CNTF-like qui intervient dans I'hématopoiése (production de
cellules sanguines) et I'induction de la prolifération des phagocytes. La production de I'lL1-B est induite
par la reconnaissance des PAMPS et des DAMPS par des PRR, et sa présence dans le milieu
extracellulaire agit comme chimio-attractant pour les cellules immunitaires (Zou and Secombes, 2016).
Les facteurs de nécrose tumorale (TNF) appartiennent également a la famille des cytokines
proinflammatoires et sont principalement représentés par TNF-a chez les poissons. Cette cytokine est
impliguée dans les mouvements de leucocytes et dans les fonctions apoptotiques des cellules NCC « non
specific cytotoxic celles ». A I'inverse, la famille des interleukines 10 est constituée de cytokines anti-
inflammatoires. Elle est composée de I'IL-10, I'lL-19/20, I'IL-22 et de I'lL-24 qui participent a
I'atténuation de I'inflammation et de I'INFN-Y qui intervient dans la réponse aux infections virales
(Robertsen, 2006). Les poissons possedent plusieurs interleukines de la famille IL-17, notamment IL-
17A/F1, IL-17A/F2, IL-17A/F3, IL-17C, IL-17D et IL-17N. Ces cytokines jouent un réle dans I'induction de
I'expression d’autres interleukines notamment TNF-a, IL1-B et IL-6. De plus, elles sont susceptibles

d’activer les phagocytes, de stimuler la voie NFkB (« nuclear factor kB » qui régule la transcription de
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genes impliqués dans la réponse immunitaire et l'inflammation), d’induire I'expression de certaines
chimiokines (en particulier CXCL-8 chez la truite arc-en-ciel) et de réguler 'expression de peptides
antimicrobiens tels que la B-défensine. Les interleukines 2 sont également présentes chez les poissons
mais leurs fonctions sont encore mal connues (Sakai et al., 2021). La famille de chimiokines regroupe
guant a elle des médiateurs cellulaires directement produits sur les sites d’inflammation. Elles sont
responsables du mouvement des leucocytes et de la différentiation des cellules recrutées. De
nombreuses chimiokines ont été identifiées chez les poissons. On compte une centaine de chimiokines
chez le poisson zébre (Danio rerio) dont CXCL8 et CXCL11. De son cOté, la truite arc-en-ciel exprime
entre autres I'lL-8, CXCL14 et CXCL10 (Alejo and Tafalla, 2011). Les interférons sont une famille de
cytokines produits lors d’un signal inflammatoire induit par une infection virale ou bactérienne, ou en
présence de LPS. Chez les mammiferes et les poissons, les interférons de type | tels que I'INF-a jouent
un réle prépondérant dans la réponse immunitaire innée contre les virus. En revanche, les interférons
de type Il, notamment I'interféron gamma (INF-Y), sont principalement impliqués dans la lutte contre
les infections bactériennes. Chez les mammiferes, I'INF-Y est produit par les cellules NK de I'immunité
innée mais aussi par les lymphocytes T CD4 et CD8 de I'immunité adaptative (Cao et al., 2023). Chez les
poissons, sa sécrétion stimule I'expression de géenes codant pour des protéines impliquées dans les
réactions inflammatoires et la production de protéines antivirales qui dégraderont et inhiberont la
transcription de I’ARN viral. C'est notamment le cas des protéines Mx chez le saumon Atlantique et le

cardeau hirame (Paralichthys olivaceus) (Cain and Swan, 2010).

b. L'immunité adaptative

Le systeme immunitaire acquis ou adaptatif est quant a lui dépendant et spécifique des
antigénes des agents infectieux et répond plus lentement que le systéme immunitaire inné. Il permet
aux organismes d’acquérir une mémoire immunitaire qui leur sera bénéfique dans le cas de réinfection
par un agent pathogene identique. Ce systeme est propre aux vertébrés et est essentiellement régi par
des populations de leucocytes agranulaires spécifiques, caractérisées par la faible présence voire
I'absence de granules cytoplasmiques. Au méme titre que chez les vertébrés supérieurs, les
lymphocytes sont les cellules les plus abondantes chez les poissons (70 a 90 % des leucocytes). Chez les
téléostéens, on distingue trois sous-populations de lymphocytes : les lymphocytes B, les lymphocytes T
et les cellules NK-like « Natural Killer » et NCC « non specific cytotoxic cells ». Elles représentent le pilier

de la réponse adaptative. Les lymphocytes B et T sont des cellules-clés impliquées dans la
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reconnaissance d’antigenes spécifiques via des récepteurs propres a chaque population cellulaire

(Lieschke and Trede, 2009; Mokhtar and Abdelhafez, 2021) (Tableau 9, p. 60).

Les lymphocytes B sont des médiateurs de la réponse humorale contre les virus, les bactéries et
les parasites. Leurs récepteurs appelés BCR pour B-cell receptors sont retrouvés sous forme fixe a la
surface des lymphocytes ou sous forme libre (anticorps) dans le milieu extracellulaire. L’activation des
lymphocytes B se fait par la liaison des BCR a un antigene libre ou présenté par une cellule présentatrice
d’antigénes. Une fois activées, ces cellules sécretent des anticorps spécifiques dirigés contre le
pathogéne a éliminer ou se différencient en lymphocytes B mémoires qui répondront de maniere
spécifique dans le cas d’une seconde exposition a I'agent pathogéne. A I'inverse des lymphocytes B des
mammiferes, les lymphocytes B des poissons sont également dotés de la capacité a phagocyter des
agents pathogénes par opsonisation. Les lymphocytes B sécrétent des anticorps spécifiques appelés
immunoglobulines. Il en existe trois formes chez les téléostéens : les immunoglobulines M, D et Z/T. Les
immunoglobulines M (IgM) ont été les premiéres immunoglobulines a avoir été identifiées chez les
poissons. Elles abondent dans le plasma et le mucus sous forme libre, et sont retrouvées a la surface
des lymphocytes B. Les IgM ont un rdole dans I'activation de la voie du complément et induisent les
activités phagocytaires par opsonisation. Les immunoglobulines D (IgD) sont également présentes chez
les poissons téléostéens comme le saumon Atlantique et |a truite arc-en-ciel. Cependant, leurs fonctions
sont encore mal connues chez les poissons. Les immunoglobulines Z/T (1gZ/T) sont des types d’anticorps
spécifiques des poissons osseux tels que le poisson zébre (IgZ) et la truite arc-en-ciel (IgT). Elles jouent
un réle important dans les réponses immunitaires des muqueuses, notamment dans le mucus oU elles
constituent une premiére ligne de défense contre les agents pathogénes qui tentent de pénétrer dans

I'organisme (Abods et al., 2022; Kaattari, 1992).

Les lymphocytes T possedent des récepteurs spécifiques appelés TCR pour T-cell receptors en
anglais. Ces récepteurs sont toujours présents sous forme fixée a la membrane des lymphocytes T.
Contrairement aux lymphocytes B, les lymphocytes T réagissent a des antigenes présentés par des
cellules présentatrices d’antigenes via les complexes majeurs d'histocompatibilité de type | (MHCI) et
de type Il (MHCII), dont la liaison active les réponses adaptatives cellulaires. Chez les téléostéens, il
existe deux sous-populations de lymphocytes T dont la différentiation est induite par des cytokines
générées par les APC. Ces cytokines comprennent notamment les interleukines et les interférons. Les
lymphocytes T CD8 interagissent avec le complexe MHCI et ont des fonctions cytotoxiques permettant
de détruire directement les cellules cibles. Les lymphocytes T CD4 réagissent quant a eux avec le
complexe majeur d’histocompatibilité de la classe Il (MHCII) et peuvent activer d’autres cellules
immunitaires telles que les lymphocytes B. lls peuvent également induire la production de cytokines qui

permet la différentiation d’autres lymphocytes T (Abds et al., 2022; Cao et al., 2023).
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Chez certaines especes de poissons téléostéens comme la barbue de riviere (/ctalurus
punctatus), le poisson zébre et la truite arc-en-ciel, on retrouve également des cellules homologues aux
lymphocytes NK (Natural Killer) des mammiféres. Les cellules NK-like et NCC pour « non specific cytotoxic
cells » en anglais, sont impliquées dans l'induction de I'apoptose spontanée des virus, des bactéries ou
des parasites en les détruisant par un mécanisme de lyse. Ce processus implique principalement des
enzymes telles que les perforines et les granzymes dont le mode d’action est supposé étre similaire a

celui décrit chez les mammiferes (Hay and Slansky, 2022).

c. Les tissus lymphoides

Par définition, les tissus lymphoides regroupent des organes ou résident les lymphocytes et
d’autres cellules immunitaires. Chez les mammiferes comme chez les poissons, les tissus lymphoides
sont catégorisés en organes primaires et secondaires. Chez les téléostéens, le thymus et la partie
antérieure du rein sont considérés comme les principaux organes lymphoides et hématopoiétiques
(Figure 8, p. 53). lls sont spécialisés dans la maturation et le stockage des cellules immunitaires. De par
ses fonctions, le rein des poissons est par ailleurs assimilé a la moelle osseuse des mammiferes. Ces
deux tissus comportent de nombreuses populations de leucocytes dont les lymphocytes T CD4 et CDS,
les lymphocytes B, les mélano-macrophages mais également des cellules a mucus et des cellules a
batonnets. Chez les salmonidés, la rate et la bursa représentent des organes lymphoides secondaires
(Figure 8, p. 53). La pulpe rouge de la rate est composée de cellules endothéliales tandis que la pulpe
blanche comporte des macrophages et des lymphocytes T. De par sa structure, la rate est donc
considérée comme un organe filtreur permettant a l'organisme de se débarrasser des cellules
endommagées, des pathogenes et des toxines. La bursa a une structure analogue aux glandes de
Fabricius des oiseaux et est décrite comme un organe riche en cellules immunitaires enveloppées par
des cellules épithéliales. Chez les oiseaux, les glandes de Fabricius sont le site principal de
développement des lymphocytes B. Chez les poissons, les fonctions de la bursa sont encore mal connues

(Buchmann and Secombes, 2022).

d. Les fissus lymphoides associés aux mugueuses

Chez les mammiferes, les tissus lymphoides associés aux muqgueuses, aussi appelés MALT

pour Mucosal Associated Lymphoid Tissue en anglais, représentent I'ensemble des structures non
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encapsulées dans des organes et composées de cellules et de structures lymphoides. Ces structures
sont dotées de fonctions immunitaires innées et adaptatives et répondent localement a des attaques
pathogénes ou chimiques. On retrouve des sites inducteurs (sites de stimulation des lymphocytes naifs
par un antigene) tels que les plaques de Peyer et les follicules lymphoides ainsi que des sites effecteurs
(sites ol les cellules immunitaires réagissent) tels que les épithéliums et la lamina propria. Chez les
poissons téléostéens, I'utilisation du terme « MALT » reste controversée puisque les tissus associés sont
moins organisés que ceux des mammiféres. Par exemple, les poissons ne possédent ni plaques de Peyer
qui représentent le centre germinal des lymphocytes B et T naifs chez les mammiferes, ni ganglions
lymphatiques. Il est néanmoins suggéré que les structures appelées mélano-macrophages qui sont des
agrégats pigmentés de macrophages présents principalement dans le rein, la rate et |le foie, pourraient
jouer un role similaire a celui des centres germinaux situés dans les ganglions lymphatiques des

mammiféres et des oiseaux (Agius and Roberts, 2003; Steinel and Bolnick, 2017).

Bien que l'immunité mucosale des poissons semble étre plus primitive que celle des
mammiferes, les poissons possedent néanmoins de nombreuses cellules immunitaires au niveau de
leurs épithéliums muqueux, qui semblent impliquées a la fois les fonctions inductrices et effectrices de
I'immunité mucosale. Ces populations cellulaires sont présentes de maniére diffuse dans les
épithéliums. Chez les poissons téléostéens, on retrouve plusieurs catégories de « MALT » diffus : le SALT
« Skin Associated Lymphoid Tissue » situé sur la peau, le NALT « Nasopharynx-Associated Lymphoid
Tissue » associé au nasopharynx ainsi que le GALT « Gut-Associated Lymphoid Tissue » retrouvé au
niveau de la muqgueuse intestinale. Le GIALT « Gill-Associated Lymphoid Tissue » situé a la surface des
branchies fait exception chez les salmonidés car il est considéré comme un tissu lymphoide organisé au
méme titre que chez les mammiféres. Dans cette partie, nous nous intéresserons plus particulierement

au GALT des téléostéens.

A l'inverse des mammiféres qui possedent des structures lymphoides organisées au sein des
épithéliums, le GALT des téléostéens est exclusivement constitué de réseaux diffus au niveau de la
muqueuse intestinale et plus particulierement dans la lamina propria. On y retrouve des populations
cellulaires composées de lymphocytes B, de lymphocytes T, de cellules dendritiques, de macrophages
et de granulocytes. Ces leucocytes sont impliqués dans les attaques pathogénes et interagissent avec le
microbiote intestinal. Au méme titre que les autres MALT, le GALT des poissons sécréte du mucus qui
participe également a I'immunité mucosale de l'intestin. Il constitue d’une part une barriére physique
permettant d’éliminer les pathogenes en les piégeant et d’autre part, une barriere chimique contre les
pathogénes puisqu’il est riche en facteurs humoraux tels que des cytokines, des peptides
antimicrobiens, du lysozyme, des protéases, des peptides antimicrobiens et des anticorps (Salinas, 2015;

Stosik et al., 2023).
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3. Les facteurs nutritionnels modulant I'immunité et la santé des poissons

a. Lejelne

Dans leur milieu naturel, les poissons sont épisodiqguement exposés a des périodes de privation
alimentaire de plusieurs mois au cours de la migration, de la reproduction ou de la saison hivernale
(Martin and Krol, 2017a). Dans un contexte d’élevage, la mise a jeun des poissons est généralement plus
courte et s’étend sur quelques jours a quelques semaines. Elle est recommandée en cas d’épizootie ou
en prévision de manipulations exposant les animaux a un stress. En effet, une période de privation
alimentaire permet de réduire I'utilisation énergétique dédiée a la digestion et au métabolisme
nutritionnel, au profit des fonctions vitales de I'organisme comme le maintien de I'homéostasie
cellulaire et les fonctions immunitaires. Elle est également pratiquée par les éleveurs pour induire une
croissance compensatoire qui engendre une augmentation de gain de poids suite a la restriction

alimentaire (Py et al., 2022).

Chez les poissons, le jeine n’est pas sans conséquences sur le métabolisme (Black and Skinner,
1986; Chen and Luo, 2023), le microbiote intestinale (Xia et al., 2014), la physiologie digestive et
hépatique (Bar, 2014; Krogdahl and Marie Bakke-McKellep, 2005; Martin et al., 2001) ou encore
I'immunité (Martin and Krél, 2017a). Concernant les impacts du je(ne sur I'immunité, les études
conduites chez les poissons se sont plus particulierement focalisées sur 'application de périodes de
jeline pour la prévention de maladies. En effet, la privation alimentaire avant une infection pathogene
peut réduire la mortalité des animaux. C'est notamment ce qui a été observé chez la barbue de riviere
(Lim and Klesius, 2003), le tilapia du Nil (Wang et al., 2019) et le saumon Atlantique (Damsgard et al.,
2004). Damsgard et al. ont évalué les conséquences du jelne sur la mortalité du saumon Atlantique
exposé a une infection par Vibrio salmonicida. Les résultats indiquent que le taux de survie au cours des
4 semaines qui suivent l'infection est considérablement plus élevé chez les poissons maintenus a jeun
apres l'infection (98,8 %) par rapport a ceux nourris (65,4 %). Selon les auteurs, I’hypothese retenue
serait que la privation de nourriture entraine une indisponibilité de certains nutriments essentiels a la
croissance de la bactérie, comme par exemple le fer, ce qui aurait pour conséquence de freiner
I'infection (Damsgard et al., 2004). Une autre étude a évalué la réponse du transcriptome hépatique de
saumons Atlantique mis a jeun ou nourris en amont d’une infection par Aeromonas salmonicida (Martin
et al., 2010). Avant l'infection et comparés aux saumons nourris, les poissons a jeun présentaient une
sous-expression de nombreux facteurs immunitaires incluant des peptides antimicrobiens, le facteur B

du complément et une protéine de phase aiglie sérique, 'amyloide A-5. L'infection de ces poissons a
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entrainé une surexpression de génes codant pour des protéines de phase aigle, telles que I'albumine,
les globines et les apolipoprotéines, ce qui suggere que I'énergie de I'organisme a été réorientée vers

les fonctions immunitaires pour combattre I'infection.

Comme indiqué précédemment, les muqueuses sont impliquées dans les fonctions immunitaires
chez les poissons et leurs réponses sont étroitement liées au statut nutritionnel des animaux et donc,
au jelne. Ainsi, une étude conduite sur le poisson-chat bleu (/ctalurus furcatus) (Li et al., 2014)
démontre que le jeQine peut affecter 'expression du géne iNOS2b. Ce géne est associé a la production
d’oxyde nitrique et représente un marqueur de I'induction de I'activité phagocytaire. Chez cette espéce,
le jelne a également influencé I'expression de génes impliqués dans la réponse immunitaire
(chimiokines, molécules du complément, interférons et précurseurs de sélénoprotéines), dans la
prolifération des cellules caliciformes et la synthese de mucus (mucin-2, mucin-5AC, anterior gradient
protein 2 homolog precursor) ainsi que dans la structure tissulaire (protéines associées au cytosquelette,
myosine, tubuline). Une autre étude conduite sur la barbue de riviere (Liu et al., 2013) indique qu’une
courte période de privation alimentaire diminue I'expression dans les branchies et la peau, de INOS2b,
des chimiokines CCL19, CCLC5a, CXCL10 et CXCL11, des interleukines IL-17 et IL-22, du lysozyme, des
molécules du complément Clqg et C4b, ainsi que du récepteur TLR PGRP6. Le je(ine semble également
altérer les défenses de la truite arc-en-ciel. En effet, un jeline de 4 semaines inhibe |'expression de la
protéinase a-1 et de |'élastase leucocytaire. Ces deux protéines sont étroitement liées et jouent un role
important dans la régulation du systeme immunitaire et la protection cellulaire. En effet, la fonction
principale de la protéinase a-1 est d’inhiber certaines enzymes protéolytiques dont |'élastase
leucocytaire. Dans cette étude, le jeine a aussi réduit I'expression de la transferrine, ce qui peut
favoriser le développement des bactéries pathogenes. En effet, la transferrine est impliquée dans le
transport du fer. Une réduction de cette protéine augmente la disponibilité du fer au profit des bactéries
pathogeénes pour lesquelles le fer est indispensable a leur croissance et a leur survie. A I'inverse, la
surexpression de la glycoprotéine P et de la cytokératine de type Il en réponse au jeline laisse sous-
entendre que le jeline pourrait diminuer la perméabilité cellulaire au niveau intestinal, car ces protéines
sont respectivement impliquées dans le transport des xénobiotiques et le maintien de I'intégrité des

cellules épithéliales (Baumgarner et al., 2013).

Le jeline chez les poissons peut influencer certaines protéines impliquées dans I'adhésion des
entérocytes et la perméabilité intestinale, comme par exemple les protéines de jonctions serrées et les
claudines. Ceci peut entrainer une perte de contact entre les cellules et une voie d’entrée des
pathogénes dans I'organisme (Jutfelt, 2011; Rios et al., 2004). Les cellules caliciformes participent
également au maintien de I'homéostasie intestinale, en produisant du mucus. Le mucus facilite le

passage des nutriments alimentaires dans le tube digestif et protége la muqueuse intestinale des
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composants abrasifs ou de I'entrée de pathogénes. Chez le brochet (Esox lucius) et le silure (Silurus
meridionalis), il a été montré que le nombre de cellules caliciformes dans la muqueuse intestinale

diminuait sensiblement lors d’une période de jeline (Bucke, 1971; Zeng et al., 2012).

Chez les poissons, le jeline peut également affecter les fonctions immunitaires plasmatiques,
suggérant que la privation de nutriments peut induire une défaillance des fonctions immunitaires
humorales. En effet, chez certaines especes de cyprinidés (Barbonymus schwanenfeldii et Carassius
auratus), I'activité plasmatique du complément est sensiblement réduite suite a des jeunes de courtes
ou de longues durées (Eslamloo et al., 2017; Li et al., 2019). La peroxydase plasmatique peut également
étre induite apres quelques jours de jeQine chez les alevins de binni (Mesopotamichthys sharpeyi) et
chez la daurade royale (Najafi et al., 2014; Pascual et al., 2003). En revanche, certains auteurs suggerent
gu’une privation alimentaire dépassant plusieurs semaines peut fortement diminuer I'activité de cette
enzyme en raison d'une fatigue du systeme antioxydant (Morales et al., 2004). Pour ce qui est du
lysozyme, l'effet du jeline sur son activité est trés variable en fonction des especes, du statut
physiologique et de la durée du jeline (Bowden, 2008). Ainsi, une augmentation de [|'activité
plasmatique du lysozyme a été observée aprés une semaine de jeline chez le barbu de Schwanenfeld
(Barbonymus schwanenfeldii) (Eslamloo et al., 2017) tandis qu’un jeline de 43 jours provoque une
diminution du lysozyme chez I'esturgeon chinois (Acipenser sinensis) (Feng et al., 2011). A I'opposé, un
jeline imposé au bar européen, a la daurade rose (Pagellus bogaraveo) et a I'anguille européenne
(Anguilla anguilla) n"a aucun effet sur I'activité plasmatique du lysozyme (Caruso et al., 2011, 2010). On
sait en revanche peu de choses sur I'impact du jeune sur l'activité des antiprotéases si ce n’est qu’elle
augmenterait de maniére significative aprés 21 jours de jeline chez tilapia du Nil (Oreochromis niloticus)
(Sakyi et al., 2020). Par ailleurs, les études évoquant l'activité des antiprotéases se concentrent
principalement sur d’autres tissus que le sang (Eslamloo et al., 2017; Esteban et al., 2020; Irungbam et

al., 2021).

D’autres mécanismes et voies peuvent également étre modifiés par le jeline chez les poissons. Ainsi,
Rios et al. ont montré que la privation de nourriture altérait particulierement les fonctions
hématologiques du patagaye (Hoplias malabaricus). En effet, aprés 240 jours de jeline, ces poissons
étaient atteints de thrombocytopénie (baisse du nombre de thrombocytes dans le sang) et présentaient
une senescence précoce des érythrocytes, suggérant une profonde altération des fonctions de
coagulation (Rios et al., 2005). Chez la truite arc-en-ciel, I'ensemble des génes hépatiques codant pour
des protéines impliquées dans la coagulation sanguine (fibrinogene, plasminogéne, récepteur a

thrombine et antithrombine) sont sous-exprimés apres 3 semaines de jeline (Salem et al., 2007).
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b. Le profil nutritionnel de I'aliment aquacole

Au-dela d’impacter les performances de croissance, un aliment déséquilibré peut entrainer des
carences et vulnérabiliser la santé des organismes. Ainsi, la composition nutritionnelle des aliments
aquacoles fait partie des facteurs susceptibles de moduler et d’affecter les fonctions immunitaires des

poissons (Oliva-Teles, 2012).

Les carences en acides aminés essentiels

Chez les salmonidés, les acides aminés sont impliqués dans le maintien et la stimulation des
fonctions immunitaires humorales et cellulaires. Le glutamate et la glutamine contribuent de fagon
importante au maintien des défenses de I'organisme. Ces acides aminés jouent un rdéle dans le maintien
de I'intégrité du tube digestif en protégeant I'intestin des stress oxydants via la syntheése de I'enzyme
antioxydante glutathion peroxydase (Andersen et al., 2015). Le glutamate participe a I'activation des
lymphocytes T et a la régulation de I'inflammation (Hansen and Caspi, 2010), tandis que la glutamine

joue un role clé dans le métabolisme des cellules immunitaires (Cruzat et al., 2018).

L’arginine est impliquée dans les défenses antioxydantes, la réponse au stress via la production
d’insuline, ainsi que dans les fonctions immunitaires en tant qu’unique précurseur de |'oxyde nitrique
produit par les macrophages (Hoseini et al., 2020). Chez les poissons, I'arginine bénéficie également de
propriétés immunostimulantes car elle est impliquée dans la synthése d’oxyde nitrique. En effet, une
étude démontre qu’une supplémentation alimentaire en L-arginine améliore la survie de la barbue de
riviere au cours d’une infection bactérienne par Edwardsiella ictaluri, suggérant qu’un régime enrichi en
arginine permet d’améliorer la résistance de cette espéce via une synthese plus importante d’oxyde

nitrique par les macrophages (Buentello and Gatlin, 2001).

Plus qu’associés a des effets sur I'immunité, les carences en tryptophane, histidine et méthionine
sont associées a des pathologies telles que des malformations de la colonne vertébrale (scoliose) (Cahu
et al., 2003; Sidransky, 2001), un développement de cataractes (Bjerkas and Sveier, 2004; Waaghg et
al., 2010) et un développement de stéatoses hépatiques (accumulation de triglycérides dans le foie)

(Espe et al., 2010).

Déséquilibre en acides gras polyinsaturés a longue chaine
Les acides gras polyinsaturés n-3 et n-6, en tant que précurseur de certains composés hormonausx,

sont impliqués dans les fonctions immunitaires et les réponses inflammatoires. Les prostaglandines, les
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thromboxanes et les leucotrienes sont des eicosanoides obtenus suite a 'oxydation d’acides gras
polyinsaturés a longue chaine tels que I'acide arachidonique (ARA, n-6) et I'EPA (n-3). Ces hormones
sont des médiateurs des réponses inflammatoires aux niveaux sanguin et vasculaire. Chez ’'Homme,
une consommation excessive de graisses animales issues de viande, de beurre ou de fromage est
souvent associée a une consommation importante d’ARA. Ce déséquilibre est a I'origine d’une synthese
importante de leucotrienes et de prostaglandines ED (PEG2) qui ont des fonctions proinflammatoires
provoquant fievre et douleurs articulaires. D’autres prostaglandines dérivées de I'EPA comme par
exemple PEG3, ont des fonctions anti-inflammatoires. Ainsi, une alimentation composée d’acides gras
oméga 3 tel que I'EPA, tres présent dans les poissons gras, est susceptible de rééquilibrer la réponse
inflammatoire systémique (Yamaguchi et al., 2022). Chez les poissons, le remplacement des huiles de
poisson par des huiles végétales déséquilibre le ratio en acides gras n-3/n6 en faveur des acides gras
omeéga 6. Un ratio faible est responsable de désordres cardiovasculaires et d’une mauvaise résistance
aux infections chez les salmonidés (Bell et al., 1993; Thompson et al., 1996). Chez |la daurade royale, le
remplacement partiel (60 %) de I’huile de poisson par de I'huile végétale (huiles de soja, de colza ou de
lin) provoque une immunosuppression comme en témoignent le réduction de I'activité du complément

et de I'activité phagocytique du rein antérieur (Montero et al., 2003, 1998).

La présence des glucides alimentaires

Bien que certaines fonctions cellulaires et humorales soient modulées lorsque des poissons sont
nourris avec des régimes riches en glucides, les effets restent variables et inconstants en fonctions des
espéces (Lall, 2000). Néanmoins, quelques études s’accordent sur le caractére immunomodulateur des
régimes riches en glucides chez les poissons (Wang et al., 2014; Zhou et al., 2014). On sait également
gue la tolérance des poissons carnivores a des régimes riches en glucides alimentaires est plus faible
que celle des espéces herbivores ou omnivores. Chez les espéces carnivores, les effets négatifs des
glucides sont associés a des pathologies hépatiques et intestinales, ainsi qu’a un déséquilibre des
communautés bactériennes intestinales. Les glucides alimentaires étant mal utilisés par ces especes, la
présence de ces nutriments non digérés dans l'intestin représente un terrain favorable a la prolifération

de bactéries parfois non commensales (Kumar et al., 2005; Villasante et al., 2022).

Carences en minéraux et en vitamines
Les minéraux sont impliqués dans le maintien de fonctions cellulaires, physiologiques et
enzymatiques mais leurs implications dans I'immunité sont encore mal comprises et peu documentées

chez les poissons. Concernant le fer, deux points de vue s’opposent. La premiere suggére qu’une

73



carence en fer pourrait prévenir les infections bactériennes puisqu’il serait moins disponible pour la
prolifération des bactéries. A I'opposé, une carence pourrait prédisposer les poissons a une infection et
une supplémentation en fer entrainerait une meilleure résistance aux maladies. Des aliments équilibrés
ou carencés en fer provoquent des effets variables chez les espéces et ne valident pas
systématiquement I'un de deux points de vue. Par exemple, chez la barbue de riviére, un aliment
contenant des teneurs adéquates en fer peut entrainer une mortalité identique a celle induite par une
carence en fer lors d’une infection bactérienne (Lim and Klesius, 1997). A l'inverse, une supplémentation
en fer n’a pas non plus d’'impact significatif sur la mortalité de cette méme espece apres 14 jours

d’exposition a un pathogéne bactérien (Lim et al., 2000).

La supplémentation en sélénium des aliments aquacoles a gagné en intérét car elle permettrait
d’améliorer la santé des poissons en activant certaines enzymes et protéines comme les sélénoenzymes
et les sélénoprotéines. Le sélénium est par exemple, un composant de la glutathion peroxydase. Il est
donc essentiel a la protection des membranes cellulaires contre les stress oxydants. Chez les
salmonidés, un déséquilibre alimentaire en sélénium entraine une réduction de l'activité de la

glutathion peroxydase et perturbe les fonctions antioxydantes (Khan et al., 2017).

Les informations concernant I'impact d’une carence en vitamines sur les défenses immunitaires sont
limitées chez les poissons car les formulations des aliments aquacoles couvrent généralement les
besoins des animaux a travers I'addition de mélanges vitaminiques. On sait néanmoins que les vitamines
C et E, ajoutées en exces dans I'aliment, sont impliquées dans la résistance aux maladies et aux stress
notamment hypoxiques, thermiques et osmotiques, renforcent les fonctions immunitaires non

spécifiques (facteurs humoraux) et stimulent la cicatrisation des plaies (Oliva-Teles, 2012).

Cc. Les additifs fonctionnels

Les probiotiques et les prébiotiques

Par définition, les probiotiques sont des microorganismes vivants exercant un effet bénéfique direct
sur I'hote tandis que les prébiotiques sont des substances non digestibles utilisées par les
microorganismes intestinaux de I'h6te. De maniére générale, ces additifs fonctionnels sont utilisés pour
leurs bénéfices sur la santé des organismes et notamment pour leur caractére immunostimulant

(Amenyogbe et al., 2020).

Les microorganismes probiotiques les plus étudiés en aquaculture sont les bactéries appartenant au

phylum des Firmicutes telles que les bactéries lactiques (Carnobacterium maltaromaticum, Leuconostoc

74



mesenteroides). D’autres organismes vivants non bactériens comme les levures (Saccharomyces
cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii, ...) et les microalgues (Dunaliella salina,
Isochrysis galbana, Phaedactylum tricornutum, ...) sont également utilisés en tant que probiotiques en
aquaculture. Les organismes probiotiques peuvent étre utilisés sous forme liquide dans les écloseries et
les élevages d’organismes filtreurs alors que les poudres sont directement mélangées aux aliments ou
incorporées a l'eau des bassins. Par ailleurs, I'utilisation d’'un mélange de plusieurs souches de
microorganismes est conseillée et reste plus efficace que I'utilisation d’un probiotique mono-souche.
En aquaculture, les doses d’inclusion de probiotiques varient de 10° & 10'° UFC (« unité formant
colonie ») par g d’aliment mais les doses sont adaptées en fonction de I'espece hote (Ks and Eg, 2021).
Dans la plupart des cas, chez les poissons, les microorganismes probiotiques apportés par I'alimentation
sont capables de coloniser le mucus intestinal et de se fixer aux épithéliums muqueux. Les mécanismes
d’action des organismes probiotiques sont divers. Les effets se manifestent par une meilleure utilisation
et digestion des nutriments, et des activités antagonistes qui ralentissent la prolifération des bactéries,
des virus ou des champignons pathogéniques. Ces activités incluent la production de molécules
inhibitrices, la compétition vis-a-vis des sites d’adhésion des pathogénes et/ou de [|'utilisation des
nutriments. Certains microorganismes possedent également des activités bactériolytiques liées a la
production de substances telles que des bactériocines. De plus, certains probiotiques stimulent les
facteurs cellulaires immunitaires en promouvant la prolifération, les mouvements et l'activité des
lymphocytes, des monocytes et des phagocytes. lls stimulent aussi I'activité de facteurs immunitaires
humoraux parmi lesquels figurent les antiprotéases, le lysozyme, la peroxydase, les activités bactéricides
et I'activité du complément (Chauhan and Singh, 2019; El-Saadony et al., 2021; Hai, 2015; Martinez Cruz
et al., 2012; Rahimi et al., 2022). Les études relatant I'intérét de I'utilisation de probiotiques chez les
poissons sont nombreuses. A titre d’exemple, I'enrichissement d’un aliment a I'aide de Bacillus
velezensis et Latilactobacillus sakei chez la truite arc-en-ciel, améliore les performances de croissance
dés 30 jours d’alimentation et augmente la résistance des poissons face a un stress infectieux
(Aeromonos salmonicida) (Dang et al., 2022). Les auteurs de cette étude ont également observé une
stimulation des voies régulant I'expressions des TLRs et de MyD-88, qui est impliqgué dans la
transduction du signal initié par les TLR. Ceci suggere que |'utilisation de probiotiques peut stimuler
I'activation de certaines voies impliquées dans la réponse aux infections pathogenes. Zhao et al. ont
conduit une étude assez similaire chez la truite arc-en-ciel pour évaluer les bénéfices d’une
supplémentation en B. velzensis ou L. sakei sur la structure de lintestin et les réponses
transcriptomiques et microbiennes du tube digestif chez la truite arc-en-ciel. Les résultats obtenus ont
mis en évidence que les deux souches bactériennes régulaient des voies distinctes au niveau du

transcriptome intestinal mais contribuaient toutes deux a I'amélioration de la structure de I'intestin
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notamment en augmentant la taille des villosités intestinales et en épaississant la couche musculeuse
de l'intestin. Ces modifications se sont également accompagnées d’une augmentation de la richesse et

de la diversité des communautés bactériennes intestinales (Zhao et al., 2023).

Les prébiotiques servent de nutriments pour les microorganismes commensaux du systeme digestif.
Les prébiotiques utilisés en nutrition humaine et animales sont des sucres non digestibles
majoritairement dérivés des plantes, des microorganismes et des champignons, et plus rarement de
produits laitiers. En aquaculture, les prébiotiques majoritairement utilisés sont les B-glucanes, les
mannan-oligosaccharides (MQS), les fructo-oligosaccharides (FOS) dérivés de I'inuline (Song et al., 2014)
et les galacto-oligosaccharides (GOS). Leurs interactions avec le microbiote sont néanmoins microbe-
spécifiques et leur inclusion dans les aliments est la plupart du temps inférieure a 10 %. lls peuvent étre
bénéfiques pour la croissance, améliorer I'efficacité alimentaire, stimuler le systeme immunitaire et
améliorer la résistance aux agents pathogenes (Mohan et al., 2019; Wee et al., 2022). Chez la truite arc-
en-ciel, I'étude d’Amani Denj et al., démontre que 'ajout de 1 g de MOS par kilogramme d’aliment
commercial a base de farine et d’huile de poissons améliore les performances de croissance et
I'utilisation de I'aliment. Cette supplémentation en MOS stimule également la production de
lymphocytes sanguins (Amani Denj et al., 2015). Chez cette méme espéce, |'association de MOS et de
B-glucanes a hauteur de 2 g/kg d’aliment peut également entrainer une surexpression du lysozyme et
de la cytokine TNF-a dans le rein antérieur. Cette étude met aussi en avant une augmentation de
plusieurs facteurs immuns humoraux dont le lysozyme, l'activité du complément et |'activité
bactéricide. Enfin, I'’étude démontre que le régime supplémenté en prébiotiques améliore la survie de

la truite suite a I'exposition a la bactérie gram négatif Aeromonos hydrophila (Yar Ahmadi et al., 2014).

Les immunostimulants

A linverse des pré- et des probiotiques, les immunostimulants sont des composés qui agissent
directement sur les fonctions immunitaires sans nécessairement interagir avec le microbiote intestinal.
En aquaculture, les immunostimulants sont utilisés chez les poissons, les crustacés et les mollusques
(Harikrishnan et al., 2011). Ces composés restent néanmoins onéreux a cause des procédés techniques
nécessaires pour obtenir des produits ultra-purs. Par conséquent, leur inclusion en tant qu’additif
fonctionnel dans les régimes aquacoles reste faible (gamme d’inclusion comprise entre <1 % et 10 %
maximum) (Tacchi et al., 2011). Les immunostimulants peuvent provenir de différentes origines. On
retrouve par exemple, les alginates extraits des algues marines (Vallejos-Vidal et al., 2016), les extraits
de plantes tels que le thé (Van Hai, 2015), le gingembre (Elumalai et al., 2021), I'ail (Labh and Shakya,

2014) et le thym (Orso et al., 2022), ou encore les glucanes et les nucléotides dérivés des levures (Ringoe
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et al., 2011). Les extraits végétaux sont riches en métabolites secondaires bioactifs comme notamment
les saponines, les phénols, les tanins et les alcaloides. L'introduction de ces extraits en faible quantité
dans les aliments aquacoles est connue pour moduler I'expression de génes impliqués dans I'immunité,
augmenter les fonctions immunitaires du mucus et du plasma, ainsi que la réponse a des stress (Tadese

et al., 2022).

Au-dela de leur richesse en EPA et en DHA, les algues marines posseédent des propriétés
immunostimulantes, et c’est pourquoi leur utilisation en tant qu’additif fonctionnel a gagné en intérét
en aquaculture. Les algues sont riches en nutriments qui sont essentiels au maintien des fonctions
immunitaires mais contribuent également a stimuler 'immunité des poissons. C'est notamment ce qui
a été observé chez la daurade royale nourrie pendant 4 semaines avec un aliment commercial enrichi
avec un lyophilisat de microalgue benthique Navicula sp a hauteur de 100 g par kilogramme d’aliment.
Chez cette espece, I'inclusion de cette microalgue dans I'alimentation induit une surexpression de génes
intestinaux impliqués dans la régulation des mécanismes proinflammatoires (interleukine 8 et
interleukine 1-B), dans le transport du fer (transferrine), dans la réduction de la toxicité intestinale
(cyclooxygénase 2) ainsi que dans la perméabilité de la barriere intestinale. En effet, le régime enrichi
en microalgue Navicula sp stimule I'expression de I'occludine, une protéine clé des jonctions serrées de
les entérocytes (Reyes-Becerril et al., 2013). Chez le turbot (Psetta maxima L.), I'utilisation d’extraits de
microalgues en tant qu’additif fonctionnel stimule I'activité phagocytaire et pourrait étre bénéfique en
cas d’exposition a un pathogene. Cet effet serait principalement lié a la présence de polysaccharides

dans les microalgues (Castro et al., 2004).

L'utilisation d’extrait de feuilles de thé en aquaculture se référe aux bénéfices observés en médecine
humaine et animale. Ces bénéfices sont notamment liés a la richesse en composés bioactifs des extraits
de feuilles de thé, notamment les polyphénols, les vitamines et les minéraux. L'inclusion de thé sous
forme séche ou d’extrait dans I'alimentation a été évaluée chez diverses especes aquacoles et les études
confirment les propriétés immunostimulantes de ces extraits. Par exemple, chez des tilapias du Nil
juvéniles, I'ajout de 2 g d’extrait de feuilles de thé (Camellia sinensis) par kilogramme d’aliment conduit
a une augmentation significative de la réponse immunitaire plasmatique. Cette augmentation se traduit
par une hausse des activités du lysozyme, de la peroxydase et du complément alternatif. De plus, la
réponse immunitaire du mucus et de la peau est également améliorée avec une augmentation de
I'activité du lysozyme et de la peroxydase. Apres 8 semaines d’alimentation, les tilapias de cette étude
ont été injectés par voie intrapéritonéale avec une solution de streptocoques B (Streptococcus
agalactiae). Les poissons nourris avec le régime contenant 0,2 % d’extrait de feuilles de thé présentaient
un taux de survie plus élevé (83 %) que ceux nourris sans extrait de feuilles de thé (33 %) (Van Doan et

al.,, 2019). Une étude réalisée chez le sébaste Coréen (Sebastes schlegelii) nourri avec un régime
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supplémenté en extrait de thé vert pendant 8 semaines a également montré que ['utilisation d’extrait
de thé en tant qu’additif fonctionnel pouvait améliorer la réponse immunitaire sérique ainsi que la
récupération suite a des stress. En effet, les juvéniles alimentés avec un régime supplémenté avec 5 %
d’extrait de thé présentaient une augmentation de I'activité plasmatique du lysozyme, une meilleure
récupération aprés une anesthésie (2-phenoxyethanol), ainsi qu’une mortalité plus faible suite a

I'exposition des poissons a I'air libre pendant 15 min (Hwang et al., 2013).

Les bénéfices d’extraits de gingembre, d’ail et de thym ont également été évalués dans
I'alimentation des espéces aquacoles. Chez la truite arc-en-ciel, I'ajout de 2,5 ou 5 g d’extrait de
gingembre (Zingiber officinale) par kilogramme d’aliment induit une augmentation de I'activité du
lysozyme, de la phosphatase alcaline et de la protéase dans le mucus, suggérant une amélioration de
I'activité immunitaire du mucus de la peau (Shaluei et al., 2017). Chez les mammiféres, les propriétés
antiparasitaires, antivirales et immunostimulantes de I'ail ne sont plus discutables. Ses composants
organosulfurés comme Iallicine, ses polysaccharides et ses fructanes stimulent les fonctions
immunitaires, la prolifération des lymphocytes et I'activité phagocytaire. Par ailleurs, son utilisation dans
I’alimentation est particulierement efficace pour lutter contre les nématodes en aquaculture (Lee and
Gao, 2012; Valenzuela-Gutiérrez et al., 2021). Apres 30 jours d’alimentation enrichie en extrait d’ail
(Allium sativum), le barramundi (Lates calcarifer) présente une réduction significative de l'intensité
d’une infection parasitaire par Neobenedenia sp. Cette réduction semble étre attribuée en grande partie

a la présence d’allicine connue pour ses propriétés antiparasitaires (Militz et al., 2013).

Les huiles essentielles de thym sont riches en thymol. Chez les poissons, elles sont connues pour
leurs propriétés antioxydantes, antibactériennes, antivirales, antiparasites et antifongiques. De plus,
elles présentent des bénéfices sur les fonctions hématobiochimiques telles que la stimulation des
cellules immunitaires sanguines (Alagawany et al., 2021). Chez la truite arc-en-ciel, Hoseini et Yousefi
ont montré que la supplémentation en extrait de thym (Thymus vulgaris) (5, 10 et 20 g/kg d’aliment)
augmente significativement les fonctions antioxydantes intestinales ainsi que l'activité de certains
parametres plasmatiques impliqués dans I'immunité innée. Ainsi, aprés 2 semaines d’alimentation, les
truites arc-en-ciel nourries avec les régimes supplémentés en extrait de thym affichent une
augmentation de l'activité intestinale de la glutathion peroxydase, des activités plasmatiques du
lysozyme et de la voie alternative du complément, ainsi qu’une augmentation de la quantité de
lymphocytes sanguins (Hoseini and Yousefi, 2019). Un essai conduit sur la truite arc-en-ciel a également
évalué les bénéfices de I'ajout d’huile essentielle de thym (0,5 mL par kilogramme d’aliment) sur la
résistance a une infection de 10 jours avec une bactérie gram négatif (Aeromonas hydrophila). Aprées
deux mois d’alimentation, les poissons ont donc été exposés a Aeromonas hydrophila pendant 10 jours.

A'la fin du challenge bactérien, les poissons préalablement nourris avec le régime supplémenté en huile
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essentielle de thym présentaient un taux de survie supérieur (30 %) a ceux nourris avec le régime non
supplémenté (10 %) (Zargar et al., 2019). L'utilisation d’extrait de feuilles de thym (Thymus linearis) a
également montré son efficacité dans la lutte contre les infections cutanées d’origine fongique telles
gue la saprolégniose. Dans cette étude, Saprolegnia parasitica a été isolée a partir d’'une espéce de
cyprinidés (Tor putitora) infectée. L'oomycete a été incubé avec des graines de chanvre stérilisées
pendant 16 heures puis exposées a différentes concentrations d’extrait de feuilles de thym, allant de
0,02 a 10,24 mg/mL, pendant 24 heures. Le suivi de la croissance hyphale de I'oomycéte a permis de
mettre en évidence que I'ensemble des concentrations permettaient de réduire significativement le
développement de Saprolegnia parasitica comparé au groupe non traité, avec les meilleurs résultats

observés pour les concentrations les plus élevées (5,12 et 10,24 mg/mL) (Shah et al., 2021).

Les B-glucanes sont des polysaccharides reliant des molécules de glucose par des ponts B-
glycosidiques. On les retrouve dans les parois cellulaires des plantes (blé, orge, échinacées, ...), des
levures du genre Saccharomyces, des algues laminaires et des champignons comme le shiitake (Lentinus
edodes) et le polypore en touffe (Grifola frondosa). Les effets immunomodulateurs des B-glucanes ont
d’abord été montrés chez les mammiferes (Di Luzio, 1985). Depuis, leur utilisation s’est étendue aux
espéces aquacoles et de nombreuses études dépeignent leurs propriétés immunostimulantes. Les B-
glucanes jouent un réle dans l'activation des facteurs impliqués dans I'immunité innée et adaptative.
Chez les mammiféres et les poissons, ils se lient par exemple aux macrophages et a certaines
populations de lymphocytes telles que les neutrophiles et les cellules NK, par le biais de récepteurs
spécifiques (récepteurs toll et dectine-1). lls stimulent les activités cellulaires notamment la
phagocytose, la production de cytokines et le traitement des antigénes (Gantner et al., 2003; Herre et
al., 2004; Meena et al., 2013). Aujourd’hui, les B-glucanes sont les principaux immunostimulants utilisés
en aquaculture dans le cadre de la gestion des maladies. lls peuvent étre administrés par balnéation,
par voie intrapéritonéale ou dans I'aliment. Bien que l'injection intrapéritonéale de B-glucanes soit
décrite comme la méthode d’administration la plus efficace, elle reste inapplicable chez les larves, les
alevins et les organismes filtreurs ainsi qu’en élevage. L’administration de B-glucanes par balnéation est
néanmoins souvent inefficace comme cela a été montré chez la truite arc-en-ciel (Zhang et al., 2009).
L’administration orale de B-glucanes via I'alimentation reste donc la voie la plus répandue pour des
raisons pratiques. Une étude comparative des trois voies d’administration a été réalisée chez la carpe
commune (Cyprinus carpio) afin d’évaluer le taux de survie et la réponse immunitaire des poissons, suite
a un challenge pathogene avec Aeromonas hydrophila injecté par voie intrapéritonéale. Différentes
concentrations de B-glucanes couplées a du LPS ont été administrés aux jours 1, 7 et 14 par balnéation,
par voie intrapéritonéale ou par voie orale, et les poissons ont été challengés au jour 16 avec I'injection

de la bactérie. Les résultats ont montré que les administrations du mélange B-glucanes/LPS par voies
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orale et intrapéritonéale avaient significativement augmenté la survie des poissons comparées aux
carpes traitées par balnéation. L'amélioration des taux de survie a été corrélée a une augmentation des
neutrophiles et des monocytes sanguins, ainsi qu’a une augmentation de ’activité des macrophages via
la production d’ion superoxyde. Néanmoins, I'administration par injection intrapéritonéale s’est avérée
étre la méthode la plus efficace (Selvaraj et al., 2006). Chez le mérou a taches oranges (Epinephelus
coioides) et la truite arc-en-ciel, I'inclusion de 0,2 % de B-glucanes d’origine fongique et levurienne dans
I’aliment a permis d’améliorer la résistance des poissons a Vibrio alginolyticus et Aeromonas salmonicida
(Chang et al., 2013; Ji et al., 2020). Chez le mérou a taches oranges, I'amélioration du taux de survie (80
% contre 55 % pour le groupe controle) suite a I'exposition a la bactérie gram négatif a été attribuée a
la stimulation de I'immunité innée humorale et cellulaire. Cette stimulation immunitaire s’explique par
une augmentation des activités plasmatiques du lysozyme et du complément, ainsi qu’une induction de
I'activité phagocytaire et de I'explosion oxydative. Chez la truite arc-en-ciel, I'étude transcriptomique
de la rate, organe impliqué dans les réponses immunitaires, a permis de mettre en évidence les voies
potentiellement stimulées par I'inclusion de B-glucanes dans I'aliment. Les génes différentiellement

exprimés étaient associés a la voie du complément, a la cascade de coagulation, aux récepteurs toll-like,

a la voie NFkB, au traitement et a la reconnaissance des antigenes, ainsi qu’a |'activation plaquettaire.

En aquaculture, 'utilisation de nucléotides en tant qu’additifs fonctionnels s’est développée a
partir des années 2000. Les nucléotides sont composés d’une base azotée (purique ou pyrimidique),
d’un sucre et d’un acide phosphorique, et sont les molécules constitutives du matériel génétique. Les
nucléotides sont retrouvés dans les matiéres premieres riches en protéines tels que les farines de
poissons (74 mg/kg), le lactosérum (282 mg/kg), les farines de sang séché (55 mg/kg) et les farines
d’insectes dégraissées (482 mg/kg). On les retrouve également dans les organismes unicellulaires tels
que les levures et notamment Saccharomyces pastorianus chez qui les nucléotides représentent 71 a
88 % des acides nucléiques (Vieira et al., 2013). Chez les poissons, I'inclusion de nucléotides dans les
aliments aquacoles s’est avérée bénéfique pour la santé intestinale, pour stimuler les défenses
immunitaires innée et adaptative et pour améliorer la réponse aux stress (Hossain et al., 2020). Bien
gue les mécanismes d’action des nucléotides n’aient pas encore été élucidés, les nucléotides n’en
restent pas moins des constituants importants au bon fonctionnement de nombreux mécanismes
cellulaires et notamment ceux associés a I'immunité. Chez la souris, une restriction en nucléotides
alimentaires réduit la capacité des animaux a répondre a des challenges infectieux. Ceci se traduit par
une réduction des réponses leucocytaires, suggérant que les nucléotides sont essentiels au bon
fonctionnement du systéme immunitaire (Carver, 1994). Chez les poissons, on sait que l'inclusion
exogéne de nucléotides dans I'aliment du turbot (Scophthalmus maximus) stimule I'expression de genes

impliqués dans les réponses immunitaires spécifiques dans les branchies et la rate (immunoglobuline M
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et activateur de recombinaison RAG-1), mais également innées dans le rein (IL-1B) (Low et al., 2003).
Des observations similaires chez le tilapia du Nil démontrent gu’une alimentation riche en nucléotides
stimule I'expression intestinale de genes codant pour des cytokines telles que I'lL-16, I'IL-10B et TNF-q,
ainsi que les réponses immunitaires cellulaires et humorales au niveau plasmatique. Comparés aux
poissons nourris avec le régime contrdle non supplémenté, les tilapias nourris avec une alimentation
supplémentée en nucléotides présentaient des différences plasmatiques notables. Leurs taux de
lymphocytes et de granulocytes étaient plus élevés tout comme leurs activités bactéricides, du
lysozyme, de l'antiprotéase et d’enzymes antioxydantes. Ces poissons affichaient également des
teneurs en oxyde nitrique et en immunoglobuline M plus importantes. Les auteurs ont par ailleurs
suggéré que le renforcement des facteurs immuns cellulaires et plasmatiques pourraient expliquer la
réduction de la mortalité de ces poissons apres une exposition a Aeromonas sorbria (Reda et al., 2018).
Chez les poissons, la morphologie de I'intestin peut aussi étre affectée par l'inclusion de nucléotides
dans les régimes. C'est notamment ce qui a été montré par Burrells et al. chez le saumon Atlantique
(Burrells et al., 2001b), par Cheng et al. chez les tambours rouges (Sciaenops ocellatus) (Cheng et al.,
2011) et par Hossain et al. chez la daurade Japonaise (Pagrus major) (Hossain et al., 2016). Dans ces
études, les poissons nourris avec les régimes supplémentés en nucléotides présentaient une
augmentation de la taille des villosités intestinales. Les effets des nucléotides sur la morphologie de la
muqueuse intestinale chez les poissons sont encore mal compris mais certaines études sur le rat
(Savaiano and Clifford, 1978) et la souris (Burridge et al., 1976) suggérent que leur hydrolyse lors de la
digestion augmenterait 'assimilation de nucléosides, forme préférentiellement incorporées dans les

tissus.
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PARTIE 3

La levure : un candidat « multifonction » idéal pour
améliorer |'efficacité des régimes sans farine de poissons ?

En alimentation animale, I'utilisation d’additifs fonctionnels est devenue trés intéressante dans
le cadre de I'amélioration de la santé et de la prévention des maladies. Leurs bénéfices ont été montrés
chez la plupart des animaux d’élevage (Burdick Sanchez et al., 2021; Vohra et al., 2016) incluant les
poissons (Agboola et al., 2021). La levure se place aujourd’hui en tant qu’additif fonctionnel de taille de
par ses nombreuses propriétés. La levure posséde un profil nutritionnel intéressant et est également
riche en composés immunostimulants. C'est notamment pour cela qu’elle peut étre utilisée en tant que
macro-ingrédients sous sa forme entiére, ou sous la forme de dérivés en tant qu’'immunostimulant. En
nutrition aquacole, I'utilisation de la levure s’integre également dans le contexte de réduction de
I'impact environnemental du secteur puisque sa production est plus durable comparée a d’autres
ingrédients utilisés dans la formulation des aliments aquacoles (Jannathulla et al., 2019; Matassa et al.,

2016).

Qu’elle que soit la forme utilisée, la levure semble donc étre un candidat « multifonction » idéal
pour améliorer |'efficacité des régimes a base de matieres premieres alternatives chez les poissons
d’élevage. Cette partie sera introduite par quelques généralités historiques et biologiques sur la levure.
Afin de mieux comprendre lintérét de leur utilisation en nutrition aquacole, les propriétés
nutritionnelles des levures et de leurs dérivés seront ensuite détaillées. Enfin, les applications et les

bénéfices de leur utilisation en aquaculture seront évoqués a travers des exemples concrets.
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1. Geénéralités sur la levure

Les premiéres observations scientifiques de levures ont été réalisées a la fin du 17¢™ siécle par le
microbiologiste néerlandais Anton van Leeuwenhoek. La levure est un microorganisme eucaryote
unicellulaire d’origine fongique. Les levures sont composées d’une paroi cellulaire riche en mannanes,
en glucanes et en protéines, et qui entoure la membrane plasmique. La paroi cellulaire et la membrane
plasmique enferment la fraction cytosolique ou baignent le noyau et les organites c’est-a-dire les
mitochondries, le réticulum endoplasmique, les ribosomes et les vacuoles (Figure 12, p. 84). Les levures
regroupent environ 60 genres et 500 especes mais Saccharomyces cerevisiae, plus communément
appelée « levure de biere », est I'espece la plus connue (Shurson, 2018). Elle se multiplie de maniere
végétative par bourgeonnement a partir d’une cellule haploide. Sur la Figure 12, I'annotation « bud »
représente un bourgeon en formation. En fonction des espéces, une cellule de levure ou un bourgeon

levurien peut produire de 10 a 33 cellules filles (Jacques et al., 2003).

En 1857, Louis Pasteur découvre le métabolisme de fermentation anaérobique chez la levure, aussi
appelée fermentation alcoolique. Il s’agit d’un processus biochimique durant lequel du glucose est
transformé en éthanol et en dioxyde de carbone en I'absence d’oxygene. Bien avant de connaitre les
processus précis de la fermentation, les Hommes utilisaient déja les levures afin de confectionner des
boissons alcoolisées (biére, vin, cidre, kéfir...) et du pain (panification) (Barnett and Barnett, 2011).
Néanmoins, la levure commerciale n’est apparue qu’entre 1780 et 1790 en Angleterre, aux Pays-Bas et
en Allemagne. A partir de 1920, I'essor de la boulangerie industrielle a conduit a la production a grande
échelle de levures. La sélection de souches performantes et I'amélioration des processus de
fermentation, de transformation et de séchage ont ensuite permis d’augmenter les capacités de
production. Aujourd’hui, les industriels sont capables de proposer des processus de transformation

permettant d’obtenir des produits de qualité et diversifiés.

La production anaérobique de levure est réalisée dans des bioréacteurs allant jusqu’a plusieurs
centaines de m? dans lesquels sont injectés de la mélasse et de 'ammonium en tant que substrat de
fermentation. En fonction du produit recherché, la levure entiére peut étre isolée puis séchée, ou lysée
pour récupérer des fractions spécifiques. Les techniques de lyse peuvent étre mécaniques ou non
mécaniques. Dans la lyse mécanique, on retrouve par exemple le broyage sur billes et la lyse par
ultrasons. La lyse non-mécanique concerne par exemple la lyse thermique, 'utilisation de détergents,
I"application d’un courant électrique et I'autolyse enzymatique (Puligundla et al., 2020). Les fractions
pariétales et cytosoliques sont ensuite séparées par centrifugation et concentrées (Figure 13, p. 84)

(George et al., 1998; Lahue et al., 2020; Roques, 2019).
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Aujourd’hui, les levures sont toujours utilisées pour de multiples applications. Elles sont exploitées
par la recherche fondamentale pour des études de génomiques et pour élucider des mécanismes
moléculaires. Dans lindustrie pharmaceutique, elles servent a [I'extraction de composés
pharmaceutiques et a la production de probiotiques. L'industrie agroalimentaire les utilise pour la
synthese d’aromes et la dégradation de polluant. Enfin, les levures sont employées pour la production

de biocarburants a base d’éthanol (Johnson and Echavarri-Erasun, 2011; Nielsen, 2015).
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Figure 12 Schéma de I'organisation cellulaire d’une levure (schéma issus de Jacques et al., 2003).
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Figure 13 Etapes de la production industrielle de la levure Saccharomyces cerevisiae et de ses dérivés

(adapté de Roques, 2019).
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2. Les propriétés nutritionnelles des levures et de leurs dérivés

a. Propriétés nutritionnelles des levures entieres

La composition des levures entieres peut varier en fonction de la souche, du substrat utilisé
durant la fermentation ainsi que de la phase de croissance cellulaire (Martinez-Force and Benitez, 1995).
Les profils nutritionnels moyens des trois principales souches de levures utilisées en aquaculture sont

décrits dans le Tableau 10 (p. 88).

Les compositions en cendres, protéines et énergie de S. cerevisiae, C. utilis et K. marxianus sont
sensiblement similaires. Chez ces espéces, les teneurs moyennes en protéines s’élevent a 50,1 % et sont
proches de celles retrouvées dans les farines de soja (40 a 54 %). Les teneurs en lipides et en amidon
sont faibles (inférieures a 5 % pour les lipides et inférieures a 4 % pour I'amidon), en particulier pour K.
marxianus dont les teneurs en lipides et en amidon ne dépassent pas les 0,8 % (Agboola et al., 2021;
@verland and Skrede, 2017; Shurson, 2018). Les trois souches possédent des teneurs moyennes en
cendre et en énergie brute qui s’élevent respectivement a 7,8 %, et 1,9 %. Par ailleurs, les levures
représentent une source intéressante de minéraux tels que le phosphore, le calcium et le sélénium ainsi
que de vitamines B telles que les riboflavines, les pyridoxines, les niacines et les acides pantothéniques

(Bekatorou et al., 2006; @verland and Skrede, 2017).

Comparés aux ingrédients d’origines végétales et animales, les acides nucléiques (acides
ribonucléiques, oligonucléotides et nucléotides) sont retrouvés abondamment chez les levures. Cette
caractéristique est propre aux microorganismes a croissance rapide. Comparées a celles des bactéries
(8 @15 %), les teneurs en acides nucléiques des levures restent néanmoins plus faibles (5 a 10 %) (Jach
et al.,, 2022; Jannathulla et al.,, 2021). Chez les Humains, une consommation élevée d’acides
ribonucléiques est toxique puisque I'adénine et la guanine sont métabolisées en acide urique,
provoquant des pathologies telles que la goutte et des calculs rénaux. Ainsi, les produits levuriens
utilisés en nutrition humaine sont généralement traités enzymatiquement pour réduire le taux d’acides
nucléiques (Takalloo et al., 2022). Lorsque la levure est utilisée pour la nutrition humaine, les teneurs
en acides nucléiques ne doivent pas dépasser 3 %. Chez la plupart des animaux, les acides nucléiques

ne semblent pas étre toxiques mais plutét bénéfiques (Bratosin et al., 2021).

La Figure 14 (p. 89) compare les profils moyens en acides aminés des farines de poisson, de la farine
de soja, de coproduits animaux et de la levure. De maniére générale, les teneurs en acides aminés des
levures sont inférieures a celles retrouvées dans la farine de poisson, dans la farine de soja et dans les

coproduits animaux. Si I'on compare les profils en acides aminés des levures a celui de la farine de
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poissons, on constate que les teneurs en cystéine, tyrosine, thréonine et tryptophane sont proches,
mais celles de I'arginine, de I'histidine, de I'isoleucine, de la leucine, de la lysine, de la méthionine, de la
phénylalanine et de la valine sont plus faibles. Les souche S. cerevisiae et K. marxianus présentent des
teneurs en méthionine supérieures a C. utilis, mais S. cerevisiae reste déficiente en lysine comparée aux
deux autres souches (Tableau 10, p. 88). Néanmoins, I'inclusion de levures dans un aliment aquacole
peut couvrir les besoins en acides aminés essentiels de la plupart des especes aquacoles carnivores,

incluant la truite arc-en-ciel (Tableau 2, p. 23).

b. Propriétés nutritionnelles et bioactives des fractions pariétales et cytosoliques

des levures

Les fractions pariétales et cytosoliques de la levure sont obtenues lors du processus industriel
de lyse de la cellule entiére (Figure 13, p. 84). La fraction pariétale comprend les parois des levures riches

en polysaccharides, tandis que la fraction cytosolique comprend les contenus intracellulaires.

De maniere générale, la fraction pariétale des levures représente 15 a 32 % du poids sec de la
levure entiére. Cette paroi est composée de 85 a 90 % de polysaccharides et de 10 a 15 % de protéines.
Les B-glucanes et les mannanes sont les polysaccharides les plus abondants dans la paroi des levures.
lls représentent respectivement 55 % et 30 % des polysaccharides pariétaux. La paroi est organisée en
deux couches (Figure 15, p. 89). La couche interne (proche de la membrane plasmique) est
principalement composée de B-glucanes dont le squelette comprend des résidus de glucose reliées
entre eux par des liaisons B-1,3 et ramifiés par des liaisons B-1,6 auquel sont reliés des mannoprotéines
et de la chitine par des liaisons B-1,4. La chitine est retrouvée en faible quantité (< 2 %). La couche
externe est quant a elle majoritairement composée de mannanes, constitués d’unités de mannoses,
reliés a des mannoprotéines (Aguilar-Uscanga and Francgois, 2003; Nguyen et al., 1998; Ribeiro et al.,
2022; Shurson, 2018). Les propriétés immunostimulantes des B-glucanes et des mannanes sont décrites

dans la section « Les immunostimulants » (p. 76).

La fraction cytosolique, également appelée « extrait de levure », comporte également des
glucides tels que le glycogéne et le tréhalose, qui constituent des réserves d’énergie de la levure. Chez
S. cerevisiae, le glycogene représente 16 a 20 % et le tréhalose 6 a 10 %. Les extraits de levure sont
pauvres en lipides (< 1 %). A I'inverse de la fraction pariétale, la partie cytosolique des levures est
intéressante pour sa richesse en protéines qui en moyenne, est supérieure a 70 % (Shurson, 2018).

Comme l'indique la Figure 16 (p. 90) et I'étude de Vieira et al. (2019), I'isolement de la fraction
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cytosolique permet également d’obtenir un produit enrichi en certains acides aminés essentiels,
comparé a la levure entiere. En effet, les teneurs en arginine, en histidine, en méthionine et en cystéine
sont supérieures, et les teneurs en isoleucine restent similaires a celles retrouvées dans la levure
entiere. On observe néanmoins une légere déficience en leucine, lysine, tyrosine, thréonine et valine
(Vieira et al., 2019). Au-dela de leurs teneurs élevées en protéines et en acides aminés, les extraits de
levure sont également riches en composants bioactifs. Comme évoqué précédemment, les levures sont
riches en acides nucléiques et par extension en nucléotides (Tableau 10, p. 88). Par exemple, les levures
contiennent entre 5 et 10 % d’acides nucléiques, représentant 23 mg de nucléotides/g d’extrait de
levure, contre 2 % dans la viande et 0,4 % dans les farines de poissons (Dancey et al., 2006; Gamboa-
Delgado and Marquez-Reyes, 2018). Certains nucléotides retrouvés dans la levure, tels que la guanosine
monophosphate et la guanine monophosphate, stimulent le systeme olfactif et gustatif. En effet, les
extraits levuriens étant riches en nucléotides et en acide glutamique (12,4 g/100g de protéines)
(@verland and Skrede, 2017), leur utilisation en nutrition confére un caractére appétant aux produits.
C'est notamment pour cela que les extraits de levures ont initialement été utilisés par I'industrie agro-
alimentaire en tant qu’exhausteur de go(t (Alim et al., 2020). Les nucléotides sont également associés
a des propriétés immunostimulantes, notamment démontrées chez les poissons (voir la section « Les
immunostimulants », p. 76). Les extraits de levure sont également tres riches en petits peptides dont la
taille est inférieure a 3 kDa. Leurs propriétés sont diverses. En santé humaine, animale et végétale, les
peptides levuriens sont associés a des activités antiprolifératives (inhibition de la prolifération de
cellules cancéreuses), antihypertensives (inhibition de I'activité de I'enzyme de conversion de
I’angiotensine, réduction de la pression sanguine), antidiabétiques (inhibition de I'activité de I'a-
amylase salivaire et de I'a-glucosidase intestinale), antivieillissantes (augmentation de I’élasticité de la
peau, stimulation de la cicatrisation), antioxydantes (stimulation de I'activité d’enzymes liés au stress
oxydant, inhibition de I'oxydation des lipides) et antimicrobiennes (liaison aux membranes anionigques
des pathogénes via une interaction électrostatique) (Mirzaei et al., 2021; Oliveira et al., 2022; Puligundla

et al., 2020; Vieira et al., 2019)
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Tableau 10 Composition nutritionnelle moyenne des principales espéces de levure utilisées en

aquaculture (Agboola et al., 2021; @verland and Skrede, 2017; Shurson, 2018).

Composition (%) Saccharomyces Candida utilis Kluyveromyces
cerevisiae marxianus
Matiere seche 93,1 94,3 94,3
Cendres 7,2 8,4 7,9
Protéine brute 47,8 48,7 53,8
Lipides brutes 4,3 2,2 0,8
Energie brute 1,8 1,9 2,1
Amidon 2,8 3,7 0,8
Acides nucléiques totaux 5,4 10,4 10,6

Acides aminés essentiels

Arginine 3,2 51 4,1
Histidine 1,5 1,8 1,7
Cystéine 0,8 0,8 0,6
Isoleucine 3,1 4,1 4,0
Leucine 3,1 6,2 6,4
Lysine 4.6 6,9 6,8
Méthionine 1,3 1,1 1,3
Phénylalanine 2,8 3,6 3,9
Thréonine 3,2 4,6 5,0
Tryptophane 0,8 1,4 1,0
Tyrosine 3,7 3,1 3,2
Valine 3,7 5 4,6
Minéraux
Calcium (g/kg) 0,7 2,7 0,5
Phosphore (g/kg) 11 15 15
Sélénium (mg/kg) 0,12 <0,04 <0,04

! Compositions des levures entiéres
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Tryptophane Isoleucine
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Tyrosine Lysine
Phénylalanine Méthionine
Cystéine
Farines de poisson  ~— Coproduits d'animaux terrestres Farines de soia

Levures entiére

Figure 14 Profils moyens des principaux acides aminés (en g/100g de protéines) de la farine de
poisson, de plusieurs coproduits d’animaux terrestres (farines de viande, de sous-produits de volaille
et de sang), de la farine de soja et de trois levures entiéres (S. cerevisiae, C. utilis, K. marxianus)

(Agboola et al., 2021; Cho and Kim, 2011; @verland and Skrede, 2017; Shurson, 2018).

Couche externe

Couche interne

Membrane plasmique

® - O

B-1.3-glucane B-1,6-glucanes Mannoprotéines

Figure 15 Représentation schématique de la paroi de Saccharomyces cerevisiae (adapté de Ribeiro et

al., 2022).
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Figure 16 Profils moyens des principaux acides aminés (en g/100g de protéines) de levures entieres et

d'extraits de levure (Vieira et al., 2019).

3. Les applications de la levure en nutrition aquacole

a. Lalevure entiere en tant que substitut protéique a la farine de poisson

La recherche sur I'utilisation de microorganismes unicellulaires (levures, bactéries, champignons,
algues) en tant que substituts protéiques aux farines de poissons dans les aliments aquacoles a été
initiée au début des années 1980 avec I'étude de Dabrowski et al. (Dabrowski et al., 1980). Les levures
entiéres sont ensuite apparues idéales pour remplacer les farines de poissons dans les formulations
aquacoles. En effet, les levures possedent des teneurs comparables aux farines et tourteaux de soja,
ont des rendements de production élevés, mais sont aussi considérées comme des ingrédients durables
et peu colteux. Il a été constaté que I'utilisation de levures entieres en tant que macro-ingrédients était
possible chez de nombreuses espéeces de poissons, en respectant certains seuils de substitution. Les
salmonidés, tels que le saumon Atlantique et la truite arc-en-ciel, tolerent par exemple des niveaux
d’inclusion élevés. @verland et al. ont montré que la substitution de 40 % des protéines contenues dans
un régime a base de farine de poissons par la souche Candida utilis n’affectait pas les performances de
croissance des saumons Atlantique. En effet, les saumons nourris avec ce régime a base de levures
présentaient des poids finaux et des taux spécifiques de croissance identiques a ceux nourris avec le
régime contrble non substitué (@verland et al., 2013). Chez la truite arc-en-ciel, les performances de

croissance, la digestibilité, I'assimilation des acides aminés, la rétention protéique et la santé intestinale
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ne sont pas affectées jusqu’a 60 % de substitution avec Saccharomyces cerevisiae et 40 % avec Pichia
anomale (Huyben et al., 2018, 2017, Vidakovic et al., 2020). Chez le tilapia du Nil, I'inclusion de 15 % de
la levure de Saccharomyces cerevisiae n’affecte pas la composition corporelle des animaux et I'inclusion
de 50 % de cette méme levure dans l'alimentation du Pacu (Piaractus mesopotamicus) améliore
significativement le gain en azote réduisant ainsi les pertes azotés dans le milieu (Ozédrio et al., 2010,
2012). La plupart des études conduites sur des espéces aquacoles montrent donc que les levures
peuvent étre utilisées en tant que macro-ingrédients dans la formulation des aliments. Cependant, une
substitution élevée ou totale entraine des effets indésirables sur la digestibilité du produit, en raison de
la rigidité et de I'épaisseur des parois des levures entiéres. Selon @verland and Skrede (2017), des
processus de transformation comme la rupture des cellules entiéres, sont nécessaires pour améliorer
la qualité nutritionnelle et la digestibilité de la levure par les poissons. Ainsi, une hausse de la
disponibilité, de la digestibilité et de I'assimilation des nutriments a été confirmée chez la truite arc-en-
ciel (Rumsey et al., 1991) et le saumon Atlantique (Hansen et al., 2021) nourris avec des aliments
contenant des levures lysées. Les processus de transformations industrielles engendrent cependant des
produits plus onéreux et réduisent parfois les propriétés bioactives des composants de la levure
(Agboola et al., 2021). Par conséquent, les fractions obtenues sont principalement utilisées en tant
gu’ingrédients fonctionnelles et donc incorporées dans les aliments en faible pourcentage, plutét qu’en

tant que macro-ingrédients.

b. Les fractions levuriennes pariétales et cytosoliques en tant qu’additifs
fonctionnels

Effets de I'utilisation de la fraction pariétale de la levure en nutrition aquacole

L'ajout de paroi de levure dans les aliments aquacoles favorise la croissance de nombreuses
espéces aquacoles dont la truite arc-en-ciel (Staykov et al., 2007; Yilmaz et al., 2007), le tilapia du Nil
(Samrongpan et al., 2008), la carpe indienne labéo roho (Labeo rohita) (Andrews et al., 2009), la daurade
royale (GUltepe et al., 2011) et le bar Européen (Torrecillas et al., 2013, 2007). Cependant, c’est pour
ses propriétés immunostimulantes et plus particulierement sa richesse en B-glucanes et en mannanes
gue la fraction pariétale de la levure est utilisée en alimentation des poissons d’élevage. En effet, les B-
glucanes et mannanes d’origine levurienne sont les principaux immunostimulants utilisés en
aquaculture dans le cadre de la gestion des maladies (voir section « Les immunostimulants », p. 76). La
plupart des études sur I'intérét des parois de levure en nutrition se focalisent sur I'utilisation des B-

glucanes et des MOS (« mannan-oligosaccharides ») extraits et isolés de la paroi entiére (Torrecillas et
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al., 2014) mais I'inclusion de la fraction pariétale entiére dans les aliments aquacoles s’avére également

efficace pour stimuler I'immunité des poissons et leur résistance aux pathogenes.

Pal et al. ont évalué les propriétés immunostimulantes de parois de levure et la persistance des
effets sur certains parametres immunitaires chez la carpe indienne labéo roho. Pour cela, les poissons
ont été nourris avec un aliment supplémenté avec 0,5 % de paroi de levure pendant 15 jours puis nourris
avec un aliment non supplémenté pendant 20 jours afin d’évaluer la persistance des effets observés. La
production de ROS par les leucocytes, I'activité phagocytaire et la production de dioxyde d’azote par les
leucocytes, ainsi que la prolifération des leucocytes dans la partie antérieure du rein présentaient un
pic aprés 10 jours de réalimentation avec un aliment non supplémenté. Malgré une légere baisse au
20%™¢ jour de réalimentation, les effets immunostimulants de |a levure étaient toujours supérieurs au
groupe controle ayant été nourris en continu avec un régime non supplémenté. Chez la carpe indienne,
les bénéfices d’une supplémentation en paroi de levure dans I'alimentation peuvent donc persister dans
le temps et une supplémentation ponctuelle peut étre suffisante pour maintenir les effets

immunostimulants (Pal et al., 2007).

Les parois de levure peuvent également étre utilisées pour améliorer la résistance a des
pathogénes. Abu-Elala et al. ont observé une augmentation du nombre de leucocytes et de la globuline
plasmatiques chez le tilapia du Nil nourri avec des aliments supplémentés avec 0,1 % ou 0,2% de paroi
de levure. Les activités plasmatiques de la catalase, de la glutathion peroxydase, du lysozyme et des
monocytes étaient plus élevées chez les tilapias nourris avec le régime supplémenté a 0,2 %. De plus,
ces poissons présentaient une surexpression des cytokines proinflammatoires TNF-a et IL1-B dans le
rein et la rate. Malgré cela, 'ajout de paroi de levure a amélioré la survie des poissons exposés a L.
gravieae et A. hydrophila, quel que soit le niveau de supplémentation (Abu-Elala et al.,, 2018). Les
saumons Atlantique élevés en mer sont souvent exposés a des infections cutanées par des poux de mer
(Lepeophtheirus salmonis). Micallef et al. ont montré qu’une alimentation enrichie avec 0,4 % de paroi
de levure et 0,1 % de FOS permettait d’augmenter I'abondance de la protéine calréticuline-like dans le
mucus et la peau des saumons. Cette protéine est impliquée dans la synthese de mucus et dans
I"activation de la voie des lectines du complément (Figure 11, p. 63). Ainsi, la stimulation de la production
de mucus et 'activation de la voie du complément par le biais de I'ajout de paroi de levure dans I'aliment
pourrait conférer une meilleure résistance aux poissons dans le cadre d’infections parasitaires (Micallef
et al.,, 2017). A l'inverse, I'ajout de 1 % de fraction pariétale de levure dans le régime de I'esturgeon
Acipenser persicus n’a pas conféré une meilleure résistance a Aeromonas hydrophila aux poissons bien
gue l'activité de certains marqueurs immunitaires ait été stimulée dans le mucus et le plasma (Yousefi

et al., 2020). Ces deux études contradictoires montrent toutefois que les effets immunostimulants des
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parois de levure peuvent étre différents en fonction des espéces de poissons, de la fenétre

d’administration avant I'infection et du type de pathogene.

Effets de I'utilisation de la fraction cytosolique de la levure en nutrition aquacole
A l'inverse de la fraction pariétale, les extraits de levure que nous appellerons aussi « fractions
cytosoligues », sont moins utilisés en aquaculture et les études considérant exclusivement la fraction
cytosolique sont moins courantes. Néanmoins, des études réalisées sur plusieurs especes de crustacés
et de poissons ont montré que |'utilisation d’extraits de levure en tant qu’additif fonctionnel dans
I'aliment permettait d’améliorer les performances de croissance et de reproduction, la digestibilité des

nutriments, ainsi que de stimuler les fonctions immunitaires (Glencross et al., 2020b).

De maniére générale, les études évaluant les bénéfices d’une supplémentation en extrait de
levure chez les crustacés s’accordent sur I'intérét de leur utilisation pour augmenter les performances
zootechniques et reproductrices, stimuler les réponses immunitaires et améliorer la résistance des
organismes contre des pathogénes. Chez la crevette a pattes blanches (Litopenaeus vannamei), une
supplémentation de 2 % d’un extrait de levure permet d’augmenter le gain de poids (Zheng et al., 2021).
Cette supplémentation stimule également les défenses antioxydantes en augmentant les activités de la
catalase et de la glutathion peroxydase et conduit a un enrichissement de la diversité du microbiote
intestinal. Deux études menées par Shehata et al. ont démontré que I'ajout de 1 % d’extrait de levure
combiné a des vitamines, de l'acide arachidonique, des microalgues et des nucléotides dans
I’alimentation de I'écrevisse bleue (Cherax quadricarinatus) conduisait a de meilleures performances de
croissance et de reproduction (développement ovarien plus élevé) mais aussi a une augmentation des
fonctions antioxydantes (Shehata et al., 2022, 2020). Chez la crevette japonaise tigrée (Penaeus
japonicus), Iutilisation d’un aliment comprenant 5 % d’un extrait de levure riche en nucléotides (36,7
%) améliore le taux de survie de cette espéce lors d’'une infection par le pathogene Vibrio
nigripulchritudo, par rapport a des crevettes dont le régime n’a pas été supplémenté en extrait de
levure. Cette amélioration de la survie s’accompagne d’une surexpression de genes associées a des
protéines et des peptides antimicrobiens ainsi que d’une augmentation du lysozyme dans les tissus
lymphoides. Ces résultats confirment donc qu’un extrait de levure riche en nucléotides posséde des
propriétés immunostimulantes qui permettent aux organismes de faire face a une attaque pathogene

(Biswas et al., 2012).

Les effets bénéfiques de I'utilisation d’extraits de levure dans les aliments pour poissons sont
néanmoins variables en fonction des espéces et des niveaux d’inclusion. Chez le tilapia du Nil, I'inclusion

d’un extrait de levure riche en nucléotides a différents pourcentages (1, 2, 4, 6 et 8 %) est positivement
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corrélée a la prise alimentaire, au gain de poids et aux quantités plasmatiques de thrombocytes, de
leucocytes et de monocytes. Ces résultats confirment le caractére appétant et les propriétés
immunostimulantes des extraits de levure (Berto et al., 2016). Cependant, il n’a pas été observé d’effet
bénéfique de linclusion d’1% d’extrait de levure dans I'aliment sur la production des principales
populations de leucocytes immunitaires (leucocytes totaux, neutrophiles, lymphocytes, monocytes)
chez la truite arc-en-ciel. Dans cette étude, les poissons nourris avec I'aliment contenant 1 % d’extrait
de levure présentaient néanmoins une augmentation des activités plasmatiques du lysozyme et du
complément, ainsi que des niveaux d’anticorps plasmatiques plus élevés. Cette étude réalisée sur 60
jours suggere qu’une longue période d’alimentation avec un additif immunostimulant n’implique pas
forcément d’immunosuppression chez la truite (Tukmechi, 2013). Comme la plupart des
immunostimulants, ces extraits cytosoliques de levures sont inclus en tres petites quantités dans les
aliments aquacoles en raison de leurs prix élevés mais également parce que des niveaux d’inclusion trop
importants réduisent les performances des poissons. Ces effets négatifs sur la croissance sont
généralement attribués a la forte présence d’azote non protéique sous forme d’acides nucléiques, a la
carence en certains acides aminés (Figure 16, p. 90) ou encore a une immunosuppression. C'est
notamment ce qui a été observé par Andrews et al. (2009). Leur étude démontre que I'ajout de 1 %
d’un extrait de levure dans I'alimentation de la carpe indienne labéo roho améliore les performances
de croissance et augmente la quantité de leucocytes, de globuline ainsi que I'activité de I'explosion
oxydative dans le plasma. En revanche, avec une concentration en extrait de levure plus élevée (4 %),
les auteurs observent une réduction des performances de croissance ainsi qu’une baisse des principaux
parametres plasmatiques considérés. Cette immunosuppression associée au niveau d’inclusion de 4 %,
s'est également traduite par une mortalité plus importante lors d’'une exposition a la bactérie
Aeromonas hydrophila. A linverse, chez le sandre doré Européen (Sander lucioperca), une
supplémentation en extrait de levure de 4 % a réduit la mortalité de 15 % suite a une exposition au
pathogene Aeromonas salmonicida. ’amélioration de la résistance au pathogene était associée a la
stimulation de facteurs impliqués dans I'immunité plasmatique et cellulaire, se traduisant par une
augmentation du lysozyme et des immunoglobulines, une augmentation de I'activité des phagocytes et
des macrophages ainsi qu’une hausse de la prolifération des lymphocytes B et T. Ces résultats sont
attribués aux nucléotides provenant de I'extrait de levure utilisé en supplémentation (Jarmotowicz et
al., 2013). Dans I'ensemble, les bénéfices observés sont souvent associés a la présence de nucléotides
mais les extraits de levure sont également riches en petits peptides dont les bénéfices ont été
démontrés en nutrition humaines et animales (Hou et al., 2017) (voir la section « Propriétés
nutritionnelles et bioactives des fractions pariétales et cytosoliques des levures », p. 86). Au méme titre

gue les parois de levure, il est important de garder a I'esprit que les propriétés immunostimulantes des
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extraits de levure peuvent varier en fonction des espéces de poissons, des niveaux d’inclusion, de la

fenétre d’administration avant I'infection et du type de pathogéne.

95



CHAPITRE 2
OBJECTIFS DE LA THESE
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Le développement de [Il'aguaculture est aujourd’hui freiné par des contraintes
environnementales qui forcent le secteur a se tourner vers la formulation d’aliments alternatifs sans
farines et huiles de poissons. La substitution des ingrédients marins par des matieres premieres
végétales a été rendue possible au-deca de certains seuils sans affecter les performances de croissance

et sans augmenter le co(t de I'aliment. Chez les especes carnivores telle que la truite arc-en-ciel, les

limites a I'utilisation de régimes strictement végétaux résident principalement dans leurs propriétés
nutritionnelles (présence de facteurs antinutritionnels, fortes teneurs en glucides et déséquilibre
prononcé en acides aminés essentiels). Depuis la réautorisation de I'utilisation des coproduits animaux
de type 3 dans les aliments aquacoles en 2013, les protéines animales transformées issues d’animaux
non ruminants et principalement de volaille, constituent des candidats intéressants pour remplacer les
farines de poissons. Dans un contexte de réduction de I'impact environnemental de I'aquaculture,
I"utilisation de coproduits industriels dans la formulation des aliments aquacoles parait par ailleurs

pertinente. Néanmoins, leur utilisation en nutrition animale reste aujourd’hui encore vivement critiquée

au niveau sociétal.

Ce projet de these s’intégre dans une volonté d’améliorer I'efficacité de régimes végétaux
intégrant des protéines animales transformées mais totalement dépourvus de farines de poissons. La
voie d’amélioration proposée dans le cadre de ce projet est I'utilisation d’un extrait de levure riche en
protéines, en nucléotides, en petits peptides et en acides aminés libres, apporté dans I'aliment en faible
pourcentage, en tant qu’additif fonctionnel. Dans le but d’évaluer les effets de la supplémentation en
extrait de levure chez la truite arc-en-ciel, le travail de these s’est articulé autour de deux grands axes

dont les objectifs étaient :

Axe 1: Evaluer la valeur nutritionnelle et les effets a long-terme d’une supplémentation en extrait de
levure sur les performances zootechniques et décrypter les mécanismes a I'origine des phénotypes

observés.

Afin d’évaluer la valeur nutritionnelle des régimes et les performances zootechniques associées
a ces régimes, une étude préliminaire en culture cellulaire et deux expérimentations in vivo ont été

conduites :

1. Evaluation en culture cellulaire de la tolérance des entérocytes de truite arc-en-ciel vis-a-vis

de I'extrait de levure a travers un essai de prolifération cellulaire ;
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2. Mesure de la valeur nutritionnelle des régimes expérimentaux a travers un essai de

digestibilité des aliments ;

3. Mesure des performances zootechniques au cours d’un essai de croissance de 12 semaines

durant lequel les truites ont été nourries avec les aliments expérimentaux.

Des échantillons biologiques ont été prélevés au terme de |'expérimentation de croissance et
diverses analyses ont été effectuées afin d’identifier les mécanismes potentiellement impliqués dans
les phénotypes observés. Ces analyses ont concerné [|'évaluation de l'intégrité intestinale et des
réponses inflammatoires systémiques et locales au niveau de l'intestin. Afin d’évaluer les mécanismes
régulés par ces régimes, une recherche sans a priori a également été réalisée par le biais d'un
séquencage a haut débit des ARNs et microARNs du foie et de 'intestin distal, constituant deux tissus

clés impliqués dans le métabolisme, la physiologie digestive et I'immunité.

Axe 2 : Déterminer si les effets observés a long-terme résultent d’'une réponse précoce des truites aux

aliments expérimentaux.

Suite aux résultats obtenus dans les essais de I’Axe 1, 'hypothése qu’une réponse précoce des
truites aux aliments expérimentaux pouvait étre a l'origine des effets observés a long-terme a été
proposée. Afin d’évaluer les effets précoces des aliments expérimentaux utilisés dans 'essai de
croissance, des poissons naifs vis-a-vis des aliments expérimentaux ont été mis a jeun pendant 4 jours
puis réalimentés pendant 8 jours. Des échantillons biologiques ont été prélevés apres 2 jours, 5 jours et
8 jours d’alimentation. Les analyses conduites ont concerné I’évaluation de la réponse inflammatoire
systémique et intestinale. Afin d’évaluer si les régulations transcriptionnelles observées a long terme
résultaient d’une régulation précoce, I'expression des génes mis en évidence lors de l'analyse

transcriptomique du foie et de I'intestin ont été analysés en gPCR.

98



CHAPITRE 3

PLANS EXPERIMENTAUX ET
METHODOLOGIE
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1. Travaux préliminaires : culture cellulaire d’une ligne intestinale de truite arc-

en-ciel et essai de prolifération en présence d’extrait de levure

La lignée cellulaire RTGUT-GC, dérivée de I'intestin distal de truite arc-en-ciel, a été utilisée dans
le cadre d’essais préliminaires. Ces essais visaient a évaluer si I'extrait de levure (Prosaf®, Phileo by
Lesaffre), utilisé dans le cadre de cette these, était toléré par les cellules intestinales et pouvait favoriser
la prolifération cellulaire. Les cellules adhérentes RTGUT-GC ont été cultivées a 18 °C, en présence de
milieu de culture Leibovitz (L-15) contenant 10 % de sérum de veau fcetal (FBS), 1 % d’antibiotique (100
unités de pénicilline/mL et 100 g de streptomycine/mL) et de 25 mM de tampon HEPES. Ce milieu de
culture a été remplacé tous les deux jours et les cellules ont été repiquées dans un milieu de culture

neuf a 80% de confluence.

Mesure de prolifération cellulaire

Les mesures de prolifération cellulaire nécessitent que les cellules aient atteint un niveau de
confluence estimé visuellement a 80 %. A ce stade, les cellules adhérentes sont détachées de la paroi
de la flasque a I'aide de trypsine (0,25 %), comptées a I'aide d’un cellometre K2 (Nexcelom Bioscience
LLC, Lawrence, MA, Etats-Unis) puis ensemencées dans des plaques 12 puits a hauteur de 100 000
cellules par puits. Les cellules sont incubées a 18°C pendant 48 heures durant lesquelles le milieu de
culture (milieu L-15) est renouvelé une fois. Les cellules ont ensuite été rincées a deux reprises avec du

PBS (tampon phosphate salin) avant d’étre exposées a différents traitements.

Les traitements utilisés dans le cadre de I'essai de prolifération étaient constitués (1) d’'un milieu
complet L-15 (contrdle positif), (2) d’'un milieu carencé en acides aminées HBSSc (solution saline
équilibrée de Hanks, 25 mM de glucose, 1 mM d’HEPES, sodium pyruvate, 4 nM d’insuline, 10 % de FBS
dialysé et 1 % d’antibiotique), (3) d’un milieu salin totalement carencé HBSS (solution saline équilibrée
de Hanks) et (4) et (5) de deux milieux carencés en acides aminés mais supplémentés en extrait de
levure (YE) a deux concentrations différentes, 1X et 0,3X (HBSScye-1x, HBSScye.0,3x). La concentration 1X a
1,7 mg/mL a été déterminée en se basant sur le profil moyen en acides aminés d’un milieu essentiel
minimum (MEM) utilisé pour la culture d’hépatocytes et le profil en acides aminés d’une solution a 10
mg d’extrait de levure/mL (concentration choisie de maniére arbitraire) (Tableau 11, p. 101). Les calculs
ont été basés sur le profil en acides aminés du milieu de culture destiné aux hépatocytes car les essais
ont été initiés sur cette lignée cellulaire mais n’ont pas abouti. La concentration a 0,3X a été utilisée afin
d’évaluer I'effet dose-réponse. Les entérocytes ont été exposés a ces différents traitements pendant 7

jours et des comptages de cellules ont été réalisés aux jours 1, 5 et 7 pour les traitements L-15, HBSScg,.-
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1x, HBSSce03x et HBSSc, avec un cellométre K2 (Nexcelom Bioscience LLC, Etats-Unis). Les cellules
traitées avec le milieu HBSS ont été comptées uniquement aux jours 1 et 7. Chaque plaque contenait
des triplicats techniques (3 puits par condition) et I'expérience a été répétée quatre fois afin de
constituer des réplicas expérimentaux (Figure 17, p. 102). La prolifération cellulaire aux jours 5 et 7 a

été normalisée par rapport au jour 1.

Tableau 11 Teneurs en acides aminés dans la solution contenant I'extrait de levure (YE) utilisée dans

I'essai de prolifération d’entérocytes et dans le milieu de culture MEM.

Teneurs Masse molaire  Teneurs dans une solution Teneurs dans le
Acides aminés Ratio
dans YE (%) (g/mol) a 10 mg/mL* (mM) MEM (mM)
Arginine 2,9 211 1,37 0,6 2,3
Glutamate + glutamine 10,9 146 7,47 2 3,7
Histidine 1,2 210 0,57 0,2 2,9
Isoleucine 2,7 131 2,06 0,4 52
Leucine 3,8 131 2,90 0,4 7,3
Lysine 4,3 183 2,35 0,4 5,9
Méthionine 0,8 149 0,54 0,1 54
Phénylalanine 2,3 165 1,39 0,1 13,9
Thréonine 2,6 119 2,18 0,4 5,5
Tryptophane 0,7 204 0,34 0,049 7,0
Tyrosine 1,7 225 0,76 0,23 3,3
Valine 3,2 117 2,74 0,39 7,0
Ratio moyen? 58

110 mg YE/mL : concentration arbitraire.

2 Le ratio moyen a été utilisé afin de calculer la concentration en YE permettant de se rapprocher des

valeurs en acides aminés d’un milieu complet MEM.
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Figure 17 Schématisation de I’essai de prolifération cellulaire en présence d’extrait de levure (YE) dans un milieu carencé en acides aminés.



2. Formulation et production des aliments expérimentaux

Afin d’évaluer les avantages d'une supplémentation de I'extrait de levure (Prosaf®, Phileo by
Lesaffre) dans un régime sans farine de poisson, trois aliments ont été formulés a 'aide du logiciel Alix.
La composition du produit levurien utilisé est détaillée dans le Tableau 12 (p. 104) et de la Figure 18 (p.
106). Les aliments ont été concgus afin d’étre iso-protéiques, iso-lipides et iso-énergétiques (Tableau 13,
p. 105). Les granulés ont été fabriqués dans les installations expérimentales INRAE a Donzacq (Landes,
France) en trois étapes : (1) extrusion et granulation du mélange des différents ingrédients sans les
huiles, (2) séchage des granulés extrudés et (3) ajout du mélange d’huiles par enrobage sous vide (Figure

19, p. 106).

Les régimes se différenciaient principalement par I'origine des sources protéiques. Le régime
contrdle (CTL), composé de 19,0 % de farine de poissons et de 7,0 % d'huile de poissons a été formulé
pour se rapprocher d'un aliment commercial classique. L'aliment a base de protéines animales
transformées (PAP) était composé de 10 % de protéines de volaille déshydratées, 6 % de farine de
plumes hydrolysées et 1 % de farine de sang de volaille et de porc ainsi que de 71,1 % d’ingrédients
végétaux (gluten de mais, concentré protéique de soja, farine de soja, farine de féverole, farine de blé
entier et huile de colza). Comparé au régime CTL, le régime PAP contenait plus de gluten de mais mais
moins de soja, de féverole et de blé entier. L'aliment PAP+YE comportait également 17 % de protéines
animales transformées et 67,8 % d’ingrédients végétaux, mais était supplémenté avec un extrait de
levure (YE) a hauteur de 3 % (Tableau 12, p. 104 et Figure 18, p. 106). L'extrait de levure étant riche en
protéines (71,6 %), la formulation a été ajustée en diminuant les apports en gluten de mais et farines
de soja et de féverole et en augmentant ceux du concentré protéique de soja et du blé entier. Les
apports en lipides étaient assurés par de I'huile de colza et de I'huile de poisson dans les trois régimes
et s’élevaient a 19,7 % pour le régime CTL et 18,4 % pour les régimes PAP et PAP+YE. Les teneurs en
huile de colza étant plus faibles dans les régimes a base de protéines animales transformées (10,5 %)
qgue dans le régime CTL (12,2 %), les teneurs en huiles ont été rehaussées avec I'ajout de 7,9 % d’huile
de poissons dans les aliments PAP et PAP+YE (7,0 % d’huile de poissons dans le régime CTL) afin de ne
pas déséquilibrer les profils en acides gras essentiels. Chaque aliment comportait également des
vitamines et des minéraux apportés sous forme de prémix a hauteur de 1,0 % chacun. Les profils en
acides aminés ont été équilibrés afin de couvrir les besoins des poissons en rajoutant des acides aminés
essentiels sous forme libre (L-lysine et L-méthionine) dans les régimes PAP et PAP+YE. En tenant compte
des prix des matiéres premiéres de 2020, année durant laguelle les aliments ont été fabriqués, les colts
respectifs des aliments expérimentaux avaient été évalués a 0,85 €/kg pour les régime CTL et PAP+YE,

et a 0,73 €/kg pour le régime PAP.
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Tableau 12 Composition de I'extrait de levure (YE) (Prosaf®, Phileo by Lesaffre, Marcq-en-Barceul,
France).

Nutriment YE
Matieres seéche (MS, en %) 95,7
Protéine brute (en % MS) 71,6
Lipides brutes (en % MS) <0,5
Cendres (en % MS) 8,9
Energie (en kl/g MS) 20,1
Nucléotides totaux (en % MS) 8,7
Phosphore (en g/kg MS) 13,8
Acides aminés (en % MS)
Arginine 3,1
Histidine 1,3
Isoleucine 2,8
Leucine 4,0
Lysine 4.6
Thréonine 2,7
Valine 3,6
Méthionine 0,9
Cystéine 0,8
Phénylalanine 2,3
Tyrosine 2,0
Tryptophane 0,8
Alanine 4,5
Acide aspartique 6,4
Acide glutamique 12,0
Glycine 2,8
Proline 2,9
Sérine 2,7
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Tableau 13 Formulation et composition proximale des aliments expérimentaux.

CTL PAP PAP+YE
Ingrédient (en %)

Gluten de mais 15,0 17,9 16,0
Concentré protéique de soja 14,0 11,0 12,0
Farine de soja 12,0 10,5 8,3
Farine de féverole 8,0 12,0 8,0
Blé entier 10,8 9,2 13,0
Farine de poissons 19,0 - -

Protéines de volaille déshydratées - 10,0 10,0
Farine de plumes hydrolysées - 6,0 6,0
Farine de sang de porc et de volaille - 1,0 1,0
Huile de colza 12,2 10,5 10,5
Huile de poisson 7,0 7,9 7,9
Extrait de levure (YE)! - - 3,0
L-lysine - 0,3 0,5
L-méthionine - 0,3 0,3
Lécithine de soja - 0,5 0,4
Mix vitaminique? 1,0 1,0 1,0
HsPO,4 - 1,0 1,0
Mix de minéraux? 1,0 1,0 1,0
Yttrium?* 0,1 0,1 0,1

Composition proximale®

Matiere seche (MS, en %) 97,1 97,4 97,2
Protéine (en %MS) 46,9 46,5 46,3
Lipides (en %MS) 22,1 21,6 20,8
Energie (en %MS) 25,0 25,1 24,9
Cendres (en %MS) 6,76 5,53 5,59
Amidon (en %MS) 12,1 13,5 14,2

1Prosaf®, Phileo by Lesaffre.

2Pour 100 g de mix: 500 000 Ul de vitamine A, 250 000 Ul de vitamine D3, 500 mg de vitamine E, 1 429
mg de vitamine C, 10 mg de vitamine B1, 50 mg de vitamine B2, 100 mg de vitamine B3, 200 mg de
vitamine B5, 30 mg de vitamine B6, 3 000 mg de vitamine B7, 100 mg de vitamine B8, 10 mg de vitamine
B9, 100 mg de vitamine B12, 200 mg de vitamine K3, 10 mg d’acide folique, 100 mg de biotine, 16 700
mg de chlorure de choline et 76 921 mg de cellulose.

3Pour 100 mg de mix : 49 478 mg d’hydrogénophosphate de calcium, 21 500 mg de carbonate de
calcium, 4 000 mg de chlorure de sodium, 9 000 mg de chlorure de potassium, 12 400 mg d’oxyde de
magnésium, 2 000 mg de sulfate de fer, 900 mg de sulfate de zinc, 300 mg de sulfate de manganése,
300 mg de sulfate de cuivre, 2 mg de chlorure de cobalt, 15 mg d’iodure de potassium, 5 mg de sélénite
de sodium et 100 mg de fluorure de sodium.

3’yttrium a été ajouté uniquement dans les aliments destinés a I'essai de digestibilité en tant que
marqueur inerte.

*Valeurs analysées.
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Figure 18 Distribution du poids moléculaire des peptides retrouvés dans I'extrait de levure Prosaf®.
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4. Ajout du mélange d'huiles sous vide

Figure 19 Etapes de la fabrication des aliments expérimentaux.
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3. Protocoles expérimentaux

a. Essai de digestibilité des aliments expérimentaux

La digestibilité des aliments expérimentaux a été évaluée selon la méthode développée par
Choubert et al. et conduite au sein du plateau technique de I'INRAE de Saint Pée-sur-Nivelle (Nouvelle
Aquitaine, France) (Choubert et al., 1982). Le systéme de collecte des feces est composé de bacs
cylindro-coniques d’un volume utile de 100 litres, alimentés en continu par une eau a température
constante (4 L/min, 9 ppm d’oxygéne dissout, 17 + 0,5 °C) sous une photopériode de 12 heures. Chaque
bac possede un systeme de filtration automatique a grilles rotatives permettant de retenir les feces
contenues dans I'eau de sortie des bassins (Figure 20, p. 108). La rotation des grilles permet ensuite de
faire tomber les féces dans un récipient collecteur. Le temps de séjour des féces dans I'eau est trés court
(10 secondes maximum) grace au débit d’eau continu qui entraine rapidement les féces vers le

collecteur, évitant ainsi leur lessivage.

Neuf lots de 15 truites arc-en-ciel (100 + 5 g) ont été répartis dans les bassins cylindro-coniques.
Avant de collecter les féces, les poissons ont été acclimatés a leurs régimes expérimentaux respectifs
pendant une période de 15 jours (nourrissage deux fois par jour jusqu’a satiété visuelle). Les aliments
expérimentaux ont été assignés aléatoirement aux bassins afin de constituer des triplicats
expérimentaux. La formulation des aliments expérimentaux utilisés dans le cadre de I'évaluation de la
digestibilité est détaillée dans le Tableau 13 (p. 105). Chaque régime expérimental contenait 0,1 %
d’yttrium qui est un marqueur inerte indigestible n’interférant pas avec les processus de digestion. Ce
margueur permet également d’estimer la prise alimentaire. Suite a la seconde période d’acclimatation,
les truites ont continué a étre nourries avec les régimes expérimentaux sur une période de quatre
semaines durant laquelle les feces ont été collectées quotidiennement avant le premier repas de la

journée. Les féces ont ensuite été regroupées par bassin puis stockées a -20°C jusqu’a leur analyse.
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Figure 20 Expérience de digestibilité des aliments expérimentaux selon la méthode de tamisage

automatique continue développée par Choubert et al. (Choubert et al., 1982).

CTL, aliment contréle a base d’huile et de farines de poissons ; PAP, aliment dépourvu de farine de
poisson composé de protéines animales transformées ; PAP+YE, aliment PAP supplémenté avec 3%

d’un extrait de levure.
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b. Evaluation des performances zootechniques a travers un essai de croissance

de 12 semaines

Les performances zootechniques ont été évaluées au travers d’un essai de croissance conduit

dans les installations expérimentales INRAE de Donzacq (Landes, France).

Au total, 189 juvéniles de truite arc-en-ciel (37 + 2 g) ont été répartis en groupes de 21 poissons
dans 9 bassins de 100 L chacun, alimentés par de I'eau douce naturelle a 17°C. Avant le début de I'essai
de croissance, les animaux ont été acclimatés a leur environnement pendant 15 jours et nourris une fois
par jour avec un aliment commercial. La période d’acclimatation permet de surveiller le potentiel
développement de pathologies. A la fin de cette période, les régimes expérimentaux, de compositions
identiques a ceux utilisés dans I'essai de digestibilité mais dépourvu d’yttrium (Tableau 13, p. 105), ont
été répartis aléatoirement dans les bassins a raison de trois bassins par régime (Figure 21, p. 111). Avant
la premiére alimentation avec les régimes expérimentaux, 1 poisson par bassin (soient 9 poissons au
total) ont été prélevés afin d’analyser la composition corporelle initiale des poissons (matiére seche,
cendres, protéines et lipides) selon les méthodes utilisées pour I'essai de digestibilité. Pendant 12
semaines, les poissons ont ensuite été élevés sous photopériode naturelle et nourris deux fois par jour
jusqu'a satiété visuelle avec leurs aliments expérimentaux respectifs. Toutes les trois semaines, la
guantité d’aliment distribuée ainsi que la biomasse totale par bassin ont été mesurées afin d’assurer le
suivi de la croissance, de I'efficacité alimentaire et de la prise alimentaire journaliére sur toute la période

d’alimentation.

A la fin des 12 semaines d’alimentation, une partie des poissons a été anesthésiée (30 mg de
benzocaine/mL d’eau) puis euthanasiée (60 mg de benzocaine/mL d’eau) 24 heures apres le dernier
repas. Trois poissons par bassin (soient 9 poissons par condition) ont été prélevés, mesurés, pesés et
directement congelés (-20°C) afin de réaliser des analyses de composition corporelle. Quatre poissons
additionnels par bassin (soit 12 poissons par condition) ont été utilisés afin de prélever le foie et I'intestin
distal. Les poissons, le foie et les viscéres ont été pesés afin de calculer les indices hépato-somatique et
viscéro-somatique ainsi que le facteur de condition K. Les tissus ont ensuite été immergés dans une
solution de RNA later afin d’éviter la dégradation de I’ARN puis directement immergés dans de I'azote
liquide et conservés a -80°C jusqu’a la réalisation des analyses moléculaires. Une autre série de
prélévements a été réalisée 48 heures aprés le dernier repas afin de vider le contenu du tube digestif.
Quatre poissons par bassin (soient 12 poissons par condition) ont été péchés, anesthésiés puis
euthanasiés afin de prélever le sang au niveau de la veine caudale a I'aide de seringues préalablement

traitées a I'EDTA. Les échantillons de sang ont été centrifugés (3 000 g pendant 10 min) et les plasmas
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sanguins ont été conservés a -20°C avant I'analyse des marqueurs immunitaires sériques. Sur ces mémes
poissons, la partie proximale et |a partie distale de 'intestin ont été prélevées, fixées et conservées dans

une solution de formaldéhyde a 10 % en prévision des analyses histologiques.
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Figure 21 Schématisation de I'expérience de croissance de 12 semaines.

CTL, aliment contrdle a base d’huile et de farines de poissons ; PAP, aliment dépourvu de farine de poisson composé de protéines animales transformées ;

PAP+YE, aliment PAP supplémenté avec 3% d’un extrait de levure
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c. Cinétigue de court terme

L’expérience de court terme a été réalisée dans les installations expérimentales INRAE de
Donzacq (Landes, France). Les aliments testés dans le cadre de la cinétique étaient de composition

identique a ceux utilisés pour I'essai de croissance (Tableau 13, p. 105).

Des truites arc-en-ciel (232 + 39 g) ont été réparties en groupe de 30 poissons dans 4 bassins
de 80 litres alimentés en continu avec de |'eau bien oxygénée et a température constante (17°C) (Figure
22, p. 113). Aprés la mise en lot, I'ensemble des poissons a été acclimaté a leur environnement et nourri
avec un aliment commercial (T3P Omega, Skretting, Fontaine-les-Vervins, France) pendant 3 jours
(distribution quotidienne a satiété visuelle). Ensuite, les poissons ont été mis a jeun pendant 4 jours afin
de vider le tube digestif de son contenu et trois bassins ont été assignés aléatoirement a un régime
expérimental (CTL, PAP ou PAP+YE). Les poissons ont alors été nourris pendant 8 jours jusqu'a satiété
visuelle (2 fois par jour) avec leur régime respectif. Les poissons du quatrieme bassin n'ont pas été
nourris apres la période de je(ine. Ces poissons ont été utilisés pour déterminer le jour O de la cinétique
et servir de contréle « jeine ». Six individus ont été échantillonnés aprés anesthésie et euthanasie dans
des bains successifs de tricaine (50 mg/L et 150 mg/L, respectivement). Aprés 2, 5 et 8 jours
d’alimentation, les truites ont été anesthésiées et euthanasiées dans des bains successifs de tricaine a
50 mg/L puis 150 mg/L, six heures aprés le dernier repas. Au total, six poissons par bassin ont été
échantillonnés pour chaque point de cinétique (soient 6 poissons par régime et par jour de
préléevement). Pour chague point de prélevement, des échantillons de foie et d'intestin distal ont été
prélevés, trempés dans du RNA later puis immédiatement immergés dans de I'azote liquide et stockés
a -80 °C avant d'effectuer des analyses moléculaires. Des échantillons supplémentaires d'intestin
proximal et distal ont été fixés dans une solution de formaldéhyde (10 %) pour la réalisation des analyses
histologiques. Des échantillons de sang ont été prélevés a partir de la veine caudale a I'aide de seringues
préalablement traitées a I'EDTA, centrifugés a 3000 x g pendant 10 minutes. Les plasmas ont ensuite

été conservés a -20°C avant quantification des marqueurs immunitaires plasmatiques.
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Figure 22 Schématisation du plan expérimental de la cinétique de court-terme.

CTL, aliment contréle a base d’huile et de farines de poissons ; PAP, aliment dépourvu de farine de
poisson composé de protéines animales transformées ; PAP+YE, aliment PAP supplémenté avec 3%

d’un extrait de levure.
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4. Protocoles analytiques

L’ensemble des protocoles analytiques utilisé dans 'essai de digestibilité, I’essai de croissance et la
cinétiqgue de court terme sont décrits de maniere plus détaillée dans les sections « Matériel et

méthodes » des deux articles de la these (Article 1, p. 128 ; Article 2, p. 169).

a. Mesure de la digestibilité des aliments expérimentaux

A la fin de 'essai de digestibilité, les feces ont été regroupées par régime (n = 3 bassins par
régime) et congelées a -20 °C. Les feces ont ensuite été lyophilisées durant 34 heures en suivant des
cycles successifs de congélation, de sublimation et de désorption (lyophilisateur SERAIL CS5-0,4). Les
lyophilisats de feces et les aliments expérimentaux ont été broyés afin d’en assurer 'homogénéité. Les
teneurs en matieres séches ont été déterminées par dessiccation en étuve thermostatée (104 °C)
pendant 24 heures. Les teneurs en cendres ont été déterminées par pesée apres incinération
d’échantillons de lyophilisats dans un four a cendres Lenton Furnaces (570 °C) pendant 7 heures. Les
teneurs en yttrium ont été mesurées sur les cendres aprées digestion a I'acide HNOs en utilisant un
spectrometre d’émission atomique a plasma micro-onde Agilent 4200 MP-AES. L'énergie brute a été
mesurée par combustion adiabatique dans un calorimétre IKA C5003 a partir de la quantité de chaleur
dégagée pendant la combustion compléte des échantillons lyophilisés. Les teneurs en protéines brutes
ont été quantifiées a partir du dosage de I'azote total effectué selon la méthode de Kjeldahl (Kjeldahl,
1883) a 'aide d’un appareil Kjeltec Tecator Auto 1030 Analyzer. Le dosage des lipides a été réalisé par
séparation de phases et évaporation selon la méthode décrite par Folch et al. (Folch et al., 1957). Les
teneurs en amidon ont été mesurées avec le kit Megazyme K-TSTA-100A en suivant les instructions du
fournisseur. Enfin, les coefficients de digestibilité apparente (ADC) ont été calculés a l'aide de la
méthode indirecte basée sur I'analyse de la teneur en yttrium (NRC, 2011) dans les feces et les aliments,
pour la matiere seche, les minéraux, I'énergie, les protéines, les lipides et I'amidon selon la formule de

Maynard (Maynard, 1979).

b. Calculs de I'utilisation des nutriments contenus dans les aliments expérimentaux

Les compositions corporelles initiales et finales des truites (n = 9 poissons par régime) et la

composition des aliments expérimentaux de |'essai de croissance ont été évaluées en suivant les
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protocoles décrits pour I'essai de digestibilité. Les données relatives aux compositions proximales des
aliments et corporelles des poissons, ainsi que les paramétres zootechniques relevés au cours de I'essai
(quantité quotidienne d’aliment ingéré et biomasses initiales et finales) ont été utilisés afin de calculer
I'utilisation des protéines, des lipides et de I'énergie contenus dans les aliments expérimentaux

(équations 1 a 3).

X ingéré = DFI X % X dans l'aliment (Equation 1)

(Xﬁn_poissonxbiomasse finale—Xini,poissonxbiomasse initiale)
(biomasse finale +biomasse initiale)
2

X gagné = (Equation 2)

XAtx1000

X gagné

X retenu = 100 (Equation 3)

X ingéré

Avec DFI (Daily Feed Intake) la quantité d’aliment ingéré quotidiennement ; X le nutriment considéré ou

I"énergie ; Xsin,poisson €t Xinipoisson |€5 teneurs finales et initiales en nutriments ou énergie, respectivement.

c. Analyses histologiques de I'intestin

Des analyses histologiques ont été réalisées sur les parties proximales et distales des intestins
prélevés 48 heures apres le dernier repas pour I'essai de croissance (n = 12 poissons par régime) et 6
heures aprés le dernier repas pour la cinétique de court terme (n = 6 poissons par point de cinétique et
par régime). Pour 'essai de croissance, les parameétres ayant été mesurés sont la hauteur, la largeur et
I'aire des villosités intestinales ainsi que la densité des cellules a mucus. Les mesures structurelles de la
muqueuse intestinale ont été réalisées avec le logiciel Toupview et les cellules a mucus ont été
comptées manuellement. Pour la cinétique de court-terme, la hauteur et I'aire des villosités ainsi que la
densité des cellules a mucus ont été évaluées automatiquement avec deux macros développées sur le

logiciel FIJI 1,53t.

d. Dosage des marqueurs inflammatoires plasmatiques

La réponse immunitaire systémique a été évaluée a travers la quantification de quelques
marqgueurs de I'immunité sur les plasmas prélevés 48 heures apres le dernier repas pour I'essai de

croissance de 12 semaines (n = 12 poissons par régime) et 6 heures aprés le dernier repas pour la
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cinétique de court-terme (n = 6 poissons par point de cinétique et par régime). Pour l'essai de
croissance, les marqueurs immunitaires plasmatiques quantifiés étaient I'activité du lysozyme, I'activité
de la peroxydase, l'activité de la voie alternative du complément ainsi que les niveaux totaux
d’'immunoglobuline M. Pour la cinétique de court terme, les marqueurs immunitaires quantifiés étaient
I'activité du lysozyme, l'activité de I'antiprotéase, 'activité de la peroxydase et I'activité de la voie

alternative du complément.

e. Analyses moléculaires

Les analyses transcriptomiques (ARN et microARN) ont été réalisées sur le foie et I'intestin distal
de 6 poissons par régime. Les protocoles détaillés sont décrits dans I’Article 1 de la thése (p. 128) et les

différentes étapes de I'analyse transcriptomique sont résumées dans la Figure 23 (p. 118).

Brievement, les ARNs totaux (ARNs et microARNs) ont été extraits sur les deux tissus a I'aide du
kit miRNeasy Tissue/Cells Advanced (Qiagen, Hilden, Germany) et traités a la DNAse avec le kit Turbo
DNA-free (Invitrogen, USA). Les concentrations et la qualité des ARNs totaux ont été respectivement
déterminées (Nanodrop® ND1000 spectrophotometer, Thermo Scientific, USA) et préalablement
vérifiées (Bioanalyzer, Agilent, USA et gel d’agarose 1 %) au sein du laboratoire de biologie moléculaire

de I'INRAE de Saint Pée-sur-Nivelle (Nouvelle Aquitaine, France) (Figure 23, Etape 1).

La préparation et le séquencage des librairies d’ADN complémentaire (ADNc) ont été réalisés
par la plateforme MGX (Genomix, Montpellier, France). Les ARNs totaux ont été fragmentés afin
d’obtenir des fragments de tailles comprises entre 200 et 300 paires de base (pdb) (Figure 23, Etape 2).
Ces fragments ont ensuite été soumis a rétrotranscription et les ADNc ont été liés a des adaptateurs
(Figure 23, Etape 3), puis amplifiés au cours de 13 cycles PCR pour les ARNs et 23 cycles pour les
microARNSs, pour former des librairies (Figure 23, Etape 4). La qualité des amplicons a été vérifiée et les
librairies ont été séquencées par synthese avec le systéme NovaSeq 6000 (lllumina) sur des SP Flow Cell

de 2x150 pdb (Figure 23, Etape 5).

Les étapes suivantes d’analyse des données issues du séquencage ont été réalisées avec |'aide
de la plateforme Sigenae (GenPhySE, INRAE, Castanet Tolosan, France). Le contrdle de la qualité et la
guantification des transcrits ont été respectivement réalisés a I'aide du programme FastQ Screen
(version 0.14, Babraham Bioinformatics, Royaume-Uni) et du pipeline Nextflow (version 20.11.0-edge)

nf-core/rnaseq (revision 3.0). La cartographie des lectures et I'alignement des séquences sur le génome
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de référence de la truite arc-en-ciel (Omyk_1.0.104) ont été réalisés avec le programme STAR (version
2.6.1d) du pipeline Nextflow nf-core/rnaseq (Figure 23, Etape 6). Les tables de comptages ont été
générées a l'aide du logiciel RSEM (version 1.3.1). Les analyses d’expression différentielle des génes et
des microARNs ont été réalisées avec le programme DESeq 2 (version 1.32). Les génes ou les séquences
matures avec un taux de fausses découvertes (FDR) inférieur a 0,05 ont été conservés pour une analyse
plus approfondie. L'analyse d’ontologie a été réalisée sur les genes différentiellement exprimés en

utilisant le logiciel R et le package topGO (Figure 23, Etape 7).
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Etape 1 Exiraction, quantification et vérification de la qualité des ARNs totaux
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Etape 2 Fragmentation des ARNs totaux (200-300 pdb)

Etape 3 Retrotranscription de 'ARN en ADNc et ligation des exirémités a des adaptateurs

Etape 4 Amplification des séquences d'ADNc (PCR)

Etape 5 Séquencage des librairies (SNP flow cell, NovaSeq 6000, lllumina)
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Etape 6 Contréle de la qualité des séquences et quantification, alignement des séquences sur
le génome de référence de la truite arc-en-ciel

Etape 7 Génération des tables de comptages et analyses des expressions différentielles des
génes et des séquences matures
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Figure 23 Etapes de I'étude du transcriptome hépatique et de I'intestin distal via 'analyse par

séguencage a haut débit.
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Etude de I'expression de genes par RT-gPCR

Pour la cinétique de court terme, 'expression d’'un ensemble de genes cibles a été étudiée par
RT-qPCR selon le protocole suivant. Les ARNs totaux (n = 6 poissons par point de cinétique et par régime)
du foie, de Iintestin proximal et de I'intestin distal ont été extraits, traités, quantifiés et leurs intégrités
ont été vérifiées comme décrit pour I'étude transcriptomique. Brievement, la synthése d’ADNc a été
réalisée sur 750 ng d’ARN en utilisant la reverse transcriptase SuperScript Il (Invitrogen, Etats-Unis) et
des amorces aléatoires (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Certains génes différentiellement
exprimés identifiés lors du séquencage a haut débit ainsi que certains marqueurs connus pour étre
impliqués dans les fonctions inflammatoires et immunitaires ont été sélectionnés afin d’en mesurer les
expressions. Les amorces de ces génes ont été développées, validées puis testées en gqPCR sur des
échantillons de foie, d’intestin proximale et d’intestin distal prélevés pour chague point de cinétique, 6
heures apres le dernier repas. Les genes et les tissus dans lesquels les amorces ont été testées sont

décrits dans le Tableau 14 (p. 120).
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Tableau 14 Liste des genes dont les expressions ont été mesurées par RT-gPCR dans les différents tissus.

Numéro d’accession NCBI Foie Intestin Intestin
proximal distal

Immunité et inflammation

Complément C3 (c3) XM_021561577.2 X X X

Protéoglycane-4 (prg4) XM_036968497.1 X

Alpha-2-macroglobuline (a2m) XM_021587033.2 5

Interleukine 1-béta (il1-8) XM_021590496.2; AJ557021.2 X X

Interleukine 6 (il-6) NM_001124657.1 X X

Interleukine 4 (il-4) FN820500.1 X X

Facteur de nécrose tumorale (tnf-a) AJ278085.1; NM_001124357.1 X X
Structure

Protéine de jonction serrée 1a (tjpla) XM_036980662.1 X X

Protéine de jonction serrée 3 (tjp3) XM_031822609.1 X X

Mucine 2 (muc2) XM_036968565.1; XM_036968563.1 X X

Claudine 15 (cldn15) XM_036987534.1; XM_021615039.2 X X

Aquaporine 7 (agp7) XM_021568669.2 X X

Aquaporine 10a (agp10a) XM_021621544.2 X X
Coagulation

Membre 10 de la famille A des serpines (serpinal0) XM_036954825.1; XM_036954823.1 X

Fibrinogéne (fbg) XR_005053092.1; XM_036987044.1 X X

Protéine CD9 (cd9) NM_001124324.1 X X
Protection cellulaire

NADPH--cytochrome P450 reductase (por) XM_021623734.2 X

Myo-inositol oxygénase (miox) XM_021572362.2 X
Prolifération cellulaire

Antigene nucléaire des cellules proliférantes (pcna) XM_036936092.1 X X
Antiviral

Cholestérol 25-hydroxylase (ch25h) XM_021564786.2 X X
Stress du réticulum endoplasmique

Sélénoprotéine S (selenos) XM_036963928.1; XM_036981274.1 X X
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f.  Analyses complémentaires : analyse peptidomique de I'extrait de levure

L'analyse peptidomique de I'extrait de levure a été réalisée par le biais d’'une adaptation de la
peptidomique classique n’utilisant pas de digestion enzymatique. L’analyse a consisté a appliquer une
étape de réduction/alkylation avec un tampon 100 mM Tris (6 M chlorure de guanidinium, 10 mM TCEP
et 40 mM chloracétamide, pH 8,5) sur 1 mg d'échantillon d’extrait de levure. Les peptides ont ensuite
été purifiés avec une colonne C18, et quantifiés par spectrophotométrie a 214 nm avant I'analyse de 1

g de peptides par nanoESI nanoRPLC MS/MS. Les analyses ont été réalisées en triplicats.

Le traitement des données a été effectué a l'aide du logiciel PEAKS® (Bioinformatics Solution Inc.).
Ce logiciel permet de faire correspondre les peptides identifiés au protéome de la souche de référence
Saccharomyces cerevisiae S288C, ainsi que de séquencer de novo les peptides non appariés a la base de
données. La recherche des peptides bioactifs a été réalisée a partir des séquences exactes identifiées
par le biais d’'une recherche bibliographique et d’une sélection de peptides a partir de la base de

données BIOPEP (lwaniak et al., 2016).
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CHAPITRE 4
RESULTATS




1. In vitro : prolifération d’entérocytes en présence d’'exirait de levure dans un

milieu carencé en acides aminés

a. Contexte et objectif

Des essais in vitro ont été mis en place afin d’évaluer la tolérance et la prolifération
d’entérocytes de truite arc-en-ciel en présence d’un extrait de levure dans leur milieu de culture. La
prolifération cellulaire a été évaluée a travers une cinétique durant laquelle les cellules ont été
comptées aux jours 1, 5 et 7 suivant I'exposition aux milieux de culture supplémentés en extrait de
levure (HBSScei-1x et HBSSceL0.3x). Le milieu L-15 constituait le controle positif puisqu’il s’agit d’un milieu
complet utilisé en routine pour entretenir les cellules. Les milieux HBSSc et HBSS ont été utilisés afin
d’évaluer respectivement I'effet d’un milieu carencé en acides aminés et celui d’'un milieu totalement

dépourvu d’acides aminés, de facteurs de croissance et de vitamines.

b. Résultats et éléments de discussion

Les milieux L-15, HBSSc et HBSS ont été utilisés comme controles. Contrairement aux milieux
carencés HBSSc et HBSS, le milieu L-15 a induit une prolifération cellulaire des cellules RTGUT-GC sur
une période d’exposition de 7 jours, comme l'indique la Figure 24a (p. 124). Par ailleurs, le milieu
totalement carencé HBSS semble avoir provoqué un début de mortalité cellulaire comme le montre la
valeur de prolifération au jour 7 qui est inférieure a celle du jour 1 (Figure 24b, p. 124) (ANOVA 1 facteur,
p = 0,06). Au jour 7, les proliférations étaient significativement plus importantes pour les cellules
exposées aux milieux L-15 et HBSSCeo3x, comparées aux proliférations des entérocytes exposés aux
milieux HBSSCe.1x et HBSSc (ANOVA 1 facteur, p < 0,001). Les proliférations cellulaires observées pour
les milieux supplémentés en extraits de levure (1X et 0,3X) étaient supérieures a celles observées pour
le milieu carencé en acides aminés. En revanche, I'induction de la prolifération cellulaire était variable
en fonction de la dose d’extrait de levure utilisée et était significativement plus importante pour les

cellules exposées a une concentration de 0,3X.
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Figure 24 Prolifération cellulaire observée en milieux complet (L-15), milieux carencés en acides
aminés supplémentés en extrait de levure (HBSSce-1x et HBSScei-0.3x) et milieu salins (HBSS)

Les données représentent la prolifération cellulaire normalisées par rapport a J1 et sont représentées par les moyennes des

réplicas techniques (n=4) £ SEM.

Cet essai préliminaire nous a permis de confirmer que I'extrait de levure pouvait étre utilisé
dans l'alimentation de la truite arc-en-ciel et était bien toléré par les entérocytes. De plus, cet essai in
vitro a suggéré que I'ajout de I'extrait de levure dans un milieu carencé en acides aminés permettait de
palier a I'absence d’acides aminés dans le milieu de culture HBSSc. Les acides aminés apportés par
I'extrait de levure semblent donc étre biodisponibles et utilisables par les entérocytes pour la
prolifération cellulaire. Les meilleurs résultats de prolifération ont toutefois été obtenus avec la plus
faible des deux doses utilisées (0,3X). Ceci suggére qu'’il faille veiller a ne pas introduire une quantité
trop importante de I'extrait levurien dans I'alimentation des truites comme cela a été montré par
Andrews et al. (2009) dans son étude sur la carpe indienne labéo roho. En effet, les poissons
présentaient une baisse de croissance lorsqu’un extrait de levure était inclus dans I'aliment en de trop
fortes concentrations (Andrews et al., 2009). L'extrait de levure doit étre utilisé comme un ingrédient
fonctionnel et donc étre a incorporé a faible dose dans les aliments, plutét que comme une source

alternative de protéines.
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2. Invivo : effets a long-terme d’'une supplémentation en extrait de levure dans
un régime dépourvu de farine de poissons et a base de protéines animales

fransformées

a. Contexte

La substitution des farines de poissons par des sources protéiques alternatives plus durables
reste une préoccupation majeure pour le secteur aquacole. Les matieres premieres végétales, déja
largement incluses dans les aliments commerciaux, ainsi que les protéines animales transformées
représentent des candidats d’intérét pour le remplacement des farines de poissons. Bien qu’elles
présentent des propriétés nutritionnelles et économiques intéressantes, ces matiéres premiéres
semblent moins efficientes lorsque I'on se place dans un contexte de substitution totale de la farine de
poisson par des végétaux ou des coproduits animaux. Des voies d’amélioration de ces régimes sans
farines de poissons sont néanmoins envisageables, comme par exemple en y incorporant des
ingrédients fonctionnels tels que les levures. En effet, les levures sont couramment utilisées en

alimentation animale pour améliorer la croissance et la santé des animaux d’élevage.

b. Objectif

Dans le cadre de mon travail de these, nous avons cherché a évaluer les bénéfices, pour la truite
arc-en-ciel, d’'une supplémentation en extrait de levure d’un régime dépourvu de farines de poissons et
composé de matieres premiéres végétales et de protéines animales transformées. Les essais
zootechniques décrits dans cet article ont été conduits afin de mettre en évidence les effets de cette
supplémentation sur la digestibilité de I'aliment, la croissance des poissons et la santé du tube digestif.
Une étude sans a priori de la réponse transcriptomique (ARN et miARNs) des foies et des intestin distaux,
deux tissus clés du métabolisme nutritionnel, a également été réalisée afin de décrypter les mécanismes

moléculaires sous-jacents aux variations phénotypiques observées.
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c. Résultats

Bien que I'ajout de 3 % de I'extrait de levure dans un aliment a base de protéines végétales et
de protéines animales transformées n’ait pas influencé de maniere importante la digestibilité des
nutriments de l'aliment, les poissons nourris avec le régime PAP+YE ont néanmoins montré une
croissance significativement plus importante que ceux nourris avec le régime PAP non supplémenté.
Cependant, I'ajout de levure, bien que bénéfique, n’a pas permis d’atteindre les niveaux de croissance
mesurés chez les poissons nourris avec le régime CTL contenant de la farine de poisson. Les marqueurs
immunitaires plasmatiques et la structure de la muqueuse intestinale analysés n‘ont pas permis de
mettre en évidence de signes clairs d’inflammation. Néanmoins, la taille des villosités intestinales ainsi
gue les niveaux totaux d’'immunoglobuline M dans le plasma étaient significativement plus élevés chez
les poissons nourris avec le régime supplémenté avec I'extrait de levure. Par ailleurs, méme si peu de
genes ont montré une expression différentielle dans le foie et lintestin distal, les analyses des
transcriptomes ont tout de méme mis en évidence que les régimes expérimentaux avaient modulés
I'expression de génes impliqués dans les fonctions immunitaires, la réponse inflammatoire, les défenses
anti-pathogénes ou encore la cicatrisation et la coagulation. Les analyses des miRNomes hépatiques et
intestinaux ont indiqué que I'expression des micro-ARNs étaient trés peu modulée par les régimes

expérimentaux.

d. Eléments de discussion

Cette étude a confirmé I'utilité des extraits de levure pour améliorer I'efficience des régimes
sans farine de poisson chez la truite arc-en-ciel. Les poissons n'ont présenté aucun signe net
d’inflammation intestinale ou de réponse immunitaire exacerbée induites par la substitution de la farine
de poisson au profit de protéines végétales et de protéines issues d’animaux terrestres. Pourtant, les
réponses des transcriptomes hépatiques et intestinaux ont montré que les régimes expérimentaux
utilisés ont été capables de modifier I'expression de genes impliqués dans des mécanismes immunitaires
innés et acquis, dans des fonctions de défense contre des pathogénes ainsi que dans des processus de
coagulation et de cicatrisation des tissus. Les résultats obtenus ne permettent pas d’élucider pleinement
les mécanismes cellulaires et moléculaires responsables des plus faibles croissances des poissons
nourris avec les régimes sans farine de poisson. Néanmoins, la supplémentation en extrait de levure
semble avoir modulé des voies cellulaires capables d’améliorer la robustesse de la truite arc-en-ciel. Nos

résultats sont donc en accord avec des études précédentes qui attribuent aux levures, des effets
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bénéfiques pour la croissance et la santé des animaux (Abu-Elala et al., 2018; Glencross et al., 2020b;
Huyben et al., 2018, 2017, Vidakovic et al., 2020). Il est toutefois important de souligner que I'extrait de
levure utilisé dans le cadre de cette étude était la fraction cytosolique de Saccharomyce cerevisiae et
non la paroi connue pour sa richesse en molécules immunostimulantes comme les B-glucanes. Dans
cette étude, I'extrait de levure était riche en petits peptides, en acides aminés libres et en nucléotides.
Les effets observés sur la croissance, I'histologie intestinale et les modulations des transcriptomes
hépatique et de l'intestin distal pourraient donc étre le résultat d’'une modification du profil en acides
aminés de l'aliment plus favorable a la croissance, ou celui d’'un apport en peptides bioactifs pouvant
stimuler I'anabolisme. Ces acides aminés et peptides bioactifs ont également pu contribuer a la
régulation de I'expression de génes pouvant induire une meilleure robustesse des poissons. Enfin, il est
important d’indiquer que les nucléotides sont également connus pour leurs effets bénéfiques sur
I'immunité. Chez I'enfant, les nucléotides naturellement présents dans le lait maternel améliorent la
santé et la fonction immunitaire (Singhal et al., 2008; Uauy et al., 1994). Chez les poissons, les
nucléotides semblent également augmenter la tolérance au stress et moduler les réponses
immunitaires innées et adaptatives (Hossain et al., 2020; Low et al., 2003). De plus, les poissons nourris
avec des aliments enrichis en nucléotides montreraient une meilleure résistance aux infections virales,
bactériennes et parasitaires (Burrells et al.,, 2001a; Li et al.,, 2004). L'ensemble de ces molécules
apportées par la supplémentation en extrait de levure pourrait donc améliorer la robustesse des truites

et in fine leur croissance, quand I'aliment présente une formulation qui n’est pas optimale.

Afin de comprendre les fonctions et les potentiels effets des peptides contenus dans I'extrait de
levure, une analyse peptidomique a été lancée a posteriori. Les résultats sont décrits dans la partie « f.

Résultats complémentaires : analyse des peptides bioactifs » (p. 166).
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Abstract

Replacing fishmeal with alternative protein sources and improving new ingredients diets with
feed additives are major objectives in aquaculture. The aim of this study was to evaluate benefits for
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) of supplementing a fishmeal-free diet, composed of processed
animal proteins, with yeast extract. Juvenile rainbow trout (initial weight 37 + 2 g) were fed either with
a control diet (19% fishmeal) or with a diet based on terrestrial animal by-products (17%) supplemented
or not with 3% of yeast extract. Effects of the diets were evaluated in a 4-week digestibility trial and a
12-week growth experiment. Fish health was investigated by measuring plasma immune markers and
performing histological study of the gut. Underlying molecular responses were investigated using
unbiased transcriptomic analysis of the liver and distal intestine. Results indicated that supplementing
with 3% yeast extract did not influence nutrient digestibility substantially. Nevertheless, fish fed the
supplemented fishmeal-free diet grew more than those fed the non-supplemented processed animal
protein diet. Plasma and structural parameters indicated no exacerbated immune response or signs of
intestinal inflammation in fish fed the fishmeal-free diets. However, plasma total immunoglobulin M
levels and intestinal villi were significantly higher in fish fed the diet supplemented with yeast extract.
The transcriptomic analysis revealed that the diets influenced immune, inflammatory, pathogen fighting
and coagulation gene-related expressions. These results suggest that the dietary inclusion of yeast can

enhance a fishmeal-free diet by improving rainbow trout performances and potentially their robustness.
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1. Introduction

According to the most recent forecasts of the Food and Agriculture Organization, global protein
consumption will increase by 14% by 2030. The production of aquatic protein will help meet the global
demand for protein, since per capita fish consumption is expected to exceed more than 21 kg by then.
Fishing and aquaculture activities meet financial and food requirements for populations around the
world. Both sectors together employ nearly 8% of the world's population and provide many people with
a major source of dietary protein. In 2020, 49% of the 178 million tons of total fish production came
from aquaculture and the sector is expected to contribute more than 50% of total production by the

end of the decade. Thus, aquaculture is recognized as a major contributor to global food security 2.

Although most of the production is intended for direct human consumption, some is used for other
purposes. Currently, 12% of the total annual fish tonnage is used to produce fish oil and fishmeal to feed
carnivorous farmed fish such as Atlantic salmon (Salmo salar) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
W, These ingredients have been used to formulate aquafeeds since they fulfill nutritional needs for
protein, amino acids and n-3 long-chain polyunsaturated fatty acids, and they are highly palatable and
digestible ®). Because wild fish stocks used for this purpose have been overexploited for years, they are
now protected by fishing quotas to conserve them and their use in carnivorous fish feeds tends to

decrease ¥,

Thus, alternative ingredients are increasingly of interest and many studies on the topic have
emerged in the past few decades. For salmonids, changes in formulations have enabled replacing a large
percentage of marine ingredients with plants raw materials ©". However, the presence of anti-nutritional
factors and an imbalance in amino acids prohibit completely replacing fishmeal with plants since doing
so decreases fish growth ©7). Moreover, certain abrasive plant-based ingredients, especially soybean
meal, trigger enteritis and consequently weaken the immune response in fish ©. Insect meal and
microalgae are interesting alternatives due to their high nutritional qualities and the short life cycles of
the organisms that provide the ingredients. However, using them as a complete substitute for fishmeal
in aquafeeds is not recommended, since they are more expensive and raise concerns about

(10 processed animal proteins (PAP), banned from Europe in 2001 due to

environmental sustainability
spongiform encephalopathy, gradually regained popularity in the early 2010s due to increasing scientific
knowledge and modernization of processing techniques. In 2013, the European Union reauthorized the
use of non-ruminant by-products in aquafeeds. Like fishmeal, pig and poultry products are highly
digestible, appetizing and well balanced in protein and amino acids. Derived from industrial by-products,
they are also less expensive, do not compete with human food sources and have a lower carbon

g (11713

footprint than other ingredient ). Based on previous studies of salmonids, depending on the
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percentage of inclusion in aquafeeds, poultry by-products and pig blood meal are suitable replacements
for marine ingredients since they do not induce strong adverse effects on fish growth or health 4719,

However, PAP-based diets effectiveness still requires improvement.

Feed additives, such as yeast and its derivatives, have become of great interest in animal health and
disease prevention. In the past few decades, adding yeast to the diets has been well investigated for
terrestrial livestock, and positive effects of doing so have been observed for poultry, pigs and ruminants
(17.18) "Yeast supplementation has gained popularity for aquaculture species, as positive relations have
been identified between nutrition and fish health ). As described in the review of Agboola et al. 2%,
Saccharomyces cerevisiae is the yeast strain studied most in aquaculture. It contains relatively high
contents of crude protein, amino acids, vitamins and minerals, as well as compounds (MOS and B-
glucan) that can stimulate immunity, improve intestinal integrity, assist in wound healing and thus
promote growth performances by modulating metabolism ?Y). Yeast has been a major ingredient used

22-24

to mitigate adverse effects of fishmeal-free diets of several fish species and shrimp ?272%. Surprisingly,
its cytosolic fraction (i.e. yeast extract) is less well known and has been rarely studied, even though it
has relatively high contents of protein and bioactive components, such as nucleotides and small

peptides, that could also improve fish performances and health .

Due to these qualities and relative lack of use, long-term benefits of a supplementation with the
cytosolic fraction of Saccharomyces cerevisiae were assessed in this study for rainbow trout fed a
fishmeal-free diet composed of poultry by-products and pig blood meal. First, effects on zootechnical
parameters were evaluated in a 4-week feed digestibility trial and a 12-week growth experiment. The
overall health of the fish was then evaluated, with a focus on intestinal integrity and humoral immunity.
Finally, RNAs and miRNAs were sequenced to identify underlying molecular responses of the liver and

distal intestine, which are key tissues sensitive to dietary changes.

2. Materials and methods

2.1. Experimental design

Ethical statements

In vivo experiments were performed at the French National Research Institute for Agriculture,

Food and Environment (INRAE) experimental fish farm facility (IE Numea, 2021 ?®)), authorized for
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animal experimentation by the French Veterinary Service (A64-495-1 and A40-228-1). The experiments
were conducted in strict accordance with European Union regulations on the protection of animals used
in scientific research (Directive 2010/63/EU) and according to the National Guidelines for Animal Care
of the French Ministry of Research (decree no. 2013-118, 02 Jan 2013). In agreement with the ethical
committee (C2EA-73), the experiment did not need approval, since it involved only standard rearing
practices, with all diets formulated to meet the nutritional requirements (NRC, 2011) of rainbow trout

G The staff of the facility received training and personal authorization to perform the experiments.

Feeds formulation

To evaluate the benefits of supplementing yeast extract in a fishmeal-free diet, three feeds
formulated to be isoproteic, isolipidic and isoenergetic were manufactured by extrusion at INRAE
experimental facilities in Donzacg (Landes, France). The main basal composition of the diets differed
(Table 1). The control diet (CTL), composed of 19.0% of fishmeal and 7.0% of fish oil, was formulated to
approximate a current commercial feed. The processed animal protein (PAP) feed was composed of
10% of dehydrated poultry protein, 6.0% of hydrolyzed feather meal and 1.0% of poultry and pig blood
meal. The PAP+YE feed was composed of the PAP feed supplemented with 3% yeast extract with a high
content of free amino acids and peptides (Prosaf®, Phileo by Lesaffre, France). The yeast product,
derived from the cytosolic fraction of S. cerevisiae, was composed of 71.6% crude protein, 8.7%

nucleotides, and less than 0.5% lipids (Suppl. Table 1).

Digestibility trial

The digestibility trial was conducted at INRAE experimental facilities in Saint Pée-sur-Nivelle
(Nouvelle Aguitaine, France). Nine batches of 15 rainbow trout, with a mean body weight (BW) of 100
+ 5 g, were distributed and acclimated into 100 L cylindrical-conical tanks for 15 days. The tanks were
supplied with continuous flow (4 L/min) of well-oxygenated fresh water (9 ppm dissolved oxygen) at a
constant temperature (17 + 0.5 °C) under a 12 h photoperiod. Experimental diets, which contained 0.1%
yttrium (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) as an inert marker, were randomly assigned
to the tanks (three tanks per diet) (Table 1). Before collecting feces, fish were acclimated to their
respective diet for another 15 days period and fed twice a day until visual satiation. During the four
weeks following the adaptation period, feces were collected daily using Choubert’s automatic and

(27

continuous sieving system 7, pooled by tank and stored at -20°C until further analytical assays.

Apparent digestibility coefficients (ADCs) were determined using the indirect method based on
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analyzing the yttrium content according to NRC (2011) ©). Yttrium concentrations were determined in
diets and feces after an acid digestion with HNOs; and measured with a coupled plasma-mass
spectrometry (Agilent 4200 MP-AES, Santa Clara, California, USA). ADCs (%) were estimated for dry

matter, energy, protein, lipids, starch, and minerals.

(Eg. 1)

ADC dry matter (%) = 100 — [100 x (2 Tum B e 52 ))

%of yttrium in the feces

ADC OfX (% Of drymatter) =100 — 1100 X (%oinn thefeces) X ( % of yttrium in the diet )J

% of X in the diet % of yttrium in the feces

(Ea. 2)

with X the nutrient of interest (e.g. protein, lipids, starch, minerals) or energy.

Growth experiment and sampling procedure

The growth experiment was conducted in the experimental facilities of INRAE in Donzacq
(Landes, France). In total, 189 juvenile rainbow trout, with a mean BW of 37 + 2 g, were divided into
groups of 21 fish in 9 tanks of 100 L each supplied with natural freshwater at 17°C. The three
experimental diets were randomly allocated to the tanks in triplicate (three tanks per diet) (Table 1).
For 12 weeks, fish were reared under a natural photoperiod and fed twice a day by hand to visual
satiation. The feed dispensed and total fish biomass in each tank were recorded every three weeks.

Zootechnical parameters were calculated for feed efficiency (FE) and daily feed intake (DFI, %/day).

__ finB—iniB
FE = —w (Eq. 3)
wi
DFI = fepwmew,_; (Eq. 4)

2

with finB and iniB as the initial and final biomass per tank (g), respectively; iniBW and finBW the initial
and final BW (g), respectively; Wl as the feed dispensed during the growth experiment (g); and At as the

feeding period (days).

After 12 weeks of feeding, fish were anesthetized and euthanized by immersion in successive
baths of benzocaine (30 mg/mL and 60 mg/mL, respectively). Nine fish per condition (three per tank)
were collected, measured, weighed and frozen at -20°C for analysis of body composition. On these fish,
liver and viscera were collected and weighed in order to calculate hepato-somatic index (HSI, %),

viscero-somatic index (VSI, %) and condition factor K.

__ Liver weight
HSI = === x 100 (Eq. 5)
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Viscera weight

VST = Fish BW

x 100 (Eq. 6)

Fish BW
Factor K = W X 100 (Eq. 7)

An additional 12 fish per condition (four per tank) were anaesthetized and euthanized for tissue
sampling. Blood was collected from the caudal vein 48 h after the last meal using a syringe previously
treated with EDTA and centrifuged at 3000 x g for ten minutes. Plasma was recovered and frozen at -
20°C to later quantify humoral immune parameters. Liver and distal intestine samples were collected
24 h after the last meal and soaked in RNA later before being immediately immersed in liquid nitrogen
and kept at -80°C until further molecular analysis. Additional samples of proximal and distal intestine
were collected 48 h after the last meal, immediately fixed in a 10% buffered formalin solution, and then

adequately processed for later histological studies.

2.2. Proximate composition of diets, feces and whole body

The proximate compositions of the diets, feces and whole body were quantified according to
the following protocols. Dry matter and ashes were determined after 24 hours of drying at 105°C and 7
hours of combustion at 550°C, respectively. Gross energy content was measured using an adiabatic
bomb calorimeter (IKA C5003). Crude protein was determined using the Kjeldhal acid-digestion method
28) The total lipid content was isolated, purified and quantified gravimetrically according to the protocol
of Folch et al. ?®. Data on the proximate diet and whole-body compositions data were used to calculate
protein, lipid and energy intake (kl/kg BW/day), gain (ki/kg BW/day) and retention (%), using the

following equations:

X intake = DFI X % X feed content (Eq. 5)
. (X finFish X fiNBW =X inipish XiniBW)
X gain = m(/l‘SinBW+iniBW):;lt:1000 (Ea. 6)
2
X retention = X,gam x 100 (Eq. 7)
X intake

with X as the nutrient considered or energy; XfinFish and XiniFish as the initial and final fish nutrient or

energy content, respectively (in % of wet matter).
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2.3. Humoral immune parameters

Plasma lysozyme activity, peroxidase activity, alternative complement pathway activity and total
immunoglobulin M levels were measured in triplicate using a microplate reader (Synergy HT, Biotek,

Winooski, Vermont, USA).

Plasma lysozyme activity

Plasma lysozyme activity (n = 12 fish per condition) was quantified using a turbidimetric assay,

as described by Peixoto et al. 30

. On a microplate, 15 uL of plasma were incubated with 250 pL of a
Micrococcus luteus solution (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA, 0.5 mg/mL in 0.05 M sodium
phosphate buffer, pH 6.2) at 25°C. During incubation, absorbance was measured at 0.5 and 15 min at
450 nm. Lyophilized hen egg white lysozyme was serially diluted (0.5 M, pH 6.2) and used to develop a
standard curve. Plasma lysozyme concentrations were calculated using the equation for the standard

curve.

Plasma peroxidase activity

Total plasma peroxidase activity (n = 12 fish per condition) was measured using the protocol of
Quade and Roth ©Y. Each plasma sample was diluted ten-fold in Ca*- and Mg -free Hank’s Balanced
Salt Solution (HBSS) and incubated 2 min with 50 pL of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine hydrochloride
(TMB, 20 mM) and 50 pL hydrogen peroxide (H20,, 5 mM). At the end of incubation, the reaction was
stopped by adding 50 uL of sulfuric acid (H2S04, 2 M) and the optical density (OD) was read at 450 nm.
HBSS was used as a blank and one unit of peroxidase activity was defined as the quantity of peroxidase

that produces an absorbance change of 1 OD.

Plasma alternative complement pathway activity

Plasma alternative complement pathway activity (n = 9 fish per condition) was estimated using
the method of Sunyer and Tort 2. Rabbit red blood cells (RaRBC) were washed in GVB buffer (isotonic
veronal buffered saline with 0.1% gelatin, pH 7.3) and then resuspended in GVB buffer to a
concentration of 2.8 x 108 cells/mL. Plasma samples were serially diluted in Mg-EGTA-GVB buffer (GVB
buffer containing 10 mM Mg?* and 10 mM EGTA) and incubated in triplicate with 10 pL of RaRBC
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suspension at room temperature with constant shaking. The hemolysis reaction was stopped after 100
min by adding 150 pL of cold EDTA-GVB (GVB buffer containing 20 mM EDTA). The degree of hemolysis
was determined by measuring the OD of the supernatant at 414 nm. Plasma concentrations that yielded
50% of RaRBC hemolysis were defined as ACH50 units. Negative controls consisted of samples without

plasma, from which OD values were subtracted for each sample.

Plasma total immunoglobulin M level

Total plasma immunoglobulin M levels (n = 12 fish per condition) were determined using an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ®%. Plate wells were coated with diluted plasma proteins
(1:1000 in 50 mM Na,COs buffer, pH 9.6), blocked 2 h with a blocking buffer (5% low fat milk in TBST,
pH 7.3) and washed with a TBST solution (1X tris-buffered saline with 0.1% Tween 20, pH 7.3). Samples
were then incubated with 100 plL of anti-rainbow-trout IgM monoclonal antibody (Agquatic Diagnostic
Ltd., Scotland, 1:400 in a blocking buffer) for 1 h, washed again with TBST and incubated with an anti-
mouse secondary antibody (EMD Millipore Corp., USA, 1:1000 in a blocking buffer) for 1 h.
Subsequently, 100 pL of TMB was added, and the reaction was stopped with 100 uL of H,SO4 (2 M).

Absorbance was measured at 450 nm and total immunoglobulin levels were equated to OD.

2.4. Histological analysis of the intestine

Proximal and distal intestine samples (n = 12 per condition) were processed using standard
histological methods. Briefly, tissues were fixed in 10% buffered formalin before being dehydrated in
consecutive ethanol baths (70%, 95% and 100%), clarified in xylene and embedded in paraffin blocks.
Subsequently, 2 um longitudinal sections were cut and stained with hematoxylin and eosin to measure
the height of intestinal villi, and additional sections were stained with periodic acid-Schiff alcian blue to
quantify the number of goblet cells per mm?2. Villi height was measured on one slide per fish using a light
microscope (Nikon Eclipse E200, Tokyo, Japan) equipped with a digital camera (E3CMOS Series C-mount
USB3.0 CMOS Camera, Sony, Tokyo, Japan) and ToupView 3.7 software (ToupTek, Hangzhou, China).
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2.5. Molecular analysis

Total RNA extraction

Total RNA and miRNA was extracted from liver and distal intestine (n = 6 per condition) using a
miRNeasy Tissue/Cells Advanced Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the protocol provided by
the manufacturer. To avoid genomic DNA contamination, RNA samples (10 pg of each) were subjected
to DNase treatment using a Turbo DNA-free kit (Invitrogen, USA). RNA concentrations and quality were
determined using a Nanodrop® ND1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) and subjected to
a Bioanalyzer (Agilent, USA) to validate the RNA extraction procedure. RNA integrity was verified using

agarose gel (1%).

Preparation and sequencing of cDNA libraries

Total RNA was quantified using a Fragment Analyzer and the standard sensitivity RNA kit (Agilent
Technologies, USA). Libraries were constructed using a Stranded mRNA Prep Ligation kit (Illumina, San
Diego, California, USA) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, poly-A RNAs were purified
using oligo(dT) magnetic beads from 500 ng of total RNA. Poly-A RNAs were fragmented and underwent
a reverse transcription using random hexamers. During the second strand-generation step, dUTP added
dTTP to prevent the second strand from being used as a matrix during the final PCR amplification.
Double stranded cDNAs were adenylated at their 3' ends and ligated to lllumina's universal anchors.
Ligated cDNAs were amplified after 13 PCR cycles. During this PCR, the libraries were indexed, and
adapter sequences were added to be compatible with the cluster-generation step. PCR products were
purified using AMPure XP Beads (Beckman Coulter Genomics, Brea, California, USA). Libraries were
validated using the High Sensitivity NGS kit (Agilent, USA) on the Fragment Analyzer and quantified using
the KAPA Library quantification kit (Roche, Basel, Switzerland).

Thirty-six libraries were pooled in equimolar amounts. The pool was then sequenced using a
Novaseq 6000 (Illumina, USA) on one lane of an SP flow cell in paired-end 2*150nt mode according to

the manufacturer’s instructions.

RNA sequencing quality control and transcript quantification

Image analyses and base calling were performed using NovaSeq Control Software and the Real-

Time Analysis component (Illumina, USA). Demultiplexing was performed using lllumina's conversion
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software (bcl2fastg 2.20). The quality of the raw data was assessed using the FastQC program (version
0.11.8, Babraham Bioinformatics, Cambridge, UK) and the Sequencing Analysis Viewer software
(Hlumina, USA). The FastQ Screen program (version 0.14, Babraham Bioinformatics, UK) was used to

estimate the potential degree of contamination.

Transcripts were quantified using the Nextflow (version 20.11.0-edge) nf-core/rnaseq (revision
3.0) pipeline ©3 on the SLURM cluster of the Genotoul Bioinformatics platform. Nextflow is a FAIR
(Findable, Accessible, Interoperable, Reusable) pipeline. The pipeline used the STAR program (version
2.6.1d) ® to map the reads to the O. mykiss reference genome (Omyk_1.0) and projected the
alignments onto the transcriptome (Omyk_1.0.104). The quantification count table was generated using

RSEM software (version 1.3.1) ©°).

Preparation and sequencing of miRNA libraries

miRNAs were quantified using a Fragment Analyzer and the Small RNA Analysis kit (Agilent,
USA). Libraries were constructed using a NEXTFLEX Small RNA-seq v3 kit (Perkin Elmer, Waltham,
Massachusetts, USA) following the manufacturer’s instructions. Briefly, a 3’ adenylated adapter was
ligated to the 3’ end of 400 ng RNA and purified to remove excess 3’ adapters. A 5" adapter was ligated
to the 5 end of the 3’-ligated miRNA. The resulting construction was purified to remove excess 5’
adapters. The 5’- and 3’-ligated miRNAs underwent a reverse transcription using an M-MulLV reverse
transcriptase and an RT primer complementary to the 3’ adapter. The resulting cDNAs were used as a
matrix in a 23-cycle PCR using a pair of uniquely barcoded primers. The resulting barcoded library was
size-selected on a Pippin HT using a 3 % agarose cassette (Sage Science, Beverly, Massachusetts, USA),
aiming for a size of 147-193 bp. Once size-selected, libraries were verified using a Fragment Analyzer
and the High Sensitivity NGS kit (Agilent, USA), and quantified using the KAPA Library quantification kit

(Roche, Switzerland).

Thirty-six libraries were pooled in equimolar amounts. The pool was then sequenced using a
Novaseq 6000 (lllumina, USA) on one lane of an SP flow cell in paired-end 2*50nt mode according to

the manufacturer’s instructions.

miRNA sequencing quality control and miRNAs quantification

Quality control of miRNA sequencing was performed as described previously for RNA

sequencing. miRNA raw reads were trimmed using the Cutadapt program (version 3.4) ©® to remove
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the sequencing adapter (TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG) at the 3' end. Additionally, four bases were also
trimmed from the 5’ end and 3' end of the reads, as described in the manual for the NEXTFLEX Small

RNA-Seq v3 kit (Perkin Elmer, USA).

miRNA quantification

Trimmed miRNA libraries were processed using the Prost! program (version 0.7.60) 7 to
guantify the expression of mature miRNAs. Prost! was configured to retain all reads of 17-25 nucleotides
that appeared at least five times in the dataset. Sequences were aligned on the USDA_OmykA 1.1
rainbow trout reference genome (accession GCF_013265735.2). Genomic locations were then enriched
by Prost! using the FishMiRNA database (version of June 2021) and 354 sequences of rainbow trout
mature miRNAs described by Cardona et al. (2021) ®®. Rainbow trout was used as the main species to
annotate the genomic locations, which yielded a “compressed by annotation” table of Prost! results
that summarized expression values for all known rainbow trout mature miRNAs. As advised by Prost!
documentation, when multiple potential annotations were identified for a given location, read counts

were evenly distributed among the annotations.

Analysis of transcripts and miRNAs differential expression

Differential expression was analyzed using the DESeq2 program (version 1.32) ©%, with the
RSEM raw counts for total RNA sequencing and the Prost! raw expression matrix of annotated mature
miRNAs for miRNA sequencing. Differential expression was analyzed in the same way for both datasets
using the standard DEseq2 procedure for all 36 libraries and specifying a suitable contrast for each
differential expression test. Genes or mature sequences with a false discovery rate (FDR) less than 0.05

were retained for further analysis.

Gene ontology analysis

Enrichment of gene ontology terms was tested in each of the sets of differentially expressed
genes. To create a set of background genes, the Manhattan method of the genefilter package “? of R
software Y (version 4.1.3) was used to retrieve a set of 100 genes with expression profiles similar for
to those of each differentially expressed genes. Enrichment was then analyzed using the topGO R

(42

package (version 2.44.0) “? and the Ensembl 104 annotation. All terms of the molecular function,
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biological process and cellular compartment ontologies were tested using Fisher’s exact test and the

“classic” algorithm of topGO.

2.6. Statistical analysis of zootechnical parameters, plasma and histological data

Statistical analyses were performed using the Remdr R package. Normality of the distributions
and homogeneity of the variances were assessed using a Shapiro-Wilk test and Levene’s test,
respectively. If normality and homoscedasticity were confirmed, the data were analyzed using one-way
or two-way analysis of variance (ANOVA) test followed by Tukey’s range test. If one or both conditions
were not met, the data were analyzed using the non-parametric Kruskal-Wallis test. Differences were

considered statistically significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. Apparent nutrient digestibility

Overall, ADCs were high for all diets, exceeding 80% for dry matter, protein, lipids, starch and
energy, and exceeding 40% for minerals (Table 2). The PAP diet was more digestible than the CTL and
PAP+YE diets, with a significant increase in dry matter, protein and energy digestibilities (Tukey’s test, p
< 0.05). Compared to the digestibilities of the CTL and PAP diets, adding the yeast extract (i.e. PAP+YE)
slightly decreased the digestibility of dry matter (by 1.70% and 2.10%, respectively), protein (by 0.44%
and 0.55%, respectively) and energy (by 0% and 1.57%, respectively). Nevertheless, all digestibilities
remained similar to those of the CTL diet. The digestibilities of lipids, minerals and starch did not differ

significantly among the diets.

3.2. Growth performances and feed consumption

Fish had the same mean BW at the beginning of the growth experiment (one-way ANOVA, p >
0.05), but after 12 weeks of feeding, the group fed the CTL diet showed the best growth performances,
with a significantly higher final BW (Table 3). Conversely, as expected, fish fed the PAP diet showed the
worst growth performances; however, adding yeast extract to the PAP diet increased fish growth
significantly (Tukey’s test, p = 0.01). DFl was highest for fish fed the PAP diet (Tukey’s test, p < 0.01). The
diets did not influence FE, despite a trend for lower FE for fish fed the PAP diet (Kruskal-Wallis, p = 0.06).
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Anatomical indexes, including HSI, VS| and condition factor K, were not affected by the diets (one way

ANOVA, p > 0.05).

3.3. Whole-body composition and nutrients use

At the end of the growth experiment, the diets had not influenced fish body composition of dry
matter, ashes, protein, lipids or energy (one-way ANOVA, p > 0.05) (Table 4). The diets did not affect
energy or lipid gains or lipid retention, but protein gain, energy retention and protein retention differed
significantly among groups (one-way ANOVA, p < 0.05) (Table 5). The control group (CTL) showed the
best nutrient utilization capacities for protein gain and protein retention while fish fed the PAP diet had
the lowest values for protein gain, energy retention and protein retention. Compared to the PAP diet,
the PAP+YE diet increased protein gain (+10.1%), energy retention (+7.0%) and protein retention
(+7.3%), with values that did not differ significantly from those of the CTL diet.

3.4. Histological analysis of the intestine

The villi were significantly higher in the proximal intestine than in the distal intestine (two-way
ANQVA, p < 0.01) (Fig. 1). Overall, the diet influenced villi height in both parts of the intestine, with a
significant increase in height in fish fed the PAP+YE diet (two-way ANOVA, p < 0.05). The number of
goblet cells per mm? was significantly larger in the proximal intestine (two-way ANOVA, p < 0.001), but

the diet had no influence on it (two-way ANOVA, p > 0.05) (Fig. 2).

3.5. Plasma immune parameters

The diets did not influence lysozyme and alternative complement pathway activities after 12
weeks of feeding (Table 6). In contrast, total peroxidase activity was significantly lower in fish fed PAP
diet than that in fish fed the CTL diet, while that of fish fed the PAP+YE diet was intermediate and also
lower that in fish fed the CTL diet (Kruskal-Wallis test, p = 0.04). Total immunoglobulin M levels did not
differ significantly between the fish fed the CTL and PAP diets but were 25% higher in fish fed the PAP+YE
diet (Tukey’s test, p = 0.001).

3.6. Analysis of gene expression in the liver and distal intestine
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RNA sequencing and mapping

SAMtools utilities (version 1.10) “3 specified that 46.5-93.4 million reads per sample were
generated in BAM files, of which 68.0%-83.7% per sample were properly paired. The sequencing
produced 18- 22 million passed filter clusters per library. The descriptive files as well as the generated
data for RNA and miRNAs sequencing are available in the NCBI SRA repository under the following
accession number PRINA924987.

Identifying differentially expressed transcripts in the liver and distal intestine in response to the

diets, gene ontology enrichment and pathway analysis

In the liver, 14 transcripts were differentially expressed with three down-regulated genes (fold
changes ranging from -0.64 to -1.10), and 11 up-regulated genes (fold changes ranging from 0.60 to
2.22) (Fig. 3 a), Table 7). The largest modulation was observed when comparing the PAP and CTL diets,
with 11 transcripts differentially expressed, of which one and 10 were down-regulated and up-
regulated, respectively. The number of differentially expressed transcripts decreased to three when
comparing the PAP and PAP+YE diets, of which two were down-regulated. No genes were differentially
expressed when comparing the PAP and CTL diets. Moreover, no transcript was common to all three
comparisons. In the distal intestine, 28 transcripts were differentially expressed: 16 transcripts were
down-regulated with a range of fold change from -0.44 t0-23.67, and 12 were up-regulated with a range
of fold change from 0.88 to 22.6 (Fig. 3 b), Table 8). Unlike in the liver, most of them occurred when
comparing the PAP+YE and CTL diets, with 13 transcripts, of which six were down-regulated. One of the
13 transcripts was shared with the PAP+YE vs PAP comparison, while two were shared with the PAP vs
CTL comparison. The PAP+YE vs PAP comparison identified seven differentially expressed transcripts, of
which four where down-regulated. The PAP vs CTL comparison identified eight differentially expressed
transcripts, of which two were up-regulated, with one transcript shared with the PAP+YE vs PAP

comparison.

Enrichment of differentially expressed genes was tested against a set of 4990 background
genes. Overall, 25-gene ontology terms were found significantly enriched in one contrast. Gene
ontology enrichment and an additional literature analysis allowed to potential pathways to be assigned
to each differentially expressed transcript (Table 7, Table 8 and Suppl. Fig. 1). In the liver, of the 14
differentially expressed genes, six were related to immune or inflammatory functions. The other eight
transcripts were assigned to cell protection, coagulation or metabolism functions. In the distal intestine,
of the 28 transcripts differentially expressed, seven were assigned putatively to immunity or

inflammation functions, two to coagulation and wound healing, two to endoplasmic reticulum stress
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response, three to antipathogen functions and two to metabolism. Transcripts classified into the
category "Others" could not be assigned to specific functions due to lack of literature or poor genome

annotation.

3.7. Analysis of miRNAs expression in the liver and distal intestine

miRNA sequencing and mapping

A total of 321 mature miRNAs with a read count greater than one transcript per million (TPM)
were detected in at least one sample. As frequently occurs in miRNA sequencing, the miRNome was
dominated by a few highly abundant mature sequences. The most abundant sequence (omy-miR-122-

5p) had a mean normalized count of 204 000 TPM across all libraries.

miRNAs differentially expressed in the liver and distal intestine in response to the diets

Of the 318 mature miRNAs detected in the liver at more than a mean of 0.1 TPM average, only
4 were differentially expressed, and they belonged to the PAP+YE vs PAP comparison (Table 9). Two
were up-regulated (miR-222b-3p and miR-92a-3p) and the other two were down-regulated (miR-18a-
5p and miR-217a-5p) in response to the addition of yeast extract. In contrast, the diets had no influence

on the differential expression of the 310 mature miRNAs detected in the distal intestine.

4. Discussion

Replacing fishmeal with alternative ingredients and improving fishmeal-free diets has become
increasingly necessary for the sustainable development of aquaculture, especially for carnivorous
species of high economic value. It is well established that salmonids, such as rainbow trout, have a low
tolerance to fishmeal-free diets. Completely replacing fishmeal with plant-based ingredients is likely to
worsen fish performances “***. To counteract the adverse effects on farmed fish growth, alternative
animal protein sources (e.g. poultry by-product meal, feather meal, poultry or pig blood meal) have
been investigated because of their high protein content. However, results of partially or completely
removing fishmeal from the diet remain unsatisfactory for rainbow trout =¥ gilthead seabream
(Sparus aurata) “° and Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei) ®°. This was confirmed in the

present study, which showed that juvenile rainbow trout grow more slowly on a fishmeal-free diet
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containing plant-based ingredients and PAP than on a 19% fishmeal diet, even though the nutrient
requirements were fully met. One solution to improve the performance of fishmeal-free diets is to use
functional ingredients such as yeast, which is used not only as a source of protein, but also for its
beneficial effects on animal growth and health due to its ability to stimulate the immune system %, In
the present study, adding 3% yeast extract increased the effectiveness of the PAP diet, as indicated by
the final BW of fish fed the PAP+YE diet, which approached that of fish fed the fishmeal-based diet.

Studies agree that animal by-products in diets are appetizing and highly digestible, especially their

s 135153 " which was confirmed in the present study. Because

protein fractions, for several fish specie
adding yeast to the diet barely changed nutrient digestibility, the increased growth of fish fed the
PAP+YE diet was due not to an increase in digestibility, but to better metabolic use of nutrients. Indeed,
adding yeast tended to increase the FE, and trout fed the PAP+YE diet retained more protein than those
fed the PAP diet. Because rainbow trout are more tolerant of soybean meal than Atlantic salmon are
®4) the small decrease in soybean meal content of the PAP+YE diet was likely not the main cause of the
increase in growth. The benefits of yeast for growth have been demonstrated for many fish species such
as salmon ®* and tilapia (Oreochromis mossambicus) °®'. However, these studies used yeast to replace
fishmeal protein and thus included it in percentages higher than the 3% used in the present study. The
protein in the yeast extract (71.6 %DM) used in the present was composed mainly of small peptides and
free amino acids. This characteristic may have increased the bioavailability of amino acids, as previously
demonstrated for rainbow trout ©*”) and thus promoted amino acid use and growth. The increased
growth could also have been related to a positive effect of the yeast extract on the structure of the
intestinal mucosa. Trout fed the PAP+YE diet had significantly higher intestinal villi, which agrees with
previous observations of Eurasian carp (Cyprinus carpio) fed a diet in which fishmeal was partially
replaced with 3% of a complex product derived from the enzymatic hydrolysis of yeast 8. These results
suggest that adding yeast extract does not harm the intestinal mucosa but instead provides a larger

surface area for nutrient absorption, particularly for amino acids and peptides, due to its positive effect

on the height of villi ©°),

Strong evidence suggests a relation among fish nutrition, health and growth performances. In this
respect, plasma immune markers and gut structure were analyzed extensively, since they have been
identified as relevant for assessing fish health ©%%Y An unbiased transcriptomic analysis was performed
on genes and miRNAs in the liver and distal intestine. In the plasma, only total peroxidase activity was
significantly lower in fish fed the PAP diet, and the diets did not influence lysozyme or alternative
complement pathway activities. In the gut, enteritis is usually indicated by an increase in the number of

62,63

goblet cells and shortening of the intestinal villi %3, This phenotype, which is found in Atlantic salmon

fed a diet rich in soybean products ¥, was not observed in the present study, in which the mean number
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of goblet cells was identical among the three diets. Fish fed the PAP and PAP+YE diets did not have
shorter villi than those fed the CTL diet. Therefore, plasma immune indicators and intestinal histology
did not indicate an exacerbated inflammatory-type immune response in fish fed diets containing animal
by-products, with or without yeast. Nevertheless, fish fed the supplemented PAP+YE diet had the
highest level of total immunoglobulin M, which can be explained by the high content of small peptides
(50.1% of total peptides are smaller than 0.50 kDa) in the yeast extract ). Peptides from a variety of
sources are known to have nutraceutical effects due to their antioxidant, antimicrobial and
immunomodulatory properties ). Regarding their influence on immunity, bioactive peptides can
stimulate lymphocytes and thus the secretion of immunoglobulins ©7%®, which has been reported for
large yellow croakers (Pseudosciaena crocea R.) fed a diet supplemented with a fish-protein hydrolysate

) Thus, our results suggest that supplementation with a

assumed to contain bioactive peptides !
peptide-rich yeast extract could improve acquired humoral immunity and consequently fish defenses

against pathogenic stresses. This hypothesis will need to be verified through a pathogenic challenge.

Unlike previous studies that performed high-throughput sequencing transcriptomic analysis of fish,
including rainbow trout ®>79 few genes were differentially expressed in the liver and distal intestine.
This difference could be related to the timing of sampling, which occurred 24 h after the last meal. Thus,
the modulations were likely related more to background changes in fish physiology than to short-term
postprandial effects. While the PAP diet altered the transcriptomic profile of the liver, adding only 3%
yeast extract to it appeared to restore a hepatic physiological response similar to that obtained with the
CTL diet, which is consistent with the observed phenotypes. The transcriptomic response of the gut to
the diets was less distinct, although most of the differentially expressed genes were observed in fish fed
the PAP+YE or CTL diet. While analysis of plasma immune markers and intestinal histology studies did
not provide clear evidence of inflammation, as confirmed by the lack of induction of key cytokines in
the gut immune response, analysis of gene ontology terms and the literature revealed that a large
proportion of the differentially expressed transcripts were related to inflammation and immune
functions. In the liver, nearly half of the differentially expressed transcripts were assigned putatively to
immune or inflammatory functions, and induced in fish fed the PAP diet compared to those fed the CTL
diet. Specifically, the analysis revealed the up-regulation of two acute phase proteins (hpx "Y' and a2m

(72)) " as well as a transcriptional regulator of acute-phase responses (foxa2 />74)

. The protein encoded
by prg4, which is responsible for activating and stimulating hepatic macrophages in rats 7, and the
enzyme encoded by csgalnact2, which is required for elongation during chondroitin sulfate synthesis,
were also up-regulated in fish fed the PAP diet. In the distal intestine, effects associated with immune
functions were prevalent in trout fed the PAP+YE diet, suggesting that the cytosolic fraction of yeast

could have specifically targeted immune- or inflammation-related genes of the intestinal mucosa (i.e.
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serping1 "®, apoa2 ", mapklb "®, and c150rf48 ). Also, two of them were related to stimulation of
T-and/or B-cells (i.e. fut8 8V and cd3d ©?). In the liver and distal intestine, the C3 component was the
only complement member that was differentially expressed among the diet. The complement system
plays a fundamental role in the innate immune system since it is involved in phagocytosis, inflammatory
reactions and production of antibodies. Among the many proteins involved in activating the
complement cascade, the C3 molecule is one of the most important 2. In the present study, the dietary
regulations differed between these two tissues. While the liver was more sensitive to the PAP diet, the
distal intestine was more sensitive to the PAP+YE diet. These results are consistent with an increase in
expression of intestinal complement C3 in response to the use of yeast in gilthead seabream ©*#). |n
fish fed the diet PAP+YE, the transcriptomic response of the intestine also revealed the modulation of
genes related to mechanisms of pathogen control or allergic reaction. Indeed, we observed an up-
regulation of ch25h, the key enzyme in the production of 25-hydroxycholesterol, a powerful soluble
antiviral factor that restricts the propagation of viruses ®® and that was induced in response to viral
infections in Atlantic salmon ®”). Compared to the PAP diet, the PAP+YE diet modulated expression of
antipathogen-related genes mfap4 and hrh1. In Nile tilapia (Oreochromis niloticus), MFAP4 proteins are
known to agglutinate and opsonize bacterial pathogens, which helps to prevent bacterial infections (8.
The histamine receptor 1, encoded by the hrhl gene, is an effector of the action of histamine on
phagocyte function in mammals and fish #%°%. Overall, our results indicate that including yeast in the
diet of rainbow trout could strengthen defense capacities of the gut, which is one of the main contact
and entry points of pathogens and allergens in the body. Of all the differentially expressed genes,
selenoprotein S-like (selenos) varies the most in response to diet, and its expression is highly
pronounced in the intestine in response to diets that contain terrestrial animal by-products. Selenos is
a protein in the endoplasmic reticulum that is involved in reducing oxidative and endoplasmic reticulum
stress Y. The issue of whether PAP diets induce oxidative and endoplasmic reticulum stress remains to
be investigated, since the transcriptomic analysis revealed no marker genes for stress that would
support this hypothesis. We also observed the modulation of certain genes putatively involved in
coagulation and healing in both the liver and distal intestine. In the intestine, fish fed the PAP diet
showed a down-regulation of coagulation markers fbg ©? and cd9 ©3, suggesting a reduction in
coagulation capacity. However, adding 3% yeast extract may have restored it, as indicated by the
opposite effect of the PAP+YE diet on the expression of fbg in the intestine and a downregulation of

anticoagulant serpina10 ®¥ in the liver.

The analysis of small non-coding RNAs did not help to identify mechanisms that underlay the
observed growth phenotypes. Under the study conditions (samples collected 24 hours after the last

meal), few miRNAs were modulated in response to the diet (only four in the liver and none in the distal
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intestine). However, miR-217-5p varied the most in expression, which in mammals appears to target

inflammatory mechanisms ). Its expression decreased greatly in response to the PAP+YE diet.

In conclusion, the study confirms the utility of adding yeast products to improve the nutritional
quality of fishmeal-free diets for rainbow trout. The mechanisms that underlay the decreased growth
performance of fish fed a diet without fishmeal remain unclear. The results showed no consistent
inflammatory reaction, but they did suggest that the molecular response of fish to the fishmeal-free
diets stimulates both innate and acquired defense mechanisms, including those that fight pathogens
and allergens, as well as those that support tissue coagulation and healing processes. Supplementation
with yeast extract could induce some of these mechanisms, which confirms that yeast products could
increase the robustness and growth of rainbow trout. In animal nutrition, yeast is considered beneficial
for growth and health. The yeast extract used to supplement the PAP diet was the cytosolic fraction,
rich in small peptides, free amino acids and some nucleotides. Thus, the observed effects on growth,
intestinal histology and gene expression were likely due to the nucleotides, or the presence of specific

bioactive peptides, which should be investigated in future studies.
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Table 1. Formulation and proximate composition of experimental diets. CTL, commercial-like diet
containing fishmeal and fish oil; PAP, processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein
diet supplemented with 3% yeast extract; DM, dry matter.

CTL PAP PAP+YE
Ingredient (%)

Corn gluten 15.0 17.9 16.0
Soy protein concentrate 14.0 11.0 12.0
Soybean meal 12.0 10.5 8.3
Faba bean 8.0 12.0 8.0
Whole wheat 10.8 9.2 13.0
Fishmeal 19.0 - -

Dehydrated poultry protein - 10.0 10.0
Hydrolyzed feather meal - 6.0 6.0
Poultry and pig blood meal - 1.0 1.0
Rapeseed oil 12.2 10.5 10.5
Fish oil 7.0 7.9 7.9
Yeast extract - - 3.0
L-lysine - 0.3 0.5
L-methionine - 0.3 0.3
Soy lecithin - 0.5 0.4
Vitamin premix? 1.0 1.0 1.0
Dicalcium phosphate - 1.0 1.0
Mineral premix? 1.0 1.0 1.0
Yttrium 0.1 0.1 0.1

Proximate composition’

Dry matter (%) 97.1 97.4 97.2
Protein (%DM) 46.9 46.5 46.3
Lipid (%DM) 22.1 21.6 20.8
Energy (%DM) 25.0 251 24.9
Ash (%DM) 6.76 5.53 5.59
Starch (%DM) 12.1 13.5 14.2

Provided per 100 g of premix: vitamin A 500 000 IU, vitamin D3 250 000 IU, vitamin E 5 00 mg, vitamin
C 1429 mg, vitamin B1 10 mg, vitamin B2 50 mg, vitamin B3 100 mg, vitamin B5 200 mg, vitamin B6 30
mg, vitamin B7 3 000 mg, vitamin B8 100 mg, vitamin BS 10 mg, vitamin B12 100 mg, vitamin K3 200
mg, folic acid 10 mg, biotin 100 mg, choline chloride 16 700 mg, and cellulose 76 921mg.

2Provided per 100 g of premix: calcium hydrogen phosphate 49 478 mg, calcium carbonate 21 500 mg,
sodium chloride 4 000 mg, potassium chloride 9 000 mg, magnesium oxide 12 400 mg, iron sulfate 2
000 mg, zinc sulfate 900 mg, manganese sulfate 300 mg, copper sulfate 300 mg, cobalt chloride 2 mg,

potassium iodide 15 mg, sodium selenite 5 mg and sodium fluoride 100 mg.

*Analyzed values
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Table 2. Apparent digestibility coefficients (ADCs) of nutrients and energy. CTL, commercial-like diet
containing fishmeal and fish oil; PAP, processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein
diet supplemented with 3% yeast extract. Data are presented as the mean + standard deviation (STD)
(n=3 per condition). Degrees of significance (p-value) were estimated with a one-way ANOVA followed

by a Tukey’s test, or a Kruskal-Wallis test. Different letters indicate significant differences among groups.

Nutrients or CTL PAP PAP+YE

energy Mean STD Mean STD Mean STD p-value
Dry matter 81.5°¢ 0.24 84.6° 0.15 82.9° 0.20 <0.001
Protein 90.7° 0.42 91.6° 0.27 91.1% 0.35 0.04
Lipids 93.8 1.89 94.5 0.48 93.6 0.05 0.56
Minerals 43.8 1.44 51.8 0.92 44.2 1.22 0.08
Starch 93.8 0.64 95.3 0.62 95.2 0.83 0.08
Energy 87.5° 0.63 88.9° 0.39 87.5° 0.61 0.03

Table 3. Growth performances and consumption parameters. CTL, commercial-like diet containing
fishmeal and fish oil; PAP, processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein diet
supplemented with 3% yeast extract; SGR, specific growth rate; FE, feed efficiency; DFI, daily feed intake;
HSI, hepatosomatic index; VS.I, viscerosomatic index. Data are presented as the mean # standard
deviation (STD) (n=3 per condition). Degrees of significance (p-value) were estimated with a one-way
ANOQOVA followed by a Tukey’s test, or a Kruskal-Wallis test. Different letters indicate significant

differences among groups.

CTL PAP PAP+YE

Mean STD Mean STD Mean STD p-value
Initial body weight (g) 36.7 1.98 36.6 1.00 37.1 2.32 0.99
Final body weight (g) 230.5° 7.6 182.3¢ 13.5 206.7° 14.2 0.01
SGR (day™) 2.19° 0.05 1.91° 0.12 2.04% 0.05 0.02
FE 1.16 0.01 0.99 0.04 1.15 0.03 0.06
DFI (%/day) 1.49° 0.01 1.61° 0.04 1.44°  0.04 0.006
HSI (%) 1.18 0.20 1.31 0.22 1.36 0.24 0.18
VS.1 (%) 13.7 2.10 12.97 1.39 14.09 2.19 0.47
Condition factor K 1.65 0.14 1.62 0.13 1.58 0.17 0.67
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Table 4. Final whole-body composition. CTL, commercial-like diet containing fishmeal and fish oil; PAP,

processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein diet supplemented with 3% yeast

extract; DM, dry matter. Data are presented as the mean + standard deviation (STD) (n=3 per condition).

Degrees of significance (p-value) were estimated with a one-way ANOVA followed by a Tukey’s test, or

a Kruskal-Wallis test.

CTL PAP PAP+YE
Mean STD Mean STD Mean STD p-value
Dry matter (%) 34.1 0.2 345 1.3 34.6 1.7 0.73
Ash (% DM) 59 0.1 5.8 0.3 5.7 0.3 0.79
Protein (% DM) 46.1 0.3 44.0 1.8 42.4 2.2 0.09
Total lipids (% DM) 51.3 0.7 55.1 2.5 57.0 7.3 0.11
Energy (% DM) 30.3 0.2 30.4 0.5 30.7 0.4 0.40

Table 5. Use of the diets. CTL, commercial-like diet containing fishmeal and fish oil; PAP, processed

animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein diet supplemented with 3% yeast extract. Data

are presented as the mean + standard deviation (STD) (n=3 per condition). Degrees of significance (p-

value) were estimated with a one-way ANOVA followed by a Tukey’s test, or a Kruskal-Wallis. Different

letters indicate significant differences among groups.

CTL PAP PAP+YE
Mean STD Mean STD Mean STD p-value

Gain

Energy (kl/g) 1.86 0.02 1.78 0.14 1.83 0.13 0.65

Protein (g/kg/day) 2.73¢% 0.01 2.28° 0.14 2.51° 0.04 0.002

Lipids (g/kg/day) 3.18 0.02 3.39 0.70 3.38 0.36 0.67
Retention

Energy (%) 51.6% 0.76 45.2° 1.85 52.28 4.07 0.03

Protein (%) 40.4° 0.48 31.3° 2.26 38.7° 0.93 0.03

Lipids (%) 99.8 2.12 99.7 16.2 115.9 12.8 0.24
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Table 6. Plasma immune parameters. CTL, commercial-like diet containing fishmeal and fish oil; PAP,
processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein feed supplemented with 3% yeast
extract; ACP, alternative complement pathway. Data are presented as the mean + standard deviation
(STD) (n=9 per condition). Degrees of significance (p-value) were estimated with a one-way ANOVA test

or a Kruskal-Wallis. Different letters indicate significant differences among groups.

CTL PAP PAP+YE
Mean STD Mean STD Mean  STD p-value
Lysozyme activity (ug/mL) 11.4 33 9.8 3.5 10.9 4.8 0.37
Peroxidase activity (U/mL) 19.7¢ 17.0 9.7° 8.1 12.4* 104 0.04
ACP (U/mL) 103.5 4222 106.6 48.32 115.4 389 0.60
Total immunoglobulin (ODssonm) ~ 0.61°  0.18 0.70°  0.15 0.88° 0.16 0.001
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Table 7. Differentially expressed hepatic genes grouped by diet comparison and putative function. CTL, commercial-like diet containing fishmeal
and fish oil; PAP, processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein diet supplemented with 3% yeast extract. N=6 per condition.

Comparison Gene name and putative function Abbreviation Ensembl ID log2FoldChange padj
Immunity and inflammation
Hemopexin a hpx ENSOMYG00000000744 1.34 0.01
Proteoglycan 4 prg4 ENSOMYG00000011441 0.64 0.01
Chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase 2 csgalnact?2 ENSOMYG00000043233 0.71 0.04
Alpha-2-macroglobulin isoform X2 aZm ENSOMYG00000036729 0.79 0.03
Forkhead box protein A2-like foxa2 ENSOMYG00000011219 1.04 0.04
PAP vs. CTL Complemgnt component C3-3 c3-3 ENSOMYG00000018801 0.61 0.04
Cell protection
NADPH--cytochrome P450 reductase por ENSOMYG00000032398 -0.64 0.04
Others
Guanine deaminase gda ENSOMYG00000026930 1.95 <0.001
Histone H1.0-B-like h10b ENSOMYG00000018545 0.98 0.01
5.8S ribosomal RNA ENSOMYG00000008170 2.22 0.04
Uncharacterized protein ENSOMYG00000035109 1.47 0.04
Cell protection
Myo-inositol oxygenase miox ENSOMYGO00000029635 -1.00 <0.001
Coagulation
PAP+YE vs. PAP Protein Z-dependent protease inhibitor-like serpinal0 ENSOMYG00000042079 -1.10 0.002
Metabolism
Zinc transporter 1-like zntl or sic30al  ENSOMYG00000000887 0.60 0.003
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Table 8. Differentially expressed genes in the distal intestine grouped by diet comparison and putative function. CTL. commercial-like diet
processed animal protein diet supplemented with 3% yeast extract.

containing fishmeal and fish oil; PAP. processed animal protein diet; PAP+YE.

N=6 per condition.
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Comparison Gene name and putative function Abbreviation Ensembl ID log2FoldChange padj
Immunity and inflammation
Serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1 serping1 ENSOMYG00000011625 -6.50 0.001
Apolipoprotein A-l| apoa?2 ENSOMYG00000002485 -4.20 0.03
Metabolism
Aldehyde dehydrogenase family 3 member A2 isoform X3 aldh3a2 ENSOMYG00000044867 3.50 0.001
Coagulation and wound healing
PAP vs. CTL Fibrinogen beta chain fbg ENSOMYG00000017143 -5.30 0.04
CD9 protein cd9 ENSOMYG00000045180 -1.20 0.04
Endoplasmic reticulum stress
Selenoprotein S-like selenos ENSOMYG00000033848 8.70 <0.001
Protein LEG1 homolog leg1 ENSOMYG00000016452 -5.40 0.04
Others
RIMS-binding protein 2 rimbp2 ENSOMYG00000031007 -2.90 <0.001
Immunity and inflammation
T-cell surface glycoprotein CD3 delta chain cd3d ENSOMYG00000029525 0.88 0.007
Mitogen-activated protein kinase-binding protein 1 isoform X mapkbp1 ENSOMYG00000017876 -4.23 0.02
Normal mucosa of esophagus-specific gene 1 protein c150rf48 or nmes1 or mocci ENSOMYG00000016819 1.68 0.04
Alpha-(1.6)-fucosyltransferase fut8 ENSOMYG00000032051 -0.44 0.02
Antipathogen
PAPHYE vs. CTL Cholesterol 25-hydroxylase ch25h ENSOMYG00000013956 1.89 0.03
Endoplasmic reticulum stress
Selenoprotein S-like selenos ENSOMYG00000033848 22.6 <0.001
Metabolism
Zinc transporter ZIP4-like slc39a4 ENSOMYG00000012539 -1.92 <0.001
SEC16 homolog B. endoplasmic reticulum export factor secl6b ENSOMYG00000015924 -0.55 0.02




Kelch repeat and BTB domain-containing protein 2-like kbtbd2 ENSOMYG00000030759 -1.20 0.03

Aldehyde dehydrogenase family 3 member A2 isoform X3 aldh3a2 ENSOMYG00000044867 3.14 0.03
Others

BICD family-like cargo adapter 1 bicdl1 ENSOMYG00000031226 1.78 0.01

Actin. alpha skeletal muscle 2 actalb ENSOMYG00000041113 -2.25 0.02

Unnamed protein product ENSOMYG00000034384 0.94 0.04
Immunity and inflammation

Complement C3-like c3 ENSOMYG00000038040 2.02 0.02
Antipathogen

Histamine receptor H1 hrh1 ENSOMYG00000001293 -1.00 <0.001

Microfibril associated protein 4 mfap4 ENSOMYG00000027695 1.72 0.02
Metabolism

PAPFYE V5. PAP Zinc transporter ZIP4-like slc39a4 or zip4 ENSOMYG00000012539 -2.40 <0.001

Coagulation and wound healing

Fibrinogen beta chain fbg ENSOMYG00000017143 3.84 0.02
Others

GATA binding protein 4 gata4 ENSOMYG00000018611 -23.6 <0.001

7gc:171566 ENSOMYG00000031594 -3.01 0.02
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Table 9. Differentially expressed hepatic miRNAs when comparing the PAP+YE and PAP diets. PAP.
processed animal protein diet; PAP+YE. processed animal protein diet supplemented with 3% yeast
extract. N=6 per condition.

miRNA log2FoldChange padj

miR-222b-3p 1.08 0.01

miR-18a-5p -1.17 0.01

miR-92a-3p 0.62 0.04

miR-217a-5p -2.73 0.04

a) 12009 Tissue p <0.01
Diet p=0.02
Tissue:Diet p=0.11

800

Villi height (um)

J
o lij
%

Proximal intestine Distal intestine

Fig. 1. Height of villi in the proximal and distal intestine in rainbow trout after 12 weeks of feeding (a)
(m fish fed the CTL diet; o fish fed the PAP diet; & fish fed the PAP+YE diet). Villi height was measured
from the intestinal epithelium to their apical end, located towards the lumen, as indicated by the red
line (b) (n=12 fish per diet). Data are represented as the mean and standard deviation, and were
analyzed using a two-way ANOVA. Letters indicate significant differences between diets. * indicates
significant differences between tissues. CTL, commercial-like diet containing fishmeal and fish oil; PAP,
processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein feed supplemented with 3% yeast

extract.
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Fig. 2. Number of goblet cells per mm? in the proximal and distal intestine in rainbow trout after 12
weeks of feeding (a) (m fish fed the CTL diet; o fish fed the PAP diet; & fish fed the PAP+YE diet). Goblet
cells are indicated by red arrows and were counted and related to the area of the villi (b) (n=12 fish
per diet). Data are represented by as mean and standard deviation, and were analyzed using a two-
way ANOVA. * indicates significant differences between tissues. CTL, commercial-like diet containing
fishmeal and fish oil; PAP, processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein feed

supplemented with 3% yeast extract.

a) PAP vs. CTL PAP+YE vs. CTL b)  PAPvs.CTL PAP+YE vs. CTL
1" 0 0 5 - 10
0 0
0 0 1 1
3 5
PAP+YE vs. PAP PAP+YE vs. PAP

Fig. 3. Venn diagrams of RNA sequencing analysis in (a) the liver and (b) distal intestine of rainbow
trout fed one of three experimental diets for 12 weeks. Each diagram summarizes the total number of
differentially expressed genes in each tissue, the number of differentially expressed genes in each
comparison and the common genes (in overlapping regions). CTL, commercial-like diet containing
fishmeal and fish oil; PAP, processed animal protein diet; PAP+YE, processed animal protein feed

supplemented with 3% yeast extract.
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Supplementary Table 1. Analytical composition (% dry matter (DM)) of the yeast extract (Prosaf®, Phileo

by Lesaffre).

Component Analysed values
Dry matter (%) 95.7
Crude protein (% DM) 71.6
Crude lipid (% DM) <0.5
Ash (% DM) 8.9
Energy (kJ/g DM) 20.1
Total nucleotides (% DM) 8.7
Phosphorus (g/kg DM) 13.8
Arginine (% DM) 3.1
Histidine (% DM) 1.3
Isoleucine (% DM) 2.8
Leucine (% DM) 4.0
Lysine (% DM) 4.6
Threonine (% DM) 2.7
Valine (% DM) 3.6
Methionine (% DM) 0.9
Cysteine (% DM) 0.8
Phenylalanine (% DM) 2.3
Tyrosine (% DM) 2.0
Tryptophan (% DM) 0.8
Alanine (% DM) 4.5
Aspartic acid (% DM) 6.4
Glutamic acid (% DM) 12.0
Glycine (% DM) 2.8
Proline (% DM) 2.9
Serine (% DM) 2.7
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Supplementary Figure 1. Gene ontology enrichment of terms with significant differences (Fisher’s exact
test, p-value < 0.1) in the liver and distal intestine. Labels indicate the number of differentially expressed
genes associated to a particular term (BP, biological process; CC, cellular component; MF, molecular
function). CTL, commercial-like diet containing fishmeal and fish oil; PAP, processed animal protein diet;

PAP+YE, processed animal protein feed supplemented with 3% yeast extract.
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f. Résultats complémentaires : analyse des peptides bioactifs

Parmi un nombre moyen de 9785 peptides (> 3 acides aminés) identifiés dans I'extrait de levure
analysé en triplicats techniques, le nombre de peptides qui correspondaient a la base de données de la
souche de référence Saccharomyces cerevisiae S288c ne dépassait pas 1 560 peptides en moyenne
(Tableau 15, p. 166). Le séquencage de novo du logiciel PEAKS® a permis d’identifier en moyenne 8 224
peptides supplémentaires dans I'extrait de levure. Une recherche exacte des séquences bioactives
comprises dans la liste globale de peptides a ensuite permis d’identifier en moyenne 70 peptides
bioactifs de taille compriss entre 3 et 5 acides aminés. Parmi ces 70 peptides, 62 séquences étaient
communes entre au moins deux des trois réplicas techniques (Figure 25, p. 167). Les propriétés
bioactives de ces 62 peptides étaient associées a des fonctions antioxydantes (24 séquences, 30 % des
peptides bioactifs), a des fonctions « ACE inhibitor » (34 séquences, 42,5 % des peptides bioactifs), a des
fonctions « DPP |V inhibitor » (5 séquences, 6,3% des peptides bioactifs) et a des fonctions anti-
inflammatoires (4 séquences, 5% des peptides bioactifs). La majorité des peptides bioactifs identifiés a

été assignée a une seule activité, mais certains possédaient deux ou plusieurs activités biologiques.

Tableau 15 Résultats de I'analyse peptidomique de I’extrait de levure utilisé dans I'aliment PAP+YE.

Réplicas 1  Réplicas2 Réplicas 3 Valeurs moyennes
Peptides totaux 10 349 10199 8 806 9785
Peptides DB! 1700 1576 1406 1560
Peptides identifiés de novo 8 649 8623 7 400 8224
Peptides bioactifs 71 75 63 70

peptides correspond a la base de données de la souche de référence Saccharomyces cerevisiae S288¢
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17 14 18
35
5 8
15
Réplica 3

Figure 25 Nombre de peptides bioactifs communs aux réplicas techniques de I'analyse peptidomique
de I'extrait de levure utilisée dans I'aliment PAP+YE.

3. In vivo : effets a court-terme d’'une supplémentation en extrait de levure
dans un régime dépourvu en farine de poissons composé de protéines

animales transformées ou de végétaux

a. Contexte et objectifs

Aprés avoir démontré l'intérét d’une supplémentation en extrait levurien pour améliorer la
croissance de la truite arc-en-ciel nourrie avec un régime a base de végétaux et coproduits d’animaux
terrestres, nous avons cherché a déterminer si le phénotype observé au terme des 12 semaines
d’alimentation et les mécanismes moléculaires associés résultaient d’une réaction précoce de I'animal
aux régimes expérimentaux. Pour répondre a cette question, des truites arc-en-ciel ont été mise a jeun
pendant 4 jours afin de vider le contenu de leur tube digestif puis réalimentées pendant 8 jours avec les

mémes régimes expérimentaux que ceux utilisés dans I'essai de croissance.

b. Approche méthodologique

Les effets a court-terme d’une supplémentation en extrait de levure dans un régime a base de

végétaux et de protéines animales transformées ont été étudiés en analysant certains marqueurs de la

167



réponse immunitaire systémique, en évaluant la structure de la muqueuse intestinale et en mesurant

I'expression d’un ensemble de génes dont certains ont été identifiés comme différentiellement

exprimés a 'issue de I'essai de croissance.

c. Résultats

Au cours de la période d’alimentation et pour la majorité des parametres considérés, quasiment
aucune différence significative n'a été observée en réponse aux différents aliments que ce soit pour les
margueurs immunitaires plasmatiques, la structure de I'intestin ou I'expression des génes. On note
uniguement une augmentation de I'expression de la claudine 15 chez les poissons nourris avec I'aliment
supplémenté avec I'extrait de levure comparés aux poissons nourris avec le régime CTL composé de
farine de poisson. En revanche, la privation de nourriture pendant 4 jours suivie d'une réalimentation a
affecté de maniere significative la plupart des parametres analysés. La surface des villosités a augmenté
de maniére significative au cours de la réalimentation dans I'intestin proximal alors que la densité des
cellules de gobelet a eu tendance a diminuer. Bien qu'il n'y ait pas eu de modification de la réponse
immunitaire plasmatique ou de signes majeurs d'inflammation intestinale, certains génes hépatiques et
intestinaux impliqués dans la structure, la cascade du complément, les fonctions antivirales, la
coagulation et la réponse au stress du réticulum endoplasmique ont été significativement régulés par la

réalimentation qui a fait suite a 4 jours de je(ne.

d. Eléments de discussion

Nous n'avons pas démontré de bénéfices précoces ou d'incidences associés a |'utilisation d'un
régime sans farine de poisson contenant des protéines animales transformées, supplémenté ou non par
I'extrait de levure, sur la réponse immunitaire et la structure intestinale de la truite arc-en-ciel. Par
conséquent, la diminution des performances de croissance associée au régime PAP, I'amélioration de
I'efficacité de ce régime avec |'ajout d'extrait de levure, ainsi que les changements dans les profils
transcriptomiques hépatiques et intestinaux observés a long terme n'étaient probablement pas liés a
une réaction rapide et précoce de I'animal, mais plutét le fruit d’'une adaptation a long terme. En
revanche, cette étude met en évidence qu’un jeline de courte durée modifie de maniére significative la

physiologie de l'intestin et du foie, indépendamment de la composition du régime alimentaire. Des

périodes de jeline de courte durée sont couramment pratiquées en élevage en prévision d’un transport,

168



d’une manipulation des poissons ou pour gérer un épisode infectieux. Ces courtes périodes de privation
alimentaire, bien que n’ayant pas de conséquence sur la survie du poisson, ne sont néanmoins pas

dénuées d’effets physiologiques pour I'animal.

e. Arficle 2
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Abstract

Supplementing a fishmeal-free diet with yeast extract improves rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) growth performance and modulates the hepatic and intestinal transcriptomic response. These
effects are often observed in the long term, but are not well documented after short periods of fasting.
Fasting for a few days is a common practice in fish farming, especially before handling the fish, such as
for short sorting, tank transfers and vaccinations. In the present study, rainbow trout were subjected to
a four-day fast and then refed, for eight days, a conventional diet containing fishmeal (control diet) or
alternative diets composed of terrestrial animal by-products supplemented or not with a yeast extract.
During the refeeding period alone, most of the parameters considered did not differ significantly in
response to the different feeds. Only the expression of claudin-15 was upregulated in fish fed the yeast-
supplemented diet compared to the control diet. Conversely, fasting followed by refeeding significantly
influenced most of the parameters analyzed. In the proximal intestine, the surface area of villi
significantly increased and the density of goblet cell tended to decrease during refeeding. Although no
distinct plasma immune response or major signs of gut inflammation were observed, some genes
involved in the structure, complement pathway, antiviral functions, coagulation and endoplasmic
reticulum stress response of the liver and intestine were significantly regulated by refeeding after
fasting. These results indicate that short-term fasting, as commonly practiced in fish farming,

significantly alters the physiology of the liver and intestine regardless of the composition of the diet.
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Graphical abstract

Gut physiology of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) is influenced more by
short-term fasting followed by refeeding than by feeding alternative fishmeal-
free diets
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1. Introduction

Aguaculture rearing practices and feeds changed greatly during the 20th century. Development of
extruded pellets in the late 1980s and the gradual replacement of fishmeal and fish oil with plant
ingredients (e.g. whole grains, oilseeds, legumes) helped address the constraints faced by the sector,
particularly in reducing human pressures on wild forage-fish populations * 2. From 1990-2020,
especially for Atlantic salmon (Salmo salar), the contents of fish oil and fishmeal in feed decreased from
65.4% and 24.0%, respectively, to 12.1% and 10.3%, respectively, with no influence on zootechnical
performances . Nonetheless, most carnivorous fish species, such as salmonids (salmon and trout), are
sensitive to dietary changes, which prohibits completely replacing fishmeal and fish oil in their feed.
Thus, for these species, plant-based diets are likely to influence feed intake, nutrient digestion,
absorption and assimilation (e.g. metabolism) “®. These diets can also degrade intestinal health by
causing inflammation in the digestive tract, likely due to the presence of anti-nutritional factors (e.g.
oligosaccharides, lectins, saponins) in the plant ingredients " ®. Therefore, plant-based diets are likely

to decrease the growth and degrade the health of the fish, thus rendering them more sensitive to stress

(9, 10)

In addition to plant ingredients, the aquaculture sector is considering other replacements for marine
ingredients, such as insect meals, microalgae and industrial by-products from terrestrial animals.
However, their use is restricted due to variable growth performances that result from their inconsistent
quality and nutritional values, as well as the amounts included in diets Y. Including functional
ingredients can meet the objectives of maintaining acceptable growth performances and mitigating
adverse effects of alternative diets. For example, yeast can be included whole or in derived form (i.e.
cell wall, cytosolic fraction, purified components). Including yeast in feed has been shown to provide
many benefits for most terrestrial and aquatic livestock, such as improvements in feed palatability,
nutrient digestibility (due to enzyme production and intestinal pH regulation), the immune system and
pathogen resistance (due to bioactive components such as MOS, B-glucan, nucleotides and peptides),

the quality of meat and milk, egg production of poultry and growth performances of fish and pigs ***4).

The performance of new feeds or the benefits of feed additives are often examined over the long
term to assess effects on growth without necessarily analyzing the early physiological responses of
animals. However, a study of Atlantic salmon fed a soybean meal diet showed that diet can have effects
on the first day of exposure, particularly on intestinal histopathology and on the regulation of genes
involved in immunity, detoxification, cellular repair and metabolism ). These early effects should be
reconsidered, since periods of fasting and refeeding are frequently implemented in aquaculture. On fish

farms, short-term fasting is strongly recommended and commonly applied during periods of stress (i.e.
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animal handling, transport between different production sites, epizootic situations) orin order to induce

16-18) |t lowers the metabolic rate of fish and causes the energy required for

a compensatory growth
digestion to be directed to vital functions such as maintaining cellular homeostasis and immune
functions, without necessarily causing weight loss. Like birds and mammals, fish in their natural
environment are frequently subjected to periods of fasting during winter, migration periods and
reproduction events %29, Even when short, these periods influence gut microbiota ?, metabolism ?2),

and digestive and hepatic physiology (%23 24),

In this study, we evaluated the influences of a short fasting period followed by refeeding on the
histology of the intestine and parameters related to defense and protection mechanisms. In this
context, we compared three diets: a conventional efficient diet containing fishmeal and fish oil, an
alternative diet based on plant ingredients and terrestrial animal by-products (which had decreased the
growth performance of juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in a previous study **)) and the

same diet supplemented with yeast extract (which had significantly increased their growth).

2. Materials and methods

Ethical statement

Rainbow trout were reared at the French National Research Institute for Agriculture, Feed and
Environment (INRAE) experimental facility *®), authorized for animal experimentation by the French
Veterinary Service (A64-495-1 and A40-228-1). The technical staff received training and authorization
to conduct experiments. The experiment was conducted in strict agreement with Directive 2010/63/EU
of European Union regulations on the protection of animals used in scientific research, and the National
Guidelines for Animal Care of the French Ministry of Research (decree no. 2013-118, 02 Jan 2013). The
experiment did not need approval from the ethical committee (C2EA-73) since it complied with current

rearing standards.

Feed formulation and experimental design

Rainbow trout, with mean body weight of 232 + 39 g, were reared in 80 L tanks supplied continuously
with well-oxygenated freshwater at 17 °C. Three experimental feeds were formulated to meet the
nutritional requirements of the rainbow trout according to NRC recommendations ?”). The control diet

(CTL) was formulated as close as possible to a commercial feed and contained 19% fishmeal and 7.0%
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of fish oil. Two processed animal protein diets (10% dehydrated poultry protein, 6% hydrolyzed feather
meal and 1 % poultry and pig blood meal) were also formulated: one not supplemented (PAP) and one
supplemented with yeast extract (PAP+YE). The yeast extract used contained the cytosolic fraction of
the yeast Saccharomyces cerevisiae (Prosaf®, Phileo by Lesaffre, Marcq-en-Barceul, France). The

contents of other ingredients in the experimental feeds varied (Table 1).

Rainbow trout were distributed among four tanks, which contained 30 fish each. After batching, the
fish were acclimated and fed a commercial feed (T3P Omega®, Skretting, Fontaine-les-Vervins, France)
for three days (distributed daily to visual satiation) and then fasted for four days to empty their digestive
tracts completely. Then, each experimental diet was randomly assigned to three tanks, and fish were
fed twice a day until visual satiation, for eight days. The fish in the fourth tank, which were not refed
after fasting, were used to represent day O of the experiment, when six of them were sampled by
anesthetizing and euthanizing them in successive baths of tricaine (50 mg/L and 150 mg/L, respectively).
On days 2, 5 and 8, fish in each of the other tanks were sampled in the same way, 6 hours after the last
meal. Samples of the liver and distal intestine were collected, soaked in RNA later and immediately
immersed in liquid nitrogen and stored at -80 °C until molecular analyses was performed. Additional
samples of the proximal and distal intestine were fixed in a 10% buffered formalin solution before being
processed for histological analysis. Blood was drawn from the caudal vein using an EDTA-treated syringe,
centrifuged at 3000 g for 10 minutes and the plasma extracted was stored at -20°C until plasma immune

markers were quantified.

Plasma immune markers

Activities of the alternative complement pathway, lysozyme and peroxidase were measured in the
plasma, as described by Frohn et al. ?°. Total antiprotease activity was determined by assessing the

ability of plasma to inhibit trypsin activity, as described by Peixoto et al. %%,

Histology of intestine

According to recommendations of Feldman & Wolfe ?°, samples of proximal and distal intestine
were fixed in buffered formalin, dehydrated in successive ethanol baths, clarified in xylene and
embedded in paraffin blocks. Transverse intestine sections 2 um thick were cut using a semi-automatic
rotating microtome (HM 340E, Microm Microtech, Brignais, France). Tissue was then stained with
periodic acid-Schiff alcian blue to assess gut morphology and count the number of goblet cells in the

intestinal mucosa, as it has been described by Frohn et al. ).
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Image analysis

Images of the intestinal mucosa were obtained using a microscope (DMRB, Leica, Wetzlar, Germany)
equipped with a digital camera (DP71 1.4M pixels, Olympus, Tokyo, Japan). The images were then
processed using two macros that were created using the MorpholibJ 9 and StarDist % plugins of FlJI
1.53t software ®?. The first macro measured the surface area (um?) of a given villus and counted the
number of goblet cells in it, in order to calculate the density of goblet cells (per mm?). The cells were
detected using the StarDist Versatile (H&E nuclei) model, and each villus of interest was manually
delineated (polygon-selection tool). The cells inside the villus were manually corrected if incorrectly
segmented (Fig. 1). The second macro measured villi height (um) manually using the segmented-line

tool of FlI. Five villi per section were analyzed.

Molecular analysis: RNA extraction and real-time RT-gPCR

Total RNA was extracted from the liver, proximal intestine and distal intestine (n = 6 per sampling
day and diet) according to the miRNeasy Tissue/Cells Advanced Mini Kit protocol (Qiagen, Hilden,
Germany). RNA was treated with the Turbo DNA-free kit (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) to
avoid genomic DNA contamination. RNA integrity was verified on 1% agarose gel, and RNA
concentrations were quantified using a spectrophotometer (Nanodrop® ND1000, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA). The cDNA synthesis was performed with 750 ng of total RNA using the
SuperScript lll reverse transcriptase (Invitrogen, USA) and random primers (Promega, Madison,
Wisconsin, USA) according to manufacturers’ instructions. Then, for each gene of interest, real-time RT-
gPCR was performed using the Lightcycler® 480 Il system (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) with
primers designed based on (i) genes identified in a previous study of Frohn et al. (25) using the same
diet during a long-term feeding period and (ii) supplemental genes that are key markers of the pathways
of interest (Table 2). These genes were involved in immunity and inflammation, structure, coagulation

functions, cell protection, antiviral functions and endoplasmic reticulum stress.

Real-time RT-gqPCR was performed using a reaction mix containing 2 pL of diluted cDNA, 3 uL of Light
Cycler 480 SYBR® Green | Master mix (Roche Diagnostics, Switzerland), 0.24 pL of each primer (10X) and
0.52 pL of RNase- and DNase-free water (Thermo Fisher Scientific, USA). Negative controls constituted
of RT- and cDNA-free samples. Each RT-qPCR assay was deposited in triplicates on a FrameStar® 384-
well skirted gPCR plate (Roche Diagnostics, Switzerland). The gPCR program was initiated at 95°C for 10
minutes to denature the cDNA and activate the TAQ polymerase enzyme in a thermocycler (Lightcycler®
480 1l Roche thermocycler, Roche Diagnostics, Switzerland). The initiation was followed by 45

amplification cycles, each consisting of successive thermal steps (15 sec at 95°C, 10 sec at 60°C and 15
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sec at 72 °C). Melting curves (0.5°C/10 sec from 65 to 95°C) were run at the end of each amplification
cycle to confirm the specificity of the reaction. The relative expression of genes was quantified using the
AACT method (33). Expression levels were normalized relative to those of the fasted fish using
elongation factor EFla (forward 5'-TCCTCTTGGTCGTTTCGCTG-3’; reverse 3’-
ACCCGAGGGACATCCTGTG-5"), 18S rRNA (forward 5-CGGAGGTTCGAAGACGATCA-3’; reverse 3’-
TCGCTAGTTGGCATCGTTTAT-5’) and B-actin (forward 5'-GATGGGCCAGAAAGACAGCTA-3’; reverse 3'-
TCGTCCCCAGTTGGTGACGAT-5’) for the liver, proximal intestine and distal intestine, respectively.

Statistical analysis

Plasma immune markers, histological parameters and gene expressions were statistically analyzed
using the Remdr package of R software (version 4.1.2). For each dataset, normality of the distributions
and homogeneity of the variances were assessed using a Shapiro-Wilk’s test and a Levene’s test,
respectively. When these prerequisites were met, the effects of the diet and duration of refeeding (days
2, 5 and 8) were analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA) by excluding the fasted fish. Then,
the influence of time (i.e. sampling day) was tested independent of the diet by analyzing the datasets
from day O (fasted fish) to day 8 using one-way ANOVA. Differences were considered statistically
significant at the 5 % threshold.

3. Results

Plasma immune markers

Neither time nor diet (one-way ANOVA, p > 0.05) significantly influenced the plasma activities of the
alternative complement pathway, lysozyme, antiprotease or peroxidase (two-way ANOVA, p > 0.05) (Fig.
2). However, an interaction between diet and time was observed for plasma lysozyme activity (p < 0.05),
perhaps because it decreased significantly in fish fed the PAP diet on day 8 compared to day 2, and
compared to the fish fed the CTL diet on days 5 and 8.

Histological parameters of the proximal and distal intestine

In the proximal and distal intestine, neither diet nor time significantly influenced villi height on days

2,5 or 8 (two-way ANOVA, p > 0.05), and villi height did not differ significantly between fasted fish (day
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0) and refed fish (one-way ANOVA, p > 0.05) (Fig. 3). In the proximal intestine, the diet did not influence
villi surface area (two-way ANOVA, p > 0.05), but time did with a significant increase in villi surface area
on day 8 compared to those on days 2 and O (two-way ANOVA, p < 0.05). The surface area of villi for
fasted fish (day 0) and refed fish on day 2 was significantly smaller than that of refed fish on day 8 (one-
way ANOVA, p < 0.05). In the distal intestine, neither diet nor time influenced villi surface area on days

2,5 or 8 (two-way ANOVA, p > 0.05), nor did (one-way ANOVA, p > 0.05).

The diet did not influence the mean density of goblet cells in the proximal or distal intestine (two-
way ANOVA, p >0.05), but refeeding did (two-way ANOVA, p < 0.05), since it was significantly lower on
day 8 compared to day 2. Fasted fish (day 0) and refed fish on day 5 had intermediate densities (one-
way ANOVA, p < 0.05).

Gene expression in the liver and the proximal and distal intestine

In the liver, the diets did not significantly influence the expression of genes related to inflammation
and immunity (i.e. main complement molecule C3 (c3); proteoglycan 4 (prg4) and alpha-2-
macroglobulin isoform X2 (a2m)) and to cell protection (i.e. myo-inositol oxygenase (miox)) (two-way
ANOVA, p > 0.05). However, their expression significantly decreased during refeeding (two-way ANOVA,
p <0.05) (Fig. 4). Expression of the ¢3 and prg4 genes was significantly downregulated on day 8
compared to that on day 2 and was intermediate on days 0 and 5. Expression of the acute-phase protein
encoded by a2m was significantly upregulated in fasted fish (day 0) compared to that on day 8 and was
intermediate on days 2 and 5. Expression of the miox gene peaked on days 0 and 5, was intermediate
onday 2, and was significantly downregulated on day 8. Expression of the por (NADPH-cytochrome P450
reductase) and serpinalQ (protein Z-dependent protease inhibitor-like) genes, involved in cell
protection and coagulation respectively, was to too low in the liver to be quantified adequately (i.e. >

32 amplification cycles (Ct)).

In the proximal intestine, expression of genes related to immunity and inflammation (i.e. c3,
interleukin-1 beta (il16), interleukin-6 (il6), interleukin-4 (il4) and tumor necrosis factor alpha (tnfa)) was
too low (Ct > 32) to be quantified adequately using RT-gPCR. In the distal intestine, the expressions
levels of genes 3, apolipoprotein A-1l (apoa?), il4, il6 and tnfa were also too low (Ct > 32) to be analyzed.
Interleukin il16 was the only gene related to inflammation that was sufficiently expressed in the distal
intestine, in which its expression was related to time during refeeding (two-way ANOVA, p < 0.001).
Compared to fasted fish, the expression of il16 increased after 2 days of refeeding, and then returned
to the fasted level on days 5 and 8 (one-way ANOVA, p < 0.001). Its expression was not influenced by

the diet (two-way ANOVA, p > 0.05), but was significantly influenced by the interaction between diet

177



and time due to upregulation of i/18 on day 2 in fish fed the PAP compared to fish fed the CTL diet on
day 5 (two-way-ANOVA, p < 0.05). Expression of the cholesterol 25-hydroxylase gene (ch25h), involved
in anti-viral defense, was too low (Ct > 32) in the proximal intestine to be quantified adequately, but
was significantly down regulated in the distal intestine of fish on day 5 compared to fasted fish (one-
way ANOVA, p < 0.05). However, diet, time and their interaction had no significant effect (two-way

ANOVA, p > 0.05) (Fig. 5).

Among the tight-junction proteins analyzed in the proximal and distal part of the intestine, only tight-
junction protein-3 (tjp3) and claudin-15 (c/dn15) were expressed (Fig. 6). In both sections of the
intestine, expression of tight junction protein-1 (tjp1) was too low to be quantified adequately using RT-
gPCR (Ct > 32). In the proximal intestine, tjp3 and cldn15 were significantly influenced by time (two-way
ANOVA, p < 0.001) but not by the diet (two-way ANOVA, p > 0.05) during refeeding. Moreover, a
significant interaction was observed between diet and time for tjp3 and cldn15, which was related to
overexpression of both genes on day 8 in fish fed the PAP diet. Over the entire experiment, time had a
significant influence (one-way ANOVA, p < 0.01): both genes had significantly higher expression on day
8 when compared to days 0, 2 and 5 for tjp3, and compared to day 2 for cldn15. In the distal part of the
intestine, tjp3 expression did not differ during refeeding (two-way ANOVA, p > 0.05), but it was
significantly lower in fasted fish, especially compared to refed fish on days 2 or 8 (one-way ANOVA, p <
0.05). Expression of cldn15 also gradually increased from days 0 to 8, being triggered by refeeding (two-
way ANOVA, p < 0.05). Expression of muc2, which encodes a protein involved in secretion of intestinal
mucus, was upregulated in the proximal and distal intestine on 8 compared to those on days 0, 2 and 5
(one-way ANOVA, p < 0.05 and one-way ANOVA, p < 0.01, respectively). Expression of muc2 was not
influenced by the diets in either section of the intestine (two-way ANOVA, p > 0.05). Expression of the
aquaporins agp’/ and agpl0a was too low in both sections of the intestine to be quantified adequately
(Ct > 32). Expression of the proliferating cell nuclear antigen (pcna) gene, involved in DNA replication
and cell proliferation, was regulated by the diet in the proximal intestine, being lower in fish fed the
PAP+YE diet than in fish fed the PAP diet (two-way ANOVA, p < 0.05). Its expression was also influenced
by refeeding (two-way ANOVA, p < 0.01) and its duration (one-way ANOVA, p < 0.001). Fasted fish had
the lowest expression of pcna and refeeding induced a gradual increase in pcna expression on days 2
and 8, with intermediated expression on day 5. In the distal intestine, time influenced pcna expression
between fasted and refed fish (one-way ANOVA, p < 0.01). As in the proximal intestine, expression of
pcna in the distal intestine was lower in fasted fish, increased significantly in refed fish on day 2 and

decreased on days 5 and 8, but remained significantly higher than that in fasted fish (Fig. 6).

For genes involved in coagulation, expression of the fibrinogen beta chain (fbg) gene was too low (Ct

> 32) to be quantified adequately, but that of the transcript cd9 was significantly upregulated in the
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proximal and distal intestine during refeeding (Fig. 7). In the proximal and distal intestine, cd9 expression
was low in fasted fish and increased after 8 days of refeeding (one-way ANOVA, p < 0.001 and p < 0.05,
respectively). However, diet did not influence its expression in either section of the intestine (two-way

ANOVA, p > 0.05).

Expression of selenoprotein S (selenos) gene, involved in the endoplasmic reticulum stress response,
was strongly down-regulated in fasted fish in both sections of the intestine (one-way ANOVA, p < 0.01)
(Fig. 8). It increased on day 2 in refed fish and remained high in the proximal intestine until day 8, while
it decreased in the distal intestine without returning to the expression level of fasted fish (two-way
ANOQOVA, p < 0.001). A significant interaction between diet and time was observed in the proximal
intestine, indicating strong upregulation of selenos expression in fish fed the CTL diet on day 5 and in

fish fed the PAP diet on day 8, compared to fish fed the CTL diet on day 8 (two-way ANOVA, p < 0.001).

4. Discussion

We investigated the early effects of a fishmeal-free diet containing terrestrial animal by-products
and yeast-extract supplementation on the structure of the intestine and the inflammatory and immune
response of rainbow trout. To avoid potential residual effects of the commercial feed used before and
during acclimation, the fish first fasted for four days to empty their digestive tracts. Early responses to
the diets were evaluated by quantifying plasma markers of innate immunity and performing histological
analysis of the intestinal mucosa. We also investigated the early influence of refeeding on the hepatic
and intestinal expression of genes involved in immunity, inflammation, intestinal structure, coagulation
and stress response, some of which had been found in a previous study to be significantly influenced by

the same diets after 12 weeks of feeding (°.

Feeding diets that contain processed animal proteins and no fishmeal decrease growth performance,
but this can be counteracted by adding yeast extract *°. In the long term, it has been shown that these
growth performances are accompanied by changes in the transcriptomic profiles of the liver and
especially the intestine. The modulated genes were related mainly to the innate immune response,
inflammation, coagulation and the response to cellular or pathogenic stress. As previously observed
after 12 weeks of feeding >, the diets did not induce signs of systemic or intestinal inflammation in
juvenile rainbow trout. The genes whose expression was modified in the long term were not
differentially expressed in the short term, suggesting that the long-term effects were chronic rather

than acute, which is the opposite of observations of more sensitive salmonid species, such as Atlantic
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salmon. The early symptoms of diet-related inflammation in Atlantic salmon are accompanied by an
immune response, shriveling of the intestinal villi, increase mucus production by goblet cells and
transcriptomic changes **. Regardless of the diet fed during refeeding, we observed no significant effect
on plasma immune markers or the structure of the intestinal mucosa. Of the parameters studied, only
two intestinal genes were significantly modulated by the diet: pcna and cldn15. Over the eight days of
refeeding, pcna was upregulated in the distal intestine of fish fed the PAP diet, which could indicate and
early compensatory effect. Overall, the results suggest that the diets did not cause inflammation, even
moderate. Early benefits of including a yeast extract in the diet have been described for common carp

) but we were not able to

(Cyprinus carpio) ®* and European sea bass (Dicentrarchus labrax) |
demonstrate that doing so had an early influence on the immune response or intestinal structure of
rainbow trout. Only the expression of cldn15 was upregulated in the proximal intestine in response to
yeast-extract supplementation, suggesting that it can stimulate intestinal cell adhesion after dietary

stress and modulate tissue permeability by preventing the entry of pathogens or toxic molecules 3.

Nonetheless, short-term fasting seemed to induce major changes in the structure of the digestive
tract and modulate the physiology of the liver and intestine. Intestinal mucosa and the liver are key
organs for metabolism, detoxification and maintenance of homeostasis and play a major role in
immunity and protective functions. Although fish can survive fasting for a long period, it soon causes
structural changes, induces the response of immune mediators and modulates transcriptomic
responses 77#2. During fasting, structural changes include atrophy of the digestive tract and a decrease
in the length of the gut, followed by intestinal weight loss and a decrease in the surface area of the
intestinal mucosa. A decrease in gut length and mass has been observed in neon damselfish
(Pomacentrus coelestis) subjected to 16 days of fasting, in javelin goby (Synechogobius hasta) on day 7

g 434 and in common carp (Cyprinus carpi) subjected to 6 months of starvation “*. As shown

of fastin
for traira (Hoplias malabaricus), a decrease in gut length can also be accompanied by a decrease in the
height of intestinal mucosa and the surface area of villi “®). In the present study, short-term fasting had
no significant influence on intestinal villi height in the proximal or distal intestine, suggesting that it did
not influence mucosa thickness greatly. However, feeding trout after 4 days of fasting significantly
increased villi surface area in the proximal intestine on day 8, which indicates a strong relation between
refeeding and absorptive capacity. This increase in villi surface area is consistent with upregulation of
pcna, which has been observed in the intestine of frogs (Xenopus laevis) refed after fasting *’). Although
this effect was not observed in the distal intestine, our results are consistent with previous observations
for salmonids. For short- or medium-term fasting, the gut responds rapidly to fasting, and the effects

seem to be reversible upon refeeding, as described for rainbow trout and Atlantic salmon “& 49
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Genes tjp3 and cldn15, which are involved in enterocytes adhesion and intestinal permeability, were
downregulated in the trout during fasting and the first five days of refeeding, and then up-regulated
after eight days of refeeding, which confirms the influence of short-term fasting on gut structure. The
response of tight junction proteins differed between the sections of the intestine: the distal section
seemed to respond more quickly to refeeding, which indicates its higher sensitivity to nutritional status
of the fish ©%. Like tight junction proteins, goblet cells play an important role in maintaining intestinal
homeostasis since they produce intestinal mucus and are present throughout the digestive tract. As a
lubricant, mucus facilitates passage of feed nutrients through the digestive tract and protects the
intestinal mucosa. During fasting, the number of goblet cells in the intestinal mucosa of teleost fish,
such as northern pike (Esox lucius) and southern catfish (Silurus meridionalis), can decrease significantly

(1-53) Although fasting did not influence the density

to redirect energy to other physiological functions
of goblet cells in the proximal intestine of rainbow trout, two days of refeeding increased it, likely in
response to the reactivation by feed in the digestive tract. Conversely, the observed modulation of
expression of muc2 (i.e. low in fasted fish but higher in both sections of the intestine after eight days of
refeeding) supports the observations for northern pike and southern catfish. Regarding the phenotype
highlighted for intestinal villi surface area and goblet cell density, short-term fasting appeared to

influence the proximal intestine more than the distal intestine and refeeding influences goblet cell

density and villi surface area significantly.

No significant changes were observed in the activities of the plasma alternative complement
pathway, lysozyme, antiprotease or peroxidase. In fish, fasting influences plasma immune markers
within the first few days of fasting, and its influence is likely to increase if fasting lasts more than two
weeks. The complement pathway, part of innate immunity, groups proteins involved in pathogen lysis
and elimination. In fish, its plasma activity can be influenced by short- or long-term fasting. For example,
tinfoil barb (Barbonymus schwanenfeldii) and crucian carp (Carassius auratus), exposed to short- (two
weeks) and long-term fasting (60 days), respectively, showed a significant decrease in plasma alternative
complement activity. Thus, nutrient deprivation could cause the innate immune system to fail, which
could decrease the ability to fight pathogens, but this was not observed in rainbow trout, likely due to

4 95 Lysozyme, also part of innate immunity, protects against bacterial

the short fasting period !
infections when released by phagocytes. In the present study, the short fasting period did not seem to
influence plasma lysozyme activity in rainbow trout, as it was similar for fasted and refed fish. This agrees
with the literature, which indicates that the influence of fasting on plasma lysozyme activity depends
greatly on the species studied, its physiological status and the duration of fasting °®. For tinfoil barb,

Eslamloo et al. ®¥ showed that one week of fasting was sufficient to induce an increase in lysozyme

activity, which then decreased sharply after two weeks of fasting. In Chinese sturgeon (AciPensersinensis) 43
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) while prolonged fasting did not influence it in

days of fasting clearly induced lysozyme activity
European sea bass, red seabream (Pagellus bogaraveo) or European eel (Anguilla anguilla) ©®).
Peroxidase is an antioxidant enzyme involved in eliminating reactive oxygen species released during
oxidative stresses that are induced, for example, in Chinese perch (Siniperca chuatsi) by fasting ©.
Several studies of fish show that plasma peroxidase can be induced soon after fasting begins. For
example, plasma peroxidase activity in binni (Mesopotamichthys sharpeyi) fingerlings was strongly
induced on day 8 of fasting ©®?, and gilthead seabream (Saprus aurata) had the highest peroxidase
activity after 7 days of fasting ®*.. However, some studies have shown that if fasting exceeds several
weeks, peroxidase activity may sharply decrease due to fatigue of the antioxidant system ©4 %2 |n the
present study, peroxidase activity was similar for fasted and refed fish, suggesting that the four days of
fasting may have been too short to increase peroxidase activity in rainbow trout. Plasma antiproteases
protect against pathogens by inhibiting the released proteases. Little is known about the influence of
fasting on antiprotease activity, and existing studies focus mainly on tissues other than blood or analyze
antiprotease activity after a bacterial challenge ©% 3 %) However, in a study of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) fasted for 21 days, plasma antiprotease activity significantly increased but then decreased
during refeeding. Rather than being immune-related, these effects were due to inhibiting proteases that
degrade dietary proteins and thus prevent them from being digested and assimilated during prolonged

fasting . Overall, our results suggest that the fasting period was too short to induce a systemic immune

response or protein catabolism in rainbow trout.

Although we did not observe systemic or histological inflammation in response to the four-day fast,
the expression of certain genes related to immunity, inflammation and cell protection in the liver and
intestine differed between fasted and refed fish. In agreement with observations on red porgy (Pagrus
pagrus), Atlantic salmon (Salmo salar) and Japanese grenadier anchovy (Coilia nasus) 5%, expression
of the complement c3 gene in rainbow trout was higher after two days of refeeding, although it was not
significantly lower in fasted fish, perhaps because the fasting period was shorter than those in previous
studies. The protein encoded by the a2m gene was upregulated in trout subjected to a four-day fast,
suggesting early regulation of acute phase protein homeostasis after short-term fasting. The opposite
was observed in red porgy and Japanese grenadier anchovy, but these fish were subjected to a longer
fast, suggesting that prolonged fasting may decrease the activity of this acute phase protein in fish ©®
®8) Expression of prg4, which encodes a proteoglycan stimulating macrophages during inflammation ),
decreased during refeeding but did not necessarily differ from that of fasted trout. To our knowledge,
no study has described the influence of fasting on prg4 expression in the liver of fish. However, the
results obtained for rainbow trout suggest that nutrients must be present to maintain sufficient immune

function.
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In the intestine, most genes related to the immune and inflammatory responses were not expressed,
or their expression was too low to be quantified adequately. Although ch25h has been implicated in
inflammatory and viral pathologies "% 7Y its high expression in the distal intestine of fasted fish was not
sufficient to indicate that it is related to the immune or inflammatory response in the intestine, since
the trout had no clear sign of inflammation caused by fasting. However, il18 expression strongly but
temporarily increased in response to refeeding. Response related to inflammation in the gut seem to

occur more frequently when long-term fasting exceeds several weeks 72772,

Although we could not quantify all genes related to coagulation in the liver and intestine due to low
expression, the response of the cd9 gene in the intestine suggests that fasting decreases wound healing
and clotting capacities and that refeeding tends to restore these functions, which agrees with previous
studies. Fasting impairs hemostasis and clotting, which may be restored upon refeeding, as observe for
traira "® and for rainbow trout, in which all transcripts that encoded for proteins involved in blood

coagulation were downregulated in the liver during fasting "),

The miox gene, which encodes myo-inositol oxygenase, was upregulated in the liver of fasted
rainbow trout compared to fish refed on day 8. In Nile tilapia, myo-inositol is used as an osmolyte to
protect cells and maintain normal cytoplasmic osmolarity under hypertonic conditions 7% 7?. In plants,
specifically thale cress (Arabidopsis thaliana), miox is upregulated under low nutrients conditions ©.
Since fasting can stress cells and impair osmolarity of rainbow trout ), its upregulation in the liver of
fasted fish seems consistent with its protective function. Moreover, its downregulation after eight days
refeeding seems to be related to a return to normal osmolarity after refeeding and the presence of
nutrients in the gut. In the intestine, especially in the distal section, selenos expression, a gene encoding
a protein involved in protein folding in the endoplasmic reticulum and in glucose metabolism, was also
strongly influenced by the transition from fasting to refeeding. These results agree with those of
previous studies and suggest that selenos is regulated by glucose deprivation, and that fasting is likely

to cause endoplasmic reticulum stress, and consequently a failure of protein folding 883,

In conclusion, we were unable to demonstrate early benefits or repercussions associated with
feeding rainbow trout a diet that contained animal by-products but no fishmeal on their immune
response and gut structure, whether the diet was supplemented with yeast extract or not. Thus, the
decrease in growth performances associated with the PAP diet, the improvement of this diet with the
addition of yeast extract and the changes in the hepatic and intestinal transcriptomic profile were not
related to an early reaction of the fish, but to a long-term adaptation . Conversely, short-term fasting
seems to have much more influence on the physiology of the liver and intestine. Four days of fasting

followed by refeeding significantly increased the intestinal surface and modulated the expression of
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genes involved in inflammation and immunity, the pathogen response and cellular stress in liver and
intestine, with no clear evidence of systemic or tissue inflammation. This difference may be associated
with the relatively short duration that rainbow trout were fasted. However, these findings are consistent

with the current use of fasting periods on fish farms to increase survival, maintain growth and improve

the immune defenses of fish in stressful or epizootic situations &8>
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Table 1. Ingredients and proximate composition of three experimental diets: commercial-like feed (CTL),

processed animal protein feed (PAP) and PAP with 3% yeast extract (PAP+YE).

CTL PAP PAP+YE
Ingredient (%)

Corn gluten 15.0 17.9 16.0
Soy protein concentrate 14.0 11.0 12.0
Soybean meal 12.0 10.5 8.3
Faba bean 8.0 12.0 8.0
Whole wheat 10.8 9.2 13.0
Fishmeal 19.0 - -

Dehydrated poultry protein - 10.0 10.0
Hydrolyzed feather meal - 6.0 6.0
Poultry and pig blood meal - 1.0 1.0
Rapeseed oil 12.2 10.5 10.5
Fish oil 7.0 7.9 7.9
Yeast extract? - - 3.0
L-lysine - 0.3 0.5
L-methionine - 0.3 0.3
Soy lecithin - 0.5 0.4
Vitamin premix? 1.0 1.0 1.0
Dicalcium phosphate - 1.0 1.0
Mineral premix? 1.0 1.0 1.0

Proximate composition®

Dry matter (DM) (%) 97.1 97.4 97.2
Protein (%DM) 46.9 46.5 46.3
Lipid (%DM) 22.1 21.6 20.8
Energy (%DM) 25.0 25.1 24.9
Ash (%DM) 6.8 5.5 5.6
Starch (%DM) 12.1 13.5 14.2

1Cytosolic fraction of Saccharomyces cerevisiae (Prosaf®, Phileo by Lesaffre, Marcg-en-Barceul, France)

2Provided per 100 g of premix: vitamin A 500 000 |U, vitamin D3 250 000 IU, vitamin E 5 00 mg, vitamin
C 1429 mg, vitamin B1 10 mg, vitamin B2 50 mg, vitamin B3 100 mg, vitamin B5 200 mg, vitamin B6 30
mg, vitamin B7 3 000 mg, vitamin B8 100 mg, vitamin B9 10 mg, vitamin B12, 100 mg, vitamin K3 200

mg, folic acid 10 mg, biotin 100 mg, choline chloride 16 700 mg, and cellulose 76 921mg.

3Provided per 100 g of premix: calcium hydrogen phosphate 49 478 mg, calcium carbonate 21 500 mg,
sodium chloride 4 000 mg, potassium chloride 9 000 mg, magnesium oxide 12 400 mg, iron sulfate 2
000 mg, zinc sulfate 900 mg, manganese sulfate 300 mg, copper sulfate 300 mg, cobalt chloride 2 mg,

potassium iodide 15 mg, sodium selenite 5 mg and sodium fluoride 100 mg.

“Analyzed values
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Table 2. Primer sequences for RT-gPCR analysis of the liver, and proximal and distal intestine.

Gene, by category

NCBI Accession Number

Forward Primer (5’- 3')

Reverse Primer (3'- 5')

Liver

Proximal
Intestine

Distal
intestine

Immunity and
inflammation
c3

prg4

aZm

il18

il6

il4

tnfa
Structure

tipla

tjp3

muc2

cldn1s

aqp7

agpl0a
Coagulation

serpinal0

fbg

cd9

XM_021561577.2
XM_036968497.1
XM_021587033.2
XM_021590496.2; AJ557021.2
NM_001124657.1

FN820500.1

AJ278085.1; NM_001124357.1

XM_036980662.1
XM_031822609.1
XM_036968565.1; XM_036968563.1
XM_036987534.1; XM_021615039.2
XM_021568669.2
XM_021621544.2

XM_036954825.1; XM_036954823.1
XR_005053092.1; XM_036987044.1
NM_001124324.1

TGTCACTTCGCCATACACCA
GGCATAGAAGAGCCAGAACCA
GAGACTGTCCCAAAGGGCTC
CCCTGCCAGTTGTCTTAGGG
CTATCTCTCACTCCTCTCGGC
GACAATCTTGGCCTCCGTGA
TGCAAAAGCAGCCATCCATT

TCAGCTGCGCTATGATGAGG
GGGACACAGCCGTGATAGTT
GACCCTGAAGGAGTTCCACG
TCTACATTGGCTGGTGCTCG
TGAACGTGTTCGAGTGGGAC
CGATGTCGTCCAATTGCGG

TCGCACTTTGTCTCCCCAAA

CTGGGTAACGACCGCATCAG
TTCCTGCGTGTAGCGTTGA
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TTTGCAAAACCGTTGGCCC
AATGGCATAGGCTGGTCGTC
CTGCCAACTTCAAGGTGACTTC
GTCCTTACAGCGCTCCAACT
CTTCCACGGGCTTCTGAAAC
CCACCTGGTCTTGGCTCTTC
AACGAAGAAGAGCCCAGTGT

GGTCGTAACGTAGAGGAGCG
TGACACGCCATTGACCATGA
GTTTGGAGCAGACCTTGGGT
GTCCTGGCCGTAGGAAGTG
AAGGTACTCTCCGAACGCAC
CAGGTGCCATGCGATGAAGA

GCTAGGTTGAGCCCCTTCAG
GGCTGTTCCTGAATACCCATC
AACCCGAACATCGCAAAACC




Cell protection
por
miox

Cell proliferation
pcna

Antiviral
ch25h

Endoplasmic reticulum
stress
selenos

XM_021623734.2
XM_021572362.2

XM_036936092.1

XM_021564786.2

XM_036963928.1; XM_036981274.1

GTGGTCGCACAATAATGACGTAG
CAAGCTGATGCACACCAACC

ATCCTGAAGTGTGCTGGGAA

GGGCTTCTTCTCGTCGGTT

ACTGAAGAGGCCAGCACATC

ATGGGGCCACTCACTGTCTG
TCCAGCGATATGACGGCTTC

TCCCAACTGTTCTACATCGAGA

GTCCTCCACAGAAAGCCAGA

ACAGGATCCACCTCCCTCTC
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Figure 1. Example of manual delineation of a villus (red line) and detection of goblet cells (circles) using

FlJI software.
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Figure 2. Mean activity (+ standard deviation) (n = 6) of plasma immune markers in rainbow trout after
fasting and on three of the eight subsequent days of refeeding. CTL, commercial-like feed; PAP,
processed animal protein feed; PAP+YE, PAP with 3% yeast extract. Insets indicate the significance of
effects of diet, time and their interaction (D:T). Lowercase letters indicate the significant differences in

the interaction between diet and time.
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Figure 3. Mean morphometric markers (+ standard deviation) (n = 6) of the proximal and distal intestine
of rainbow trout after fasting and on three of the eight subsequent days of refeeding. CTL, commercial-
like feed; PAP, processed animal protein feed; PAP+YE, PAP with 3% yeast extract. Insets indicate the
significance of effects of diet, time and their interaction (D:T). Lowercase letters indicate significant

differences between sampling days.
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Figure 4. Mean normalized expression (+ standard deviation) (n = 6) of genes related to immunity,
inflammation and cell protection in the liver of rainbow trout after fasting and on three of the eight
subsequent days of refeeding. CTL, commercial-like feed; PAP, processed animal protein feed; PAP+YE,
PAP with 3% yeast extract. ¢3, main complement molecule C3; prg4, proteoglycan 4; miox, myo-inositol
oxygenase; a2m, alpha-2-macroglobulin isoform X2. Insets indicate the significance of effects of diet,

time and their interaction (D:T). Lowercase letters indicate significant differences between sampling

days.
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Figure 5. Mean normalized expression (+ standard deviation) (n = 6) of genes related to inflammation
and antiviral functions in the distal intestine of rainbow trout after fasting and on three of the eight
subsequent days of refeeding. CTL, commercial-like feed; PAP, processed animal protein feed; PAP+YE,
PAP with 3% yeast extract; il18, interleukin-1 beta; ch25h, cholesterol 25-hydroxylase. Insets indicate
the significance of effects of diet, time and their interaction (D:T). Lowercase letters indicate significant

differences between sampling days.
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Figure 6. Mean normalized expression (+ standard deviation) (n = 6) of genes related to structure, mucus
synthesis and cell proliferation in the proximal and distal parts of the intestine of rainbow trout after
fasting and on three of the eight subsequent days of refeeding. CTL, commercial-like feed; PAP,
processed animal protein feed; PAP+YE, PAP with 3% yeast extract; tjp3, tight junction protein 3; c/ldn15,
claudin-15; muc2, mucin-2; pcna, proliferating cell nuclear antigen. Insets indicate the significance of
effects of diet, time and their interaction (D:T). Lowercase letters indicate significant differences

between sampling days. Uppercase letters indicate significant differences between diets.
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Figure 7. Mean normalized expression (+ standard deviation) (n = 6 ) of the cd9 gene, involved in
coagulation, in the proximal and distal intestine of rainbow trout after fasting and on three of the eight
subsequent days of refeeding. CTL, commercial-like feed; PAP, processed animal protein feed; PAP+YE,
PAP with 3% yeast extract; cd9, CD9 protein. Insets indicate the significance of effects of diet, time and

their interaction (D:T). Lowercase letters indicate significant differences between sampling days.
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Figure 8. Mean normalized expression (+ standard deviation) (n = 6) of the selenoprotein S (selenos)
gene, involved in the endoplasmic reticulum stress response, in the proximal and distal intestine of
rainbow trout after fasting and on three of the eight subsequent days of refeeding. CTL, commercial-
like feed; PAP, processed animal protein feed; PAP+YE, PAP with 3% yeast extract. Insets indicate the
significance of effects of diet, time and their interaction. Lowercase letters indicate significant

differences between sampling days.
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PARTIE 1

Effets a long terme d’'une supplémentation en extrait de
levure dans un régime a base de protéines végétales et
de coproduits animaux

1. La supplémentation en extrait de levure améliore I'efficacité d’un régime

sans farine de poissons composé d’ingrédients alternatifs

Dans la littérature, de nombreuses études dépeignent les effets néfastes des régimes dépourvus
de farine de poissons chez les especes aquacoles. Les salmonidés tels que la truite arc-en-ciel sont
particulierement sensibles a la substitution des farines de poissons par des ingrédients alternatifs. Chez
la truite, une alimentation a base d’ingrédients alternatifs s’accompagne généralement d’une
diminution des performances de croissance (Kirimi et al., 2016; Lazzarotto et al., 2015), ce qui
représente une perte économique pour les éleveurs. Néanmoins, des études montrent que ces effets
néfastes peuvent étre atténués en utilisant des levures (@verland et al., 2013). Les levures sont utilisées
en nutrition animale pour leurs profils nutritionnels mais aussi pour leurs propriétés immunostimulantes
(Propriétés nutritionnelles et bioactives des fractions pariétales et cytosoliques des levures, p. 86). Cette
thése avait pour objectif premier d’évaluer, a long terme, la valeur nutritionnelle et les bénéfices d’une
supplémentation en extrait de levure dans un aliment composé de sources protéiques alternatives a la
farine de poissons. Le choix des matiéres premieres alternatives s’est tourné vers I'utilisation d’un
mélange de protéines végétales ainsi que des coproduits d’animaux terrestres. En effet, les végétaux et
les protéines animales transformées se placent aujourd’hui en tant que candidats de taille dans la
substitution des farines de poisson en aquaculture en raison de leurs profils nutritionnels avantageux,
de leurs colts réduits et de leur caractére durable. L'extrait de levure utilisé dans le cadre de la these
représente la fraction cytosolique de la cellule. Ce produit est riche en azote protéique, en petits

peptides (Figure 18, p. 106) et en nucléotides (Tableau 12, p. 104).
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a. Bénéfices de la supplémentation en extrait de levure sur les performances de

croissance

La valeur nutritionnelle de la supplémentation en extrait de levure a d’abord été évaluée a long
terme par le biais d’un essai de digestibilité et d’un essai de croissance. Conformément a ce qui est
généralement observé dans la littérature (El-Haroun and Bureau, 2007; Kirimi et al., 2016), un retard de
croissance a été observé chez les truites nourries avec le régime PAP a la fin des 12 semaines
d’alimentation. Néanmoins, I'ajout de 3 % d’extrait de levure dans le régime PAP a permis d’améliorer
la croissance des poissons, se rapprochant sensiblement des performances observées dans le groupe
CTL (Figure 26A, p. 207). Dans la littérature, les baisses de croissance observées chez les poissons nourris
avec un régime composé de protéines végétales et de coproduits animaux sont généralement
expliquées par (1) une baisse de digestibilité liée a la nature des ingrédients utilisés (Bureau et al., 1999;
Espe et al., 2006; Pratoomyot et al., 2010), (2) par une diminution de la consommation de I'aliment en
lien avec son appétence (Abdel-Warith et al., 2001; Hansen et al., 2007; Tripathi and Mishra, 2007), (3)
par une mauvaise assimilation et utilisation métabolique des nutriments apportés par I'aliment (Campos
etal., 2019; De Francesco et al., 2007; Moutinho et al., 2017), (4) ainsi que par une altération de la santé

du tube digestif (G Baeverfjord and Krogdahl, 1996).

b. Les performances de croissance s'expliquent-t-elles par une altération de la
digestibilité, de la consommation et/ou de ['utilisation métabolique des

aliments expérimentaux ?

Chez les poissons carnivores, les baisses de croissance observées avec des régimes a base
d’ingrédients végétaux et de coproduits animaux ont souvent été associées a la nature des matiéres
premiéres. Les végétaux sont riches en facteurs antinutritionnels qui interferent avec la digestion des
nutriments, et les coproduits d’origine animale sont riches en acides gras saturés moins bien assimilés
au niveau intestinal. Cependant, I'hypothese que les effets observés sur la croissance dans cette étude
puissent étre liés a une altération de la digestibilité des aliments a été infirmée. En effet, le retard de
croissance observé chez les poissons nourris avec le régime PAP ne s’explique pas par une baisse de la
digestibilité de I'aliment puisque les coefficients de digestibilité de cet aliment sont similaires voire
meilleurs que ceux des aliments CTL et PAP+YE. L'amélioration de la croissance observée chez les
poissons nourris avec le régime supplémenté PAP+YE n’a pas non plus été associée a une augmentation

des coefficients de digestibilité de I'aliment (Figure 26B, p. 207).
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Le retard de croissance chez les poissons nourris avec le régime PAP ne peut pas non plus étre
expliqué par une diminution de la prise alimentaire (Figure 26C, p. 207). En effet, ces poissons
présentaient la consommation journaliere d’aliment (DFI) la plus élevée comparés aux groupes CTL et
PAP+YE. Dans la littérature, les coproduits d’origine animale sont parfois décrits comme appétants mais
la hausse significative de la prise alimentaire semble plutot refléter un effet compensatoire
potentiellement lié a un déséquilibre en acides aminés ou en acides gras. Par ailleurs, les extraits de
levure riches en nucléotides sont également considérés comme appétants mais le régime PAP+YE n’a

pour autant pas induit une hausse de la prise alimentaire chez les truites.

En termes d’assimilation et d’utilisation des nutriments, les différences d’efficacité alimentaire
n’étaient pas statistiquement significatives entre les régimes. Cependant, les poissons nourris avec le
régime PAP présentaient une efficacité alimentaire numériquement plus faible, et la valeur P du test
statistique était de 0,06, ce qui suggere une tendance a une diminution de |'efficacité alimentaire par
rapport a I'aliment CTL a base de farine de poissons, et une amélioration de cette efficacité avec I'ajout
de I'extrait de levure dans I'aliment (Figure 26D, p. 207). Cette hypothése est en adéquation avec les
parametres d’utilisation des nutriments. En effet, en analysant les gains et rétentions en nutriments,
nous avons constaté que les truites nourries avec I'aliment PAP présentaient un gain et une rétention
protéiques plus faibles que celles nourries avec I'aliment CTL a base de farine de poissons. De plus,
I'ajout de levures dans I'aliment PAP a permis de rétablir un gain et une rétention protéiques similaires
a ceux des poissons nourris avec I'aliment CTL. Une amélioration de la rétention protéique a déja été
observée chez la perche chinoise (Siniperca chuatsi) nourrie avec un régime supplémenté en
nucléotides (Liu et al., 2020) et chez le bar Européen nourri avec un aliment supplémenté en levure
(Oliva-Teles and Gongalves, 2001). L’amélioration de ce paramétre pourrait donc étre expliquée par la
richesse en nucléotides de I'extrait de levure utilisé (Tableau 12, p. 104). De plus, la digestibilité des

protéines était inchangée chez les poissons nourris avec le régime PAP+YE.

Des bouleversements métaboliques associés a une mauvaise utilisation de I'aliment peuvent
également étre rencontrés chez les poissons nourris avec un aliment composé d’ingrédients végétaux
et de coproduits d’origine animale. Ces bouleversements se traduisent par un engraissement de la chair,
du foie et de la partie péri-viscérale (De Francesco et al., 2007; Hu et al., 2013; Kaushik et al., 2004).
Dans cette étude, les compositions corporelles étaient identiques quel que soit le régime. Les indices
hépato- et viscérosomatiques n’ont pas non plus été affectés par la composition des régimes PAP et
PAP+YE (Figure 26E, p. 207). Quelques analyses complémentaires auraient permis d’appuyer ces
résultats. Il aurait par exemple été intéressant de compléter les données par une mesure des teneurs

en lipides dans le foie. Il aurait également été judicieux de réaliser une analyse histologique du foie afin
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d’évaluer la présence de gouttelettes lipides qui est un des symptédmes rencontrés chez les animaux

souffrant de stéatose hépatique (Hu et al., 2013).

En conclusion, 'augmentation de la croissance chez les truites nourries avec le régime PAP+YE
n’a pu étre corrélée a la digestibilité des nutriments contenus dans I'aliment, ni a une réduction de la
prise alimentaire. En termes de métabolisation de I'aliment, I'efficacité alimentaire n’était pas
significativement différente entre les régimes bien qu’une tendance a la hausse ait été observée chez
les truites nourries avec le régime supplémenté en extrait de levure. En revanche, ces poissons
présentaient de meilleurs gain et rétention protéiques qui pourraient expliquer les performances
observées. Chez les poissons nourris avec le régime PAP non supplémenté, les causes de la diminution
de la croissance pourront étre explorer par le biais d’analyses complémentaires au niveau du foie

(dosage des lipides et analyse histologique).

c. Lasanté de I'intestin reflete-t-elle les phénotypes observés ?

Le retard de croissance aurait également pu étre expliqué par une altération de la muqueuse
intestinale. A notre connaissance, les coproduits d’origine animale ne provoquent pas d’inflammation
du tube digestif. Néanmoins, les régimes expérimentaux étaient majoritairement composés
d’ingrédients végétaux et notamment de farine de soja connue pour induire des entérites chez les
salmonidés (G Baeverfjord and Krogdahl, 1996). Des teneurs plus élevées en farine de soja auraient ainsi
pu étre délétéres pour la santé de la muqueuse intestinale et expliquer les baisses de croissance.
Cependant, cette hypothese peut étre écartée car les régimes a base de végétaux et de coproduits
animaux comportaient moins de soja que le régime CTL a base de farine de poissons. L'inflammation de
I'intestin se traduit par exemple, par un écrasement des villosités intestinales et par une augmentation
du nombre de cellules a mucus (Hansen et al., 2007; Krogdahl et al., 2003; Olsen et al., 2007). L’absence

de ces signes d’inflammations de la muqueuse intestinale pour 'ensemble des régimes est donc logique.

En revanche, les poissons nourris avec le régime supplémenté en extrait de levure présentaient
une augmentation de la taille des villosités intestinale dans les parties proximale et distale de I'intestin,
suggérant une augmentation de la capacité d’absorption des nutriments (Figure 26F, p. 207). Ces
résultats suggerent que I'extrait de levure a un effet plutdt bénéfique pour la muqueuse intestinale de
la truite. La tolérance vis-a-vis du produit avait également été démontrée lors des essais préliminaires
réalisés in vitro sur une culture d’entérocytes de truite arc-en-ciel. En effet, I'utilisation de levure dans
le milieu de culture des entérocytes avait stimulé la prolifération cellulaire (Figure 24, p. 124). Ces effets

pourraient étre liés a la richesse en nucléotides de I'extrait de levure, puisque ces derniers sont
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étroitement impliqués dans la modulation de la morphologie intestinale et induisent une augmentation
de la taille des villosités chez les poissons (Burrells et al., 2001a; Cheng et al., 2011; Hossain et al., 2016).
En somme, ces résultats suggérent également que l'inclusion d’extrait de levure dans I'aliment peut
augmenter la surface d’absorption des nutriments au niveau intestinale, ce qui pourrait expliquer les

bénéfices constatés en termes de croissance.
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Figure 26 Résumé des principaux résultats zootechniques et de leurs liens potentiels avec les performances de croissance obtenues a long terme.
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2. La supplémentation en exirait de levure ameéne des certitudes quant aux

liens entre la nutrition et I'immunité chez la truite arc-en-ciel

Un aliment aquacole doit couvrir les besoins nutritionnels des poissons et également
promouvoir leur santé. La synthese bibliographique de ce manuscrit (p. 49) met en exergue les liens
existants entre la nutrition, I'immunité, la santé et les performances de croissance des poissons

d’élevage et souligne I'intérét d’utiliser des additifs fonctionnels en alimentation aquacole (p. 74).

Comme évoqué dans la partie précédente, les baisses de croissance observées chez les truites
nourries avec le régime PAP n’ont pu étre expliquées par une inflammation de la muqueuse intestinale.
En revanche, 'amélioration de la croissance chez les poissons nourris avec le régime supplémenté en
extrait de levure pourrait potentiellement étre expliquée par 'augmentation de la surface d’absorption
au niveau de l'intestin, associée a une augmentation de la taille des villosités. Ces résultats suggérent
donc que I'extrait de levure pourrait étre impliqué dans I'amélioration des performances de croissance.
Afin d’approfondir et de déchiffrer les mécanismes potentiellement responsables des phénotypes
observés, il nous a paru pertinent d’évaluer la réponse immunitaire plasmatique ainsi que d’utiliser une
approche transcriptomique sans apriori sur deux tissus impliqués dans le métabolisme nutritionnel et

I'immunité, le foie et I'intestin.

a. L'extrait de levure stimule les fonctions immunitaires sériques de maniere

modérée

De maniére générale, les marqueurs immunitaires innés plasmatiques considérés lors de cette
thése n"ont pas été affectés par les régimes a base de protéines végétales et de coproduits animaux, et
la supplémentation en extrait de levure n’a pas non plus stimulé les réponses immunitaires innées au
niveau plasmatique. Parmi les facteurs de la réponse immunitaire étudiés, seule I'activité de la
peroxydase plasmatique a été modifiée de maniére significative par les régimes expérimentaux (Figure
27A, p. 211). Ainsi, les truites alimentées avec le régime PAP présentaient |'activité de la peroxydase
plasmatique la plus faible. De plus, contrairement a ce qui est décrit dans la littérature chez les poissons
et les crevettes (Abu-Elala et al., 2018; Zheng et al., 2021), 'activité de la peroxydase plasmatique n’a
été que modérément stimulée par la supplémentation en extrait de levure. En effet, les poissons nourris
avec le régime PAP+YE présentaient une activité de la peroxydase intermédiaire a celles des groupes

CTL et PAP.
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La peroxydase est une enzyme antioxydante impliquée dans la décomposition des peroxydes
toxiques lors d’un stress oxydant. Cette enzyme intervient donc principalement lors d’un stress. Son
activité étant réduite chez les poissons nourris avec le régime PAP, ces résultats laissent a penser que
le régime PAP induit une baisse des capacités antioxydantes. Certains acides aminés, tels que le
glutamate et la glutamine, et certains minéraux, tels que le sélénium, contribuent a la synthése et au
bon fonctionnement de la peroxydase (Andersen et al., 2015; Khan et al., 2017). Des carences sont donc
susceptibles de nuire aux fonctions antioxydantes. Les régimes expérimentaux ont tous été formulés de
fagon a couvrir correctement les besoins nutritionnels en acides aminés et en minéraux. Néanmoins, il
est possible que les régimes ne soient pas équilibrés les uns par rapports aux autres en termes d’acides
aminés, ce qui expliquerait que les poissons nourris avec I'aliment CTL présentent un niveau d’activité
de peroxydase plus élevé que les autres régimes. Ainsi, la baisse significative de l'activité de la
peroxydase chez les poissons nourris avec I'aliment PAP pourrait potentiellement étre expliquée par
une déficit en glutamate et en glutamine. En effet, les régimes a base de coproduits animaux présentent
souvent un déséquilibre en acides aminés. Malheureusement, nous ne sommes pas en mesure de
confirmer cette hypothese car les profils en acides aminés des aliments expérimentaux n’ont pas été
analysés. Une logique similaire pourrait s’appliquer aux minéraux. Afin d’apporter aux truites
I'ensembles des minéraux qui lui sont nécessaires, une mélange minéral a été incorporé dans chaque
régime a hauteur de 1 %. Ce mélange contenait du sélénium sous forme de sélénite de
sodium. Cependant, la farine de poisson est une source importante de sélénium, il est donc possible
gue les apports en sélénium aient été tres différents entre les régimes alimentaires. Ces différences
d’apports en acides aminés et sélénium pourraient donc étre a I'origine de la baisse de I'activité
peroxydase des poissons nourris avec 'aliment PAP mais les résultats doivent tout de méme étre pris

avec précaution car la variabilité intragroupe était trés élevée.

L’addition d’extrait de levure a en revanche stimulée un facteur plasmatique impliqué dans les
fonctions immunitaires adaptatives. En effet, les poissons nourris avec le régime PAP+YE présentaient
des niveaux totaux d'immunoglobulines M (IgM) significativement plus élevés que les truites nourries
avec le régime CTL et PAP, dont les niveaux d’IgM étaient identiques (Figure 278, p. 211). Les IgM sont
impliqguées dans I'activation de la voie du complément et dans I'induction de la phagocytose lors d’une
infection pathogénique (Abods et al., 2022; Kaattari, 1992). Bien qu’aucun effet de la supplémentation
en extrait de levure n’ait été observé sur |'activité plasmatique de la voie du complément, ces résultats
suggerent tout de méme que l'utilisation de ce produit levurien dans un régime aquacole pourrait étre
susceptible de renforcer les défenses acquises de lutte contre les infections pathogenes. Cette
hypothése pourra par exemple étre vérifiée par le biais d’'un challenge pathogéne in vivo ou par la

mesure de I'activité phagocytaire des leucocytes in vitro. Chez les téléostéens, les immunoglobulines
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sont produites et sécrétées par les lymphocytes B. Chez certaines espéces de poissons, des régimes
enrichis en nucléotides et en petits peptides stimulent la prolifération des leucocytes sanguins ainsi que
la production d’'immunoglobulines (Low et al., 2003; Reda et al., 2018). Dans le cadre de cette thése, il
était prévu de réaliser une identification et un comptage des différentes sous-populations de leucocytes
sanguins en utilisant des colorations s’appuyant sur des techniques d’histologie, mais les lames ont
malheureusement été perdues au cours du transport vers le Portugal. Ces comptages auraient
également pu étre mis en place au niveau tissulaire en utilisant des techniques d’'immunohistochimie,
en visant par exemple l'intestin ou I'on retrouve de nombreuses cellules immunitaires associées au

GALT.

Le séquencage des peptides de I'extrait de levure a permis de mettre en évidence un total de
9 785 peptides. Une recherche exacte de peptides potentiellement bioactifs dans le produit a été
réalisée a partir d'une liste de séquences bioactives, construite avec la base de données BIOPEP et |a
littérature. Cette recherche exacte a permis d’identifier 62 séquences bioactives dans I'extrait de levure.
Parmi ces séquences bioactives, la plupart était associées a des fonctions ACE inhibitor et antioxydantes
(54 séquences en tout) et moins a des fonctions anti-inflammatoires et DPP |V inhibitor (9 séquences en
tout). Pour l'instant, ces résultats restent discutables car la recherche exacte de peptides bioactifs a été
réalisée a partir d'une sélection de peptides appartenant a des fonctions d’intérét (fonctions anti-
thrombotiques, immunomodulantes, immunostimulantes, anti-inflammatoires, antifongiques,
antibactériennes et antioxydantes). Le peu de peptides bioactifs identifiés dans I'extrait de levure
semble donc étre associé a la méthode utilisée ainsi qu’a I'occurrence de certaines fonctions dans la
liste, et ne reflete donc pas la diversité potentielle des peptides bioactifs de I'extrait de levure et de
leurs activités. De plus, les séquences initialement identifiées n’étaient pas toutes propres a la souche
Saccharomyces cerevisiae mais étaient aussi issus d’autres organismes. Ces résultats préliminaires
montrent toutefois que I'extrait de levure utilisé dans le cadre de la thése comporte des peptides
potentiellement bioactifs. La question de savoir si ces peptides bioactifs ont stimulé la production
d’'immunoglobuline plasmatique reste en suspens car nous n’avons pas assez d’éléments pour appuyer
cette hypothése. Ces résultats préliminaires ouvrent des perspectives quant a la recherche des peptides
bioactifs dans I'extrait de levure. Dans le futur, Phileo by Lesaffre réalisera une recherche « non exacte »
de séquences en s’appuyant sur deux bases données, BIOPEP (lwaniak et al.,, 2016) et PEP Lab

(http://www.pep-lab.info/browse), et en se focalisant spécifiquement sur la souche Saccharomyces

cerevisige. Cette analyse nécessitera une extraction de jeux de données conséquents ainsi qu’une
analyse bio-statistique, qui permettront potentiellement d’attribuer des activités biologiques aux

peptides de I'extrait de levure et d’expliquer les phénotypes observés.
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Figure 27 Activité de la peroxydase et niveaux d'immunoglobulines M (IgM) dans le plasma sanguin

des truites arc-en-ciel a la fin de I'essai de croissance.

b. L'extrait de levure module I'expression de transcrits impliqués dans les

fonctions immunitaires et la réponse au stress

L'intérét de la transcriptomique en nutrition aquacole

La génomique est un outil puissant dans l'interprétation des phénomenes biologiques et permet
de répondre a une large diversité de problématiques de recherche. En aquaculture, les études
génomiques permettent d’apporter des éléments clés quant a l'identification de l'influence de la
nutrition sur la physiologie, le métabolisme et I'immunité des poissons d’élevage (Martin and Krél,
2017b; Porter et al., 2022). La génomique rassemble des techniques ayant évoluées grace aux avancées
technologiques mais également grace aux séquencgages de génomes complets d’espéces aquacoles a
haute valeur économique telles que le saumon (Lien et al., 2016), la truite arc-en-ciel (Berthelot et al.,
2014), la morue de I'Atlantique (Gadus morhua) (Star et al., 2011), la carpe commune (Xu et al., 2014),
le bar Européen (Tine et al., 2014), le tilapia du Nil (Brawand et al., 2014) ou encore la barbue de riviére

(Liu et al., 2016).

Les principales techniques omiques utilisées en aquaculture sont les puces a ADN
(« microarray » en anglais) et le séquencage a haut débit (RNA-seq), qui permettent I’analyse simultanée
de centaines voire de milliers de transcrits. Le microarray a été initialement utilisé chez les poissons a
partir des années 1990. Il permet de mesurer I'expression de génes spécifiques et se base sur une

technique d’hybridation. Cette technique reste néanmoins limitante dans le cadre de I'identification de
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genes dupliqués et présente souvent de fortes variabilités lorsque les genes sont faiblement exprimés.
A linverse, la technologie RNA-seq est une approche sans apriori puisqu’elle séquence I'intégralité du
transcriptome et ne nécessite pas la sélection préalable de génes cibles. Cette technique est néanmoins
couteuse et nécessite des installations et des ressources informatiques puissantes (Martin and Krdl,

2017b).

Afin d’identifier les mécanismes sous-jacents aux phénotypes observés, le séquencage a haut
débit nous paraissait donc étre un outil pertinent puisque cette technique ne nous limitait pas a un
« parti pris » sur le choix de voies cibles a explorer. L’analyse transcriptomique a été réalisée sur le foie
et Iintestin distal, deux tissus que nous considérions stratégiques pour I'étude des effets des levures
sur la nutrition et la santé de la truite. En plus de séquencer les ARNs des deux tissus, nous avons
également fait le choix de séquencer les microARNs. Les microARNs sont de petits ARNs non codants
(19 a 25 nucléotides) qui répriment I'expression d’'un gene en se fixant sur un ARN messager cible,
conduisant a l'inhibition de sa traduction (appariement imparfait) ou a sa dégradation (appariement
parfait). Chez les poissons, les microARNs sont impliqués dans la plupart des fonctions biologiques
(développement embryonnaire, osmorégulation, différentiation des cellules, régulation de Ia
croissance, immunité ...) et agissent au niveau post-transcriptionnel (Bizuayehu and Babiak, 2014; Rasal

et al, 2016).

La réponse transcriptomique de deux tissus clés impliqués dans la physiologie

nutritionnelle et I'immunité

Nos analyses transcriptomiques ont mis en évidence trés peu de genes différentiellement
exprimés entre les régimes dans les tissus considérés : 14 transcrits dans le foie et 28 dans l'intestin
distal (Figure 28, p. 216). D'autres analyses transcriptomiques conduites au laboratoire avaient déja mis
en évidence un impact modéré des régimes a base de plantes sur I'expression des génes du foie et de
I'intestin. La comparaison d’un régime avec farine et huile de poissons et d’un régime strictement
végétal avait conduit a I'identification d’environ 140 génes différentiellement exprimés dans I'intestin
et d’une cinquantaine dans le foie (Lazzarotto et al., 2018). Ces analyses par microarray avaient été
conduites sur des poissons beaucoup plus petits (environ 10 g). De méme, chez des truites plus grandes
(environ 1 kg), le remplacement de la farine de poissons par des protéines végétales s’était accompagné
d’une régulation de I'expression de seulement 75 génes dans le foie (Panserat et al., 2008). En
comparaison, le confinement et la manipulation affecte I'expression de plus de 300 genes dans le foie

de la truite arc-en-ciel (Liu et al., 2014). Chez le saumon, les effets des protéines végétales peuvent étre
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beaucoup plus importants que chez la truite. En effet, une étude relative au remplacement partiel (50
%) de la farine de poissons par des protéines végétales chez le saumon Atlantique indique une
modification de I'expression de plus de 1200 genes dans I'intestin et 220 génes dans le foie (Tacchi et
al., 2011). La plus forte sensibilité de cette espéce aux protéine végétales et en particulier au soja
pourrait expliquer cette différence avec la truite (Refstie et al., 2000). En effet, parmi les génes identifiés
comme différentiellement exprimés dans I'intestin de saumon, de nombreux présentaient un lien avec

le développement de I'entérite.

Au niveau hépatique, la plupart des genes qui étaient différentiellement exprimés étaient
associés au groupe nourri avec le régime PAP. L'étude démontre que la supplémentation en extrait de
levure dans I'aliment a restauré un profil transcriptomique similaire a celui du groupe CTL, car aucun
gene n’était différentiellement exprimé entre les poissons nourris avec I'aliment PAP+YE et ceux nourris
avec le régime CTL (Figure 28A, p. 216). Ces résultats semblent étre cohérents avec I'amélioration de la
croissance observée chez les truites nourries avec le régime PAP+YE. Dans le foie, I'assignement des
transcrits a leurs fonctions putatives a permis de mettre en évidence que tres peu de transcrits étaient
impligués dans les fonctions métaboliques. En effet, seul I'expression du transcrit znt1, impliqué dans
le transport du zinc, était modulé en réponse au régime PAP+YE comparé au groupe PAP. Bien qu’une
amélioration du gain et de la rétention protéique ait été observée chez les poissons nourris avec le
régime supplémenté en extrait de levure, 'analyse des transcrits semblent confirmer que la restauration
de la croissance n’était pas nécessairement associée a une modulation des fonctions métaboliques, du
moins au niveau hépatique, car des modifications du métabolisme musculaire ne sont pas a exclure.
Toutefois, il est important de garder a I’esprit que I'analyse du transcriptome a été réalisée sur des tissus
prélevés 24 heures apres le dernier repas. Ces résultats ne sont donc pas représentatifs des effets
postprandiaux qui auraient pu étre observés 6 heures apres le dernier repas, en particulier au niveau

du métabolisme.

Il est tout de méme intéressant de noter que 9 des 14 genes différentiellement exprimés au
niveau hépatique étaient associés a des fonctions immunitaires et inflammatoires (hpx, prg4,
csgalnact2, a2m, foxa2 et c3-3), de protection cellulaire (por et miox) et de coagulation (serpinal10). De
plus, I'ensemble de ces génes était induit chez les poissons nourris avec le régime PAP comparé au
groupe CTL. Ces résultats suggerent qu’'un régime a base de protéines végétales et de coproduits
d’origine animale est susceptible d’induire une réponse immunitaire et inflammatoire méme modérée

au niveau transcriptionnel dans le foie.

Sur les 28 genes différentiellement exprimés dans I'intestin distal (Figure 28B, p. 216), 7 étaient

associés aux fonctions immunitaires et inflammatoires (serping1, apoa2, cd3d, mapkbpl, c150rf48, fut8
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et c3), 3 aux mécanismes de lutte contre les pathogénes (ch25h, hrh1 et mfap4), 2 a la coagulation et a
la cicatrisation (fbg et cd9) et 2 au stress du réticulum endoplasmique (selenos et leg1). Les fonctions
immunitaires, inflammatoires et antipathogénes étaient particulierement modulées dans I'intestin des
poissons nourris avec le régime supplémenté en extrait de levure, suggérant que le produit a
particulierement ciblé ces fonctions au niveau de la muqueuse intestinale. La question de savoir si la
modulation de ces génes intestinaux a été bénéfique pour la santé et I'immunité des truites reste a
explorer a travers un challenge pathogéne, par exemple. Concernant les génes impliqués dans la
coagulation et la cicatrisation, les poissons nourris avec le régime PAP ont montré une régulation a la
baisse des marqueurs de coagulation fbg et cd9, pouvant suggérer une réduction des capacités de
coagulation et de cicatrisation chez ces animaux. L'ajout de 3 % d'extrait de levure semble néanmoins
avoir restauré ces capacités, comme l'indigue la surexpression intestinale de fbg chez les truites nourries
avec le régime PAP+YE. De tous les génes différentiellement exprimés, selenos était le géne présentant
les plus grosses variations d’expression en réponse aux régimes expérimentaux. Son expression était
trés prononcée dans l'intestin en réponse aux aliments PAP et PAP+YE. La sélénoprotéine S est une
protéine du réticulum endoplasmique qui participe a la réduction du stress oxydatif et du stress du
réticulum endoplasmique. La question de savoir si les régimes a base de PAP ont induit un stress oxydant
ou un stress du réticulum endoplasmique reste a étudier, car I'analyse transcriptomique n'a révélé qu’un
seul autre gene différentiellement exprimé impliqué dans cette voie, a savoir legl. Les 14 autres génes
n’ont pu étre assignés a des voies précises ou étaient associés a des fonctions métaboliques (aldh3a2,
slc39a4, sec16b, kbtbd2 et slc39a). Concernant les génes assignés de maniere putative aux fonctions
métaboliques, ceux-ci étaient plus particulierement modulés chez les truites nourris avec I'aliment
PAP+YE comparé au groupe CTL (4 génes différentiellement exprimés). Au méme titre que les fonctions
immunitaires, il est difficile de conclure quant aux effets de la supplémentation en extrait de levure sur
les fonctions métaboliques. Des études mécanistiques et des dosages de métabolites plasmatiques

pourrait éventuellement permettre d’éclaircir les résultats obtenus.

L'analyse transcriptomique des petits ARNs non codants s’est avérée décevante et ne nous a
pas permis de mieux comprendre les mécanismes a 'origine des phénotypes de croissance observés.
En effet, dans les conditions de I'étude, seulement 4 microARNs étaient modulés en réponse aux
régimes dans le foie et aucun dans l'intestin distal (Figure 29, p. 216). Le miR-217-5p était sous-exprimé
chez les poissons nourris avec le régime PAP+YE comparé au groupe PAP. Chez les mammiféres, ce
microARN est potentiellement impliqué dans la régulation des mécanismes inflammatoires (Shamran et
al., 2017). Néanmoins, un microARN peut cibler une multitude de genes et le miR-217-5p n’est pas

nécessairement impliqués dans la répression de génes inflammatoires chez la truite arc-en-ciel.
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Dans I'ensemble, les résultats obtenus suite aux séquencgages des ARNs et des microARNs
expliquent difficilement les phénotypes de croissance observés et ne permettent pas de conclure quant
aux mécanismes a |'origine des bénéfices nutritionnels de la supplémentation en extrait de levure. Les
retards de croissance observés chez les poissons nourris avec le régime PAP et I'amélioration
significative des performances avec la supplémentation en extrait de levure n’ont pu étre expliqués par
la modulation des voies mises en évidence dans les analyses transcriptomiques. De plus, le peu de génes
et de microARNs différentiellement exprimés semblent principalement étre associés a I’échantillonnage
qui a été réalisé 24 heures apres le dernier repas. Le faible nombre de transcrits mis en évidence souléve
également la question du choix des tissus a analyser dans ce type d’étude. Nous restons convaincus que
le choix du foie et de I'intestin était pertinent dans le cadre de cette these puisque le foie représente le
principal carrefour métabolique, et I'intestin est a la fois impliqué dans la digestion et I'assimilation des
nutriments mais aussi dans les réponses immunitaires et inflammatoires. Néanmoins, il aurait peut-étre
été judicieux de considérer d’autres tissus notamment le muscle pour mieux comprendre les
phénotypes de croissance, mais aussi les tissus lymphoides tels que le rein, la rate ou encore le thymus
dansla mesure ou la plupart des genes différentiellement exprimés dans le foie et I'intestin présentaient
un lien avec I'immunité ou la réponse inflammatoire. Leur analyse aurait potentiellement pu apporter
des éléments complémentaires quant aux effets immunostimulants de la supplémentation en extrait de
levure dans I'aliment. De plus, bien qu’un faible nombre de peptides potentiellement bioactifs ait été
identifié, nous avons quand méme mis en évidence quelques séquences dont les fonctions seraient anti-
inflammatoires. Ainsi, les analyses futures conduites par Phileo by Lesaffre nous apporteront d’autres
éléments d’explication concernant la modulation spécifique des genes mis en évidence et associés aux

fonctions immunitaires et inflammatoires.
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A) FOIE B) INTESTIN DISTAL
14 génes 28 genes

PAP vs CTL PAP+YE vs CTL PAP vs CTL PAP+YE vs CTL

PAP+YE vs PAP PAP+YE vs PAP

Figure 28 Diagrammes de Venn résumant les genes différentiellement exprimés dans le foie (A) et

dans l'intestin distal (B) suite au séquencage.

FOIE
4 microARNs

PAP vs CTL PAP+YE vs CTL

PAP+YE vs PAP

Figure 29 Diagramme de Venn résumant les microARNs différentiellement exprimés dans le foie suite
au séguencage.
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PARTIE 2

Les effets observés a long-terme résultent-ils d'une
réponse précoce des fruites aux aliments expérimentaux ?

Les performances des nouveaux aliments ou les avantages des additifs alimentaires sont
souvent examinés sur le long terme afin d'évaluer les effets sur la croissance sans nécessairement
analyser les réponses physiologiques précoces des poissons. Suite aux résultats obtenus dans I'essai de
croissance, I’hypothése qu’une réponse précoce des truites aux aliments expérimentaux pouvait étre a
I'origine des phénotypes observés a long terme a été proposée. Les effets précoces d'une
supplémentation en extrait de levure ont donc été évalués sur des truites naives aux aliments

expérimentaux au cours d’une cinétique de 8 jours.

1. Lesréponses de long terme ne résultent pas d'une réponse précoce aux

aliments expérimentaux

Chez les salmonidés et particulierement chez le saumon Atlantique, les effets de I'aliment
peuvent étre observés tres précocement. L’hypothése du deuxieme axe de la thése s’est donc construite
autour d’une étude de Sahlmann et al. conduite sur le saumon Atlantique (Sahlmann et al., 2013). Dans
cette étude, un régime a base de farine de soja a impacté la structure de l'intestin et la régulation de
genes impliqués dans I'immunité, la détoxification, la réparation cellulaire et le métabolisme, dés les
premiers jours d’alimentation. Dans notre expérience, les réponses précoces aux aliments ont été
déterminées a travers la quantification des marqueurs plasmatiques immunitaires et de I’évaluation de
la structure de l'intestin. Nous avons également mesuré |'expression de genes impliqués dans les
fonctions immunitaires et inflammatoires, la structure de l'intestin, la coagulation et la réponse au
stress. Certains de ces genes correspondaient a ceux que nous avions mis en évidence par le séquencage

a haut débit comme différentiellement exprimés dans I'essai de croissance.

Contrairement a ce qui a été observé chez les saumons, les régimes expérimentaux testés sur la
truite arc-en-ciel n’ont pas présenté d’effets précoces sur la réponse immunitaire systémique ni la
structure de I'intestin (Figure 30, p. 222). Les génes dont I'expression avait été modifiée a long terme
ainsi que les genes cibles sélectionnés pour leur implication dans les réponses immunitaires et

inflammatoires, et la structure intestinale, n’étaient pas non plus différentiellement exprimés en
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réponse aux aliments a court terme. L'absence d’effets précoces pourrait étre expliquée par la
différence de sensibilité entre la truite arc-en-ciel et le saumon Atlantique, ce dernier étant plus sensible
aux régimes sans farine de poissons. Dans ce cas, les résultats obtenus chez la truite suggerent que les
effets constatés a long terme sont de nature chronique plutot qu'aigue, ce qui suggere une adaptation
de long terme plutét qu’'une réaction précoce aux nouveaux aliments. Ainsi, la diminution des
performances de croissance associée au régime PAP, |'amélioration de ce régime avec |'ajout d'extrait
de levure et les changements dans le profil transcriptomique hépatique et intestinal n'étaient pas liés a

une réaction précoce des poissons, mais davantage a une adaptation a long terme.

2. La physiologie intestinale et hépatique est davantage influencée par le

jeUne de courte durée ayant précédé la réalimentation

En revanche, lors de cet essai de court terme, nous avons constaté que le jeline de courte durée
suivi d’une réalimentation avait un impact significatif sur la structure de la muqueuse intestinale ainsi
que sur l’expression de geénes cibles au niveau hépatique et intestinal dont certains avaient été identifiés

comme différentiellement exprimés a long terme, grace au séquencgage haut débit.

En effet, le passage de la période de jeline a une réalimentation a entrainé une augmentation
significative de la surface des villosités intestinales, une augmentation de I'expression du gene codant
pour le marqueur de prolifération cellulaire pcna ainsi qu’une diminution significative de la densité de
cellules a mucus dans la partie proximale de lintestin. Ces résultats sont en accord avec les
changements structuraux observés au niveau intestinal chez d’autres especes de poissons en réponse
a une période de jeline. En fonction de la durée du jeline, ces changements peuvent en effet se traduire
par une atrophie du tube digestif, une diminution de la longueur et de la masse de I'intestin (Hall and
Bellwood, 1995; Zhou et al., 2022), ainsi que d’une diminution de la surface (Rios et al., 2004) de la
muqueuse et de la densité des cellules a mucus (Khojasteh, 2012; Zeng et al., 2012). Le jelne est
également susceptible de moduler I'expression de genes impliqués dans I'adhésion des entérocytes et
par conséquent entrainer une perte de contact entre les cellules intestinales, susceptible de favoriser
I'entrée de pathogénes. Dans notre étude, deux protéines de jonctions serrées étaient sous-exprimées
en réponse au jeline et leurs niveaux d’expression peinaient a raugmenter en fonction de la partie de
I'intestin considérée. Ceci suggére que les truites arc-en-ciel peuvent étre sensibles a I'entrée d’un

pathogéne les jours suivants la réalimentation.
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Bien gu’aucune preuve évidente d’inflammation systémique ou tissulaire n’ait été observée, le
jeline suivi d’une réalimentation s’est traduit par une modulation de I'expression de certains génes
impliqués dans les fonctions inflammatoires, immunitaires, de réponse aux pathogenes, de stress
cellulaire et de coagulation. Dans le foie, les expressions des génes codant pour la molécule C3 du
complément, la protéine de phase aiglie a-2-macroglobuline et la protéine PRG4 impliquée dans la
stimulation des macrophages chez le rat (Laskin et al., 1991), étaient effectivement modulées en
réponse au jeline suivi d’'une réalimentation. Néanmoins, dans l'intestin, la plupart des genes mesurés
et associés aux fonctions immunitaires et inflammatoires n’étaient pas exprimés ou trop faiblement
exprimés pour étre exploités. Nous avons cependant enregistré une expression élevée de ch25h en lien
avec le jeline dans 'intestin distal. Ce géne code pour une protéine qui participe a la production de 25
hydroxy-cholestérol, une molécule impliquée dans les pathologies virales et dont les effets peuvent étre
a la fois proinflammatoires et anti-inflammatoires (Zhao et al., 2020). La surexpression de ce géne apres
4 jours de jeline, ne semble pas liée a la mise en place d’une réponse inflammatoire comme le
confirment les analyses histologiques et I'absence d’induction par le jeline de I'expression des cytokines
il-16 et il-6. En revanche, le je(ine s’accompagne d’une sous-expression d’il-18 dans I'intestin distal ce
qui laisserait supposer un effet anti-inflammatoire lié a la surexpression du gene ch25h dans ce tissu. En
effet, des études démontrent que le 25 hydroxy-cholestérol inhiberait la production d’il-16 et I'activité
de lI'inflammasome (Reboldi et al., 2014; Simon, 2014). Un je(ine de courte durée pourrait donc sur
certains aspects, limiter les réactions inflammatoires, d’ou sa pratique courante en élevage en cas
d’épisode infectieux. Bien que cd9 ait été influencé par le jeline, les expressions de la serpinal0 et de
fbg étaient trop faibles pour étre analysées, suggérant une influence modérée du jeline sur les fonctions

de coagulation.

Le jeline de courte durée pourrait en revanche avoir des effets négatifs sur les capacités de
protection des poissons contre le stress cellulaire et en particulier le stress du réticulum endoplasmique.
En effet, la sélénoprotéine S qui participe a I'élimination des protéines défectueuses du réticulum
endoplasmique (RE) et dont I'expression était fortement régulée par les régimes alimentaires dans
I'essai de croissance, a aussi été influencée par le passage du jelne a la réalimentation. En effet, son
expression est fortement réprimée chez les poissons a jeun, ce qui suggere l'initiation d’un stress du
réticulum endoplasmique par le jeline de courte durée ou la perte des capacités de lutte contre ce
stress. La surexpression du géne miox chez les poissons a jeun renforce cette hypothése. Il a été
démontré qu’une surexpression de ce gene favorise la production de ROS et par conséquent le stress

oxydant et le stress du réticulum endoplasmique (Tominaga et al., 2019).
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De maniere générale, ces résultats indiquent que l‘application d’un jelne court a des
conséqguences sur la régulation de genes impliqués dans les fonctions immunitaires, inflammatoires,
antipathogenes, de réponses au stress cellulaire et de coagulation. De plus, la réalimentation semble
rétablir ces mécanismes de fagcon plus ou moins rapide. Ceci est globalement en accord avec d’autres
études méme si la plupart d’entre elles reposaient sur un jeline de plusieurs semaines donc plus long,

et affectaient plus drastiquement les fonctions étudiées dans le cadre de notre étude.

Chez les poissons, les périodes de jeline influencent également les parametres plasmatiques de
immunité. Dans le cadre de cette thése, nous n’avons pas mis en évidence d’impact du jelne sur
I'activité du lysozyme, de 'antiprotéase, de la peroxydase et de la voie alternative du complément au
niveau plasmatique. Les effets du jeline sur la réponse immunitaire plasmatique varient en fonction de
la durée de la privation alimentaire, du marqueur considéré et de I'espéce étudiée. Dans notre essai,
I'absence d’effet sur les marqueurs immunitaires plasmatiques en réponse a la période de jeline suggere
que la durée de la privation alimentaire était potentiellement trop courte pour induire une réponse
immunitaire sérique chez la truite arc-en-ciel. Ces résultats sont rassurants quant a I'application de
période courte de jeine dans un contexte d’élevage. En accord avec I'impact modéré du jeline sur
I'expression de genes impliqués dans I'immunité et I'inflammation, nos résultats laissent a penser que
I'application d’un jeline court de 4 jours n’est pas susceptible d’altérer les défenses immunitaires
plasmatiques chez la truite arc-en-ciel. Au-dela, les fonctions immunitaires plasmatiques pourraient
néanmoins étre séverement altérées comme généralement observé chez la plupart des especes
aquacoles qui présentent une répression des fonctions immunitaires plasmatiques a partir de quelques

jours de privation alimentaire (Eslamloo et al., 2017; Liet al., 2019). En élevage, le jeine est couramment

appliqué pour prévenir les pathologies et permet d’améliorer la survie des poissons. Dans ce contexte,
il est doncimportant de veiller a ne pas appliquer de périodes de jeline trop longues pour ne pas induire
d’'immunosuppression. A l'inverse, il est judicieux d’appliquer un je(ine si les poissons subissent une
attaque pathogéne. En effet, la privation alimentaire permet d’une part, de réorienter I'énergie utilisée
dans la digestion au profit des fonctions immunitaires et d’autre part, de limiter la disponibilité en

nutriments nécessaire a la croissance et a la survie des pathogenes.

Globalement, les résultats obtenus au cours de cette expérience de court terme montrent que
le jeline, méme de courte durée, a des conséquences importantes sur la physiologie hépatique et
intestinale de la truite (Figure 30, p. 222). En termes de réponse transcriptomique, ces effets restent
variables et concernent aussi bien les fonctions inflammatoires, structurelles, antioxydantes que la
réponse au stress du réticulum endoplasmique. En termes de conséquences sur la structure de la

muqueuse intestinale, 'augmentation de la taille des villosités suite a la réalimentation semble étre
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bénéfique pour la réabsorption des nutriments mais la réponse tardive des protéines de jonctions

serrées en réponse a la réalimentation peut sensibiliser les truites a I’'entrée de pathogenes.

221



MISE A JEUN
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Figure 30 Résumé schématique des conséquences d'un jeline court suivi d'une réalimentation.
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PARTIE 3

Conclusion générale et perspectives

Cette thése a permis de montrer que la supplémentation en extrait de levure améliorait la valeur
nutritionnelle et I'efficacité d’un régime sans farine de poissons composé de protéines végétales et de
coproduits animaux. D’un point de vue zootechnique, 'amélioration des performances de croissance
observée chez les truites nourries avec le régime PAP+YE n’a pu étre corrélée avec la digestibilité et la
consommation des aliments expérimentaux mais pourrait étre liée a I'efficacité alimentaire et
I"utilisation métabolique des nutriments, en particulier des protéines. En effet, les bénéfices de la
supplémentation en extrait de levure sur la croissance sont associés a une augmentation de la surface
d’absorption des nutriments au niveau intestinal traduite par une augmentation de la taille des villosités,
mais également a une amélioration de |'utilisation de la fraction protéique de I'aliment se traduisant par

un gain et une rétention protéiques plus élevés par rapport aux truites nourries avec le régime PAP.

Les mécanismes moléculaires a |'origine de ces phénotypes ont été recherchés dans deux tissus clés

de la physiologie de la nutrition, I'intestin et le foie.

% Sur la base des résultats obtenus dans le cadre de cette these, il aurait été pertinent d’inclure
le muscle dans notre étude pour mieux comprendre |'origine des variations de rétention

protéique entre les régimes expérimentaux.

L’essai de long terme a également permis de mettre en évidence que la supplémentation en extrait
de levure modulait I'immunité adaptative au niveau sérique ainsi que |'expression de genes impliqués
dans les fonctions immunitaires et inflammatoires, les mécanismes de protection cellulaire, les défenses
contre les pathogénes ainsi que les fonctions de coagulation et de cicatrisation. Dans I'ensemble, ces
réponses n‘ont pu expliquer la baisse de croissance observée chez les truites nourries avec le régime
PAP ni I"'amélioration des performances lors de I'ajout de 3 % de I'extrait de levure dans le régime a base
de protéines végétales et de coproduits animaux. Toutefois, il semble que cette supplémentation ait un
effet bénéfique sur la robustesse de la truite, ce qui pourrait in fine favoriser la croissance. Cependant,

il reste a prouver I'hypothése d’un effet positif de I’extrait de levure sur la robustesse de la truite.
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«»* Pour cela, il serait pertinent de mettre en place un challenge pathogéne a I'issue d’une période
d’alimentation, afin de mesurer I'impact des régimes et de la supplémentation en extrait de
levure sur la survie de la truite mais également sur la réponse immunitaire. Le challenge
infectieux pourrait étre bactérien ou viral. Flavobacterium psychrophilum, une bactérie
pathogéne pour les salmonidés et responsable de la flavobactériose d’eau froide, s’affiche
comme un excellent candidat pour une infection bactérienne. En effet, chez la truite arc-en-
ciel, cette bactérie provoque une septicémie hémorragique chez les alevins et peut conduire a
des taux de mortalités allant jusqu’a 70 % ainsi que des pertes économiques considérables pour
un éleveur. Pour 'infection virale, nous pourrions choisir le virus de la septicémie hémorragique
virale SHV (ou VHS en anglais, pour « Viral Hemorrhagic Septicemia ») qui représente une autre
cause majeure de la mortalité de la truite arc-en-ciel dans les élevages. Ces infections seraient
réalisables au sein de I'lERP, I'unité expérimentale d’Infectiologie Expérimentale des Rongeurs

et des Poissons d’INRAE a Jouy en Josas.

Initialement, la supplémentation en extrait de levure de 3 % a été choisie car cette dose avait
déja été montrée bénéfique pour les performances de croissance, la digestibilité et la santé de crevettes
dans un essai conduit par Phileo by Lesaffre. En nutrition aquacole, il est conseillé d’introduire les
additifs fonctionnels en de petites quantités (< 10 % de I'aliment en fonction du produit) pour éviter de
surstimuler les fonctions immunitaires et de réprimer la croissance des animaux. L'utilisation de petites
guantités d’additifs fonctionnels est également liée au caractere onéreux de ces produits. Dans le cadre
de la mise en place d’aliments alternatifs en aquaculture, il est donc primordial de considérer I'aspect
économique des nouveaux régimes puisque ces parameétres concernent directement les éleveurs. En
2020, le prix des matieres premieres et de 'extrait de levure utilisés dans la formulation des aliments
expérimentaux permettait de produire un aliment dont le co(t de production ne dépassait pas celui
d’un aliment de type commercial (0,85 €/kg d’aliment pour le régime CTL et PAP+YE). Toutefois,
I’aliment PAP+YE ne permettait pas d’atteindre les performances observées pour le régime classique a

base de farines et d’huile de poisson.

«»+» Dans le cadre de I'utilisation de I'aliment PAP+YE par une entreprise aquacole, il aurait donc
également été intéressant d’interroger les pisciculteurs quant a la faisabilité d’utiliser un aliment
composé de coproduits animaux en termes d’acceptabilité par le consommateur. En effet,
I'acceptabilité sociale est également a prendre en compte puisque I'utilisation de coproduits

d’origine animale est aujourd’hui encore controversée en Europe.
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*» Sachant que les régimes a base de nouveaux ingrédients peuvent affecter la qualité
nutritionnelle et gustative de la chair des poissons (Brinker and Reiter, 2011; De Francesco et
al.,, 2007; Valente et al.,, 2016), il aurait été également intéressant de réaliser une étude
sensorielle sur les truites nourries avec I'aliment PAP+YE.

< |l aurait aussi été pertinent d’interroger les pisciculteurs quant a la viabilité économique de
I"utilisation de ce type d’aliment, puisque les différences de croissance obtenues reposent sur

des analyses statistiques et ne refletent pas nécessairement la réalité industrielle.

Si les levures sont utilisées en tant qu’additifs fonctionnels pour stimuler la robustesse de la truite,
alors une alimentation précoce de courte durée pourrait étre suffisante. La supplémentation
alimentaire en extrait de levure aurait alors un impact économique moindre. L'idée sous-jacente a cette
alimentation précoce est de stimuler les défenses immunitaires innées de la truite et plus précisément
I'immunité entrainée. Il s’agit d’un mécanisme physiologique qui permet au systeme immunitaire inné,
a la suite d’'une premiere stimulation, de développer une réponse accrue, plus rapide et potentiellement
plus efficace lors d’une infection pathogéne ultérieure. A la différence de I'immunité adaptative, dont
la mémoire repose sur la reconnaissance d’antigenes par des anticorps spécifiques, I'immunité
entrainée s’appuie sur une augmentation des capacités des cellules immunitaires innées comme les
macrophages et les cellules NK (pour Natural Killer en anglais). Cette augmentation des capacités
immunitaires repose sur une reprogrammation épigénétique associée a des modifications métaboliques
(méthylation de I’ADN). L'immunité entrainée peut étre induite par différents stimulus : des B-glucanes,
des lipopolysaccharides (LPS) ou des vaccins (Netea et al.,, 2020). De par leur richesse en
polysaccharides, les levures s’affichent comme des candidats prometteurs pour induire I'immunité
entrainée par voie alimentaire (Cortes-Perez et al., 2021). L'immunité entrainée est moins étudiée chez
les poissons que chez les mammiferes mais des études suggerent son existence chez les poissons, dont

la carpe (Petit et al., 2019).

+ Dans ce contexte, il serait donc intéressant d’explorer la possibilité d’induire une immunité
entrainée chez les alevins de truite par programmation précoce lors des premiers repas. Une telle
pratique pourrait améliorer sa robustesse et sa résistance aux agents pathogenes comme cela a
déja été montré avec 'administration de B-glucanes chez les larves de poissons (Zhang et al,,

2019).

X3

%

Un aliment supplémenté en extrait de levure pourrait aussi étre utilisé ponctuellement au cours du
cycle de production de la truite afin de stimuler le systéme immunitaire en prévision ou au cours

d’épizooties (Petit et al., 2007).
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Ces travaux de thése ont également confirmé que les effets observés a long terme n’étaient pas liés
a une réponse précoce des truites aux aliments expérimentaux, mais plutét a une adaptation de long
terme. Bien qu’un faible nombre de séquences bioactives ait été identifié dans I'extrait de levure, nous
ne pouvons aujourd’hui pas exclure les potentiels implications des peptides contenus dans le produit
sur les phénotypes observés. La méthode d’identification des peptides bioactifs mise en place n’était
pas totalement développée mais les résultats obtenus nous ont permis d’affiner les techniques de
recherche qui seront appliquées par Phileo by Lesaffre dans I'extrait de levure utilisé dans le cadre de

cette theése, mais également sur d’autres produits commercialisés par I'entreprise.

/7

+» Une fois que les peptides bioactifs seront identifiés, nous pourrions envisager de les extraire de
I'extrait de levure ou de les synthétiser, puis tester certains d’entre eux en culture cellulaire sur

la lignée d’entérocytes RTGUT-GC et évaluer leurs effets sur la prolifération cellulaire.

7
0.0

Nous pourrions également incorporer ces peptides dans des aliments expérimentaux et tester
leurs effets sur la croissance de truites au cours d’un essai in vivo. Au terme de cet essai, il serait
pertinent d’estimer les effets des peptides sur la myogenése par le biais de techniques
histologiques, par exemple, ou encore d’évaluer les effets des peptides sur la réponse

transcriptomique du muscle.

La cinétique de court terme a montré que le jeline n’était pas sans conséquences sur la physiologie
intestinale et hépatique alors qu’il est régulierement pratiqué en élevage en prévision d'une
manipulation, d’un transport ou d’un traitement médicamenteux. Les résultats que nous avons obtenus
laissent entrevoir des effets tres variables, a la fois bénéfiques ou préjudiciables, d’un jeline de courte

durée chez la truite arc-en-ciel.

@

< Une exploration plus approfondie de ce type de jeline court sur la physiologie de la truite, les
performances de production mais aussi le comportement, serait pertinente dans un contexte
d’élevage de plus en plus fluctuant et stressant.

< Cette étude de court-terme ouvre aussi des perspectives sur |'utilité d’identifier les

mécanismes physiologiques régulés par la privation alimentaire chez la truite arc-en-ciel. A

I'issue d’une période de jeline plus ou moins longue, il serait par exemple pertinent de

réaliser un séquengage des ARNs de tissus impliqués dans les réponses immunitaires dans

I'optique de mettre en en évidence d’autres voies potentiellement influencées par le jeline.
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Résumé : La levure, un ingrédient durable pour améliorer I'efficacité des régimes a base de nouveaux
ingrédients chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss)

Depuis la fin des années 1990, I'aquaculture a bénéficié d’'une expansion remarquable au point de
dépasser la production des péches de capture en 2012. Cette progression a permis de réduire la
pression exercée sur les populations naturelles et d’élever le secteur au statut de contributeur majeur
a la sécurité alimentaire mondiale. Les huiles et les farines de poissons sont traditionnellement utilisées
pour la production d’aliments aquacoles mais leur disponibilité limitée ne permet plus de répondre a la
demande du secteur. Chez les salmonidés, les aliments ont fortement évolué. Les ingrédients marins
ont été en grande partie remplacés par des matiéres premieres végétales mais aussi par des coproduits
industriels d’animaux terrestres. Néanmoins, remplacer intégralement les ingrédients marins par des
ingrédients alternatifs reste problématique car cela diminue la croissance, altére la qualité des produits
et fragilise la santé des poissons. L'utilisation d’ingrédients fonctionnels tels que les levures pourrait
donc étre pertinente pour améliorer I'efficience des nouveaux aliments. Ainsi, le principal objectif de
cette these était d’évaluer les bénéfices d’une supplémentation en extrait de levure dans un régime
alimentaire de truite arc-en-ciel qui ne contenait pas de farines de poissons mais des protéines végétales
et des coproduits animaux. Les bénéfices de la supplémentation en levure ont d’abord été évalués a
long terme sur 12 semaines d’alimentation. Les résultats indiquent que la substitution de la farine de
poissons par des ingrédients alternatifs a un impact négatif sur la croissance des truites. Cependant, une
supplémentation en extrait de levure permet de compenser cet effet et d’améliorer la croissance.
L’analyse de parametres immunitaires plasmatiques et I’étude histologique de I'intestin indiquent qu’il
n’y a pas de réaction inflammatoire aiglie en réponse aux aliments, qu’ils soient supplémentés ou non
en extrait de levure. Nous avons cherché a identifier les mécanismes moléculaires pouvant étre a
I'origine des différences de croissance observées. Pour cela, un séquencage des ARNs et des microARNs
a été réalisé sur deux tissus clés, le foie et I'intestin. Ces analyses transcriptomiques ont révélé que les
régimes alternatifs, supplémentés ou non en extrait de levure, influencent I'expression de génes
impliqués dans les fonctions immunitaires et inflammatoires, dans la lutte contre les pathogénes et dans
la coagulation. Les deux tissus présentent en revanche trés peu de microARNs différentiellement
exprimés ce qui n’a pas permis d’établir de lien entre les microARNs et les mécanismes sous-jacents aux
phénotypes observés. Les performances et effets des ingrédients alternatifs sont généralement
examinés sur le long terme sans nécessairement prendre en compte les réponses précoces des
poissons. Par conséquent, les effets a court terme ont été évalués dans une seconde expérimentation
ciblée sur les premiers repas mais qui n’a mis en évidence aucune répercussion précoce des aliments
sur les défenses immunitaires et la structure de l'intestin. En revanche, le jeline de courte durée
appliqué avant le premier repas a modifié significativement I'expression de genes impliqués dans les
défenses immunitaires, la fonction de coagulation et la réponse au stress du réticulum endoplasmique.
Par conséquent, les effets a long terme des régimes alimentaires de cette these, sur la structure de
I'intestin et les transcriptomes hépatique et intestinal, ne semblent pas liés a une réaction précoce des
poissons, mais plutdt a une adaptation a long terme. En conclusion, I'ajout de levure dans les nouveaux
aliments aquacoles pourrait améliorer la robustesse de la truite arc-en-ciel et in fine sa croissance. Ces
résultats confirment I'intérét porté aux levures en alimentation aquacole mais soulevent également des
guestions sur la pratique du jelne de courte durée en élevage qui n’est pas sans conséquences
physiologiques pour les poissons.
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Abstract : Yeast as a sustainable ingredient to improve new diets in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)

Since the late 1990s, aquaculture has enjoyed a remarkable expansion, surpassing capture fisheries
production in 2012. This progress has reduced pressure on natural populations and elevated the sector
to the status of key contributor to global food security. Fish oil and fishmeal have traditionally been used
for aguafeeds manufacturing, but their limited availability can no longer meet the sector's demand. In
salmonids, feed composition have undergone significant changes. Marine ingredients have largely been
replaced by plant-based raw materials but also industrial by-products from terrestrial animals. However,
complete replacement of marine ingredients by alternative ones remains problematic as it decreases
growth, compromises product quality and weakens fish health. The use of functional ingredients such
as yeast may be relevant to improve the efficiency of new aquafeeds. Thus, the main objective of this
PhD was to evaluate the benefits of a yeast extract supplementation in a rainbow trout diet that did not
contain fishmeal but plant proteins and animal by-products. The benefits of yeast supplementation
were first evaluated over a 12-week long-term feeding trial. The results indicate that substituting
fishmeal with alternative ingredients has a negative impact on fish growth. However, yeast extract
supplementation helps compensate this negative effect and improved growth. Analysis of plasma
immune parameters and histological study of the gut indicate that there is no acute inflammatory
response to feeds, whether supplemented with yeast extract or not. We sought to identify the
molecular mechanisms that may underlie the observed differences in growth. For this purpose, RNA
and microRNA sequencing were performed on two key nutritional tissues, the liver and the intestine.
These transcriptomic analyses revealed that alternative diets, with or without yeast extract
supplementation, influence the expression of genes involved in immune and inflammatory functions,
pathogen resistance, and coagulation. However, both tissues show very few differentially expressed
microRNAs, which did not allow establishing a link between the microRNAs and the underlying
mechanisms of the observed phenotypes. The performance and effects of alternative ingredients are
generally examined over the long term without necessarily considering the early responses of the fish.
Therefore, short-term effects were evaluated in a second experiment focusing on the first meals with
new diets but no impact of the diets on immune defenses and gut structure was observed. However,
short-term fasting applied before the first meal significantly altered the expression of genes involved in
immune defenses, coagulation functions, and the endoplasmic reticulum stress response. Therefore,
the long-term effects of the diets used in this PhD on gut structure and hepatic and intestinal
transcriptomes do not seem to be related to an early fish response but rather to long-term adaptation.
In conclusion, the addition of yeast to new aquafeeds could improve the robustness and ultimately the
growth of the rainbow trout. These results confirm the interest of using yeast in aquafeeds but also raise
guestions about the practice of short-term fasting in aquaculture, which is not without physiological
consequences for fish.
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