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P	
M)4�������������"�����)		-�/+���"�������������9������������)	
-1/+��������&�����:��������

����"������� �����:�4� ��� ���������"�� ��� ������� "���� ����/�������:�� ������ :���:� ��� ������ ����

��  :������� :�����&� 2�� ����4� ���� �������:�� ��!�����9���� ���:��� ���������� :���:��� ��� ����

��������������������������:����4��������������������"��������������������������"�:����������������

��������9������:&�2���4�������/���������'����F���*����������������������������� ��������������������

���������������:�:���������9����������������������������������&�
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?��� �  ����� � � ��  ������ ������������� ������ '������ ���� �������*4� ����� ���������  �������

����������4���  ������������� � ��!��������"�����P	
M)��������������� ������"��������������#����

�������"�����#��������������������������������"���� �������������� ������� ����'����������	�
����*&�

2����"� �������� �����"�4� �;� ���� ?)5� '���������������� ����*� ������� �������� ��������������

���������4� #������� �������������� '����������4� ������ ����� ���������� ���� ����� ������������*� ����

�������������� '�������4� ������������4� �������� ���� ������ ��O���������������*� ��!������� �����������

���������&���������� ��������� ��������� ��������4��;�����������?)5������������������������������

���������&� ��� ����� ���������  ������� ����������4� ������� ���� �������� ������� ������4� #����� ������

����������!�����#���������&�(�������4������"������ ��������� ����������������4���������������

#��"���� ����������X�������������������������������������������������������� ������������������� �

������ �����������&�?���4������� ������������ ������������������������  �������#���� �������������

����  ������� �������&� 2������� ����"��� ��� ����  ����� ����� ������ ������������ �����"�  �������

����� ��������4� ���� ��������"�� � � ����������������  ����� ������ ��������� ��"�&� ���!��� �����"��

����������$�������"��������������9�������������������������������;�����������������������9��������

� � ��"������������#��"��� �������&�(�������4� ������"���� ������ ������"� �����������4� ������"����

#��� ���� �;&� 2����"� �����"�� ��� P	
M)� ���� 9���������� � � ��������4� ������������� ���� �������

�������������"����&��

G��#������5������4�)����� ���������� ����	�
����4�2� ������"4�2�"������� ��!����4� ��������

����� ��������4� A���  ���������4� (��������� #��"��4� ���� �����������4� 8����"�4� ?)5� �������

��������&�
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)����������� ���� ��� ���������� ��������� ���������  ��� "�����  ��������&� ?������������4�

�������������������������������#�����������������������!��������������������������'A�����"�

����5����4�,60�*&�@�����������4������� ������������ ������������� ���������������� � ���������� ����

�����',1����	1L*4����������������#��������������������������������������������&�(�������4�����

��"������� "����4� #����� ������������ ��� ,1L� � � �������4� ��������� ����� ,
L� � � ������� ����� ���
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���������������� �����������'C������/)����4�,6.+*&�C�������� �����������������������������4�

�������������������������� �������������������� ���������� ��������9���������������&�������������

��O�������� ���������������������������������������������������������������� ��������������!��������

�������������"���  �����������������'�������4������ ��������� ��������4� ���!��"������� ������"*����

������������������� �����������������������9������&��

5�����"�� ��!��������"����������������������������"�4����������������������"����������

� � ����"��4� #����� ���� �� ������ ����������� ����  ���������� ����������� '(��O��4� ,60	*&� ?�����

����"��� �������� �������� �����������4�  ��������� � � �""��"����� ���� ����������� ����"�� �����"�

 ��!��� �����"�� 'C����� ���� ;�#���4� 	

,_� C����� ���� ;�#���4� 	

	*&� ��!����� ���� ������

������������������������'@������������O������4�,66+*&�(�������4� ������������������������ �����

��$�������������� ��!����������4������������� ��������������"�� �������������� �����������������

 ����� �����4� ����������� ��������������� ����� '	
-1�/+*� ���� ���������������� ����� '		-��/+*&�

2�  ������������������� �������������������������������������"��������!����4�#���������������

���� ����������� 9������4� �;4� #����� ��� ��� ���������� ���������� ��� ��!������� ��������4� ����

�����������4�#����� �� �������� ���� ��"���� � � ���������� �������� � ���� �����"�� ���� ���� ��"���� � �

����������� � � ���� ������ "������ ';������� ���� @$��4� ,606*&� @�����������4� �����"�� �����������

���������� ���� �������� 9������� ���� ��!������� ��"��������&� ?���4� ���� �  ����� � � ��  ������

������������� ������ '������ ���� �������*4� ����� ���������  ������� ����������4� ��  ������ ������ � �

 ���!��"����P	
M)��������������� ������"��������������#�����������"���������������������"���� �

������ ���� '������ ����	�
����*� �������&� ?���� ���4� #�� �������� ��!������� ��������4� �;4� ���� ?)5�

'���������������� ����*� ������� �������� ������ '#����� �� ������ ���� ��"���� � � �������� �����������

�����"*4�����9����������� ���������4�������4��������������������������������#��"����� ����������

������������&�

9�� �$�
�����������
��	�

�&� �C����"��������������

D������� #���� ��������  ���� ������ ���� ������ ����	�
����� ���"��� ��� ���� ��"����� )�������

�����"� ������� 	

+&� D������� #���� ��������  ���� ����������!��� ����� ������ ���� ��� ������ ���

��������������9�������� � ������������&��

5������� ������ ���� �������� �����  ���� ������ ���� ���"��� ��� ���� ��"����� )������� �����"�

�������	

+��� ���������������"������������������C��������������� ������� ������������������

�������������9�������� ��������� �����������&��
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�������� �������� �����  ���� ������ ���� ���"��� ��"��� ��� ����  �����"� ����� �������_� ����

����9������� ��!��� ���7�����������P	
M)_�������� �������������#��������,
M)� ����#������_�����

������������������������������������9�������� � ����������������&��

)����� ������������#��������������P	
M)� �����  ������������������ ����������74�	1����7
M)�

#���� ���� ���� ��� ����������"� ���� 9������� � �  ��!��� �������� ���� ���� ������� � � �� ������"�

�����������&�

5 ���� ���������"4� ���� �������� #���� ������������ ���������4�  ��!��� ��� ��9���� �����"��� ����

��������!�����������������&�

&� 5��������

• �;�

����"����� ������������#������������0����� �����������������#����&�5 ������������"4������;�

#�������������#�������;/�����&��

• ?)5������������������������������������

?���?)5������������������������������#�������������������"����C��$�O����������������

'C��$�O��� ��� ��4� 	

+*&� 6��� � � ?)5� 1L� '#X�*� #���� ������ ��� ,"� � � ���� ������&� 5 ����

����"���!�����4�������������#���������� ���,���������7M)4���������������� �"������1


"� ���1�

�����������7M)&�����������������#�����������������"�����%�#����������'%�#��������4�,61,*&��

?����������� �������������������������'���������������  ��*�#���������������������������

� �%�#���',61,*�#��������������������������������������&�

• (���������#��"���� ����������������������-�

2��� �������#������������?�����  ������������"�,
�(�?���/;)������,1
�(�@�)�4��;�0�

'
&,"�� �����������,
��*&�?�����������#�������������7M)� ���,�����4������������ �"������,
�


"�

 ���,
������������7M)&�?������������������������ ����?���� ���������������&�?�������������������

#��� �������� ��������"� ��� ���� %�#��� ������� ',61,*� ����"� C85� ��� ��������&� ?��� ��������

�������������� ��� ���� ������������ #��� ����� ��$������ ��� ,
�"X��&� ?������������� #��"��� � � ����

�������� �������� #��� ���������� ����"� �� 8�������� A	1� ������� '���������� A	1(� �2� ,
�

8�������*4�#�����������������������#�������� ����#��"�����������#��"������������-�β/��������

'	

4


*4� �������� ��������"������ ',1
4


*4� ������� '��4


*4� �������� ���������� '	64


*4�

��������C,	�',4+1
*&�?����������� ������������������  ������ ���������'1

a�*�#��������������

������������	0
���&��
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&
6(� ?>�8/���4� 
&
0(� ����� ����4� +� �(�2?54� 
41�(� ��������/�������4�

"�������� ,
L4� �;� 04+� 'G�����4� ,60+_� ������� ��� ��4� 	

7_� %��C����� ��� ��4� 	

��*&� ?��� ������

��������#��������� �"��� ���+
������������,
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�����4�	

7*&��
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?��� �������� ��������� #��� �������� ����"� ������� ��� ��������&� 8�������� �  ��� ����������

����������,L��������������������������  ������	
�(������&.�(�� ����������������4��;��&6&�

,

a��� �����������  ���#�������������,

a��� ���������'%��C����������4�	

��*&�?�������������

#���  ��� +��������� ��� 	
M)4� � ����#����� ,

a�� � � ���������� '��������� ������� ����������
&67(4�

@��;� 
&7(� ���� +/1/����������������� ����� 70�(*�#��� ������ ���� ���������  ��� ,1��������� ���

�����"� #����&� ?��� ��������� #��� ��������� ��� �7
��&� ��!���� ��������� #��� ���������� ���

����� ������������'=&�"/,��������*&�

)����������������5�����C������������#����������������"����O��������&���!���������������

#���������������������� ������������'=&�"/,��������*�'���O�����8�������4�,6�+*&�

)���������������������#�������������������"�#����2�������������'2�����������4�,6.6*&�

��!���� ��������� #��� ���������� ��� ����� ��� ��������� '�=&�"/,&����*� #����� ���� ��!������� �����

���������������,
�������%/,�� ��@�&���/,&�

?������� ��������� #��� ��������� ����"� ?���������� ������� '?���������� ��� ��4� ,601_�

D���������������4�	

	*4����������������������"�2�������������'2�����������4�,6.6*&���!����

��������� #��� ���������� ��� ����� ��� ��������� '=&�"/,� �������*� #����� ���� ��!������� �����

���������������,
�������%/,�� ��@�&���/,&�

?����� ����� ���� ��O������ ���������� #���� ��������� ����"� )������� ������� ')������� ����

?��������4�,67._�D���U�������������8�����4�,60
*&���!�������������#��������������������� ���

���������'=&�"/,��������*4�#������������������������������������������� ����������� ��&2&����P,&�
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�(� �������

������������_� 71
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M)4������1a��� � ����C����
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M)&�
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��&� ?��� �������

���������#��������������������� ������������'=&��"/,��������*&�

)������������������#����������������"������"�����������������'C�����������4�,607_�%��

C����������4�	

7*&�5��������������O��#��������4������������������#��������������������"�����

�����/%�#��������������������"����������������������'C�����������G�����O�4�,60,*&�?������������

#��������������������� ������������'=&�"/,��������*�#�����������!�������������������������������

����������� ���������&�"/,��������&�

?����� ����� ������������ ����������� #���� ����������� ����"� �/�����������/���������� 	L� ���

��������� '(�����������4�,66�*&�?����������������������������#��������������������� ������������
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I  Introduction  

Les lysats sont utilisés dans de nombreuses applications, telles qu’en supplément dans 

l’alimentation humaine (Clemente, 2000), en aquaculture, en supplémentation de milieu de 

culture pour cellules isolées ou bactéries, mais aussi en industrie alimentaire comme agent liant, 

émulsifiant (Gildberg and Almas, 1986). De nombreux lysats contiennent des peptides actifs 

(Sato et al., 1982) intervenants dans : l’effet de type facteurs de croissance, la stimulation de la 

synthèse protéique, le contrôle de la motilité intestinale, le déclenchement de sécrétion 

d’enzymes digestives, le contrôle de la vasodilatation, l’effet anxiolytique, l’effet antiprolifératif, 

l’effet antioxydant (Bernet et al., 2000; Ravallec-Plé et al., 2001; Ravallec-Plé and Van 

Wormhoudt, 2003; Guérard, 2004; Williams et al., 2005; Picot et al., 2006). Divers peptides et 

autres molécules bio-actives telles que des sécrétagogues, des molécules immuno-stimulantes et 

des facteurs de croissance montrent un intérêt spécifique pour l’aquaculture, les industries 

pharmaceutiques et cosmétiques (Gildberg et al., 1996; Ravallec-Plé et al., 2001). Les molécules 

sécrétagogues telles que la gastrine ou la cholécystokinine possèdent un large spectre d’activités 

tel que : la stimulation de la synthèse protéique, le contrôle de la motilité intestinale et la 

sécrétion d’enzymes digestives (Gildberg et al., 1996). Les immuno-modulateurs constituent un 

groupe de substances hétérogènes telles que des peptides, des β-glucanes, des liposaccharides 

(Gildberg et al., 1996). Les facteurs de croissances sont définis comme un groupe d’agents 

régulateurs polypeptidiques. Ils contrôlent un ensemble de réponses cellulaires, telles que la 

multiplication des cellules ou la synthèse de l’ADN, par une série de mécanismes analogues à 

ceux d’hormones endocrines classiques (Ravallec-Plé et al., 2001).  

Dans la composition d’un lysat donné, on retrouve généralement toujours les mêmes 

peptides actifs. Le point déterminant est la répétitivité des conditions de lyse qui doivent toujours 

fournir des peptides de même taille (Ravallec-Plé et al., 2001). Les ensilages LBBMA4 et 

LBBMA25 ont une composition complexe : ils contiennent majoritairement des peptides de 

petite taille et des acides aminés résultant de l’autolyse ménagée des protéines. Ils possèdent, en 

outre, des acides gras essentiels, vitamines et minéraux. L’utilisation de ces cocktails en 

complément alimentaire pour l’élevage de mollusques, de crustacés ou de poissons, a permis 

d’obtenir des résultats intéressants. En effet, ces ensilages administrés en tant que complément 

dans le régime alimentaire, complet et équilibré, permettent une amélioration significative de la 

croissance. Celle-ci est comparable à celle obtenue avec l’utilisation d’anabolisant tel que le 

17α-methyltestosterone sur le juvénile de saumon Oncorhynchus masou puisqu’un apport de cet 

anabolisant à 7 mg/Kg pendant 84 jours dans l’alimentation permet une croissance supérieure au 
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témoin de 32,6% (Santandreu and Diaz, 1994). Le mode d’action de ces produits sur la 

physiologie des animaux reste inconnu. Au vu de ces données, il a paru intéressant de rechercher 

si ces ensilages contiennent des molécules capables de moduler la croissance, la digestion 

(maturation du système digestif) ou encore les défenses immunitaires. Dans ce chapitre nous 

étudions l’implication des ensilages LBBMA4 et LBBMA25 dans la régulation des divers 

mécanismes cités ci-dessus. En effet, depuis plusieurs années, la présence de peptides 

biologiquement actifs dans la nourriture a été établie : ce sont les « formones » (Giard, 1996). 

Les exorphines qui proviennent de la digestion du gluten ou de la caséine par la pepsine, en sont 

les exemples les plus connus. Ces peptides exogènes présentent une activité biologique 

apparentée à celle des opioïdes (immuno-modératrices, hypertensives). D’autre part, des peptides 

produits pendant la digestion ou administrés oralement peuvent traverser la barrière intestinale et 

induire la même activité biologique qu’administrés par perfusion (Gardner, 1987).  

 

 

II  Recherche de molécules impliquées dans la croissance 

A. Introduction 

Parmi les facteurs de croissance connus chez les vertébrés, on distingue la superfamille des 

insulines et celle de l’EGF (Epidermal Growth Factor). La première est impliquée dans la 

croissance somatique et le métabolisme énergétique. La seconde présente une activité trophique 

et mitogène dépendante du type cellulaire considéré (Giard, 1996). Chez les vertébrés, l’insuline 

est essentiellement synthétisée par les cellules β des îlots de Langerhans du pancréas puis libérée 

dans la circulation générale. Elle exerce une régulation de type endocrine sur le métabolisme des 

cellules et des tissus cibles : synthèse d’ADN, d’ARN, de protéines et du métabolisme 

glucidique. Les IGFs (Insulin-like Growth Factors) s’expriment eux de façon ubiquitaire, 

puisque si le foie est la principale source de l’IGF I circulant, les IGFs peuvent être sécrétés dans 

la plupart des tissus (Gricourt, 2002). Dans de nombreux types cellulaires, l’EGF active à la fois 

la phospholipase A2 afin de stimuler la sécrétion d’acide arachidonique et la production d’acide 

éicosanoïde (Canesi et al., 1997). L’acide arachidonique et ses métabolites sont impliqués dans 

de nombreux mécanismes cellulaires, incluant la prolifération et la différenciation des cellules 

(Canesi et al., 1997).  
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Chez les invertébrés, la présence de molécules apparentées à ces différents facteurs de 

croissance a été établie (Giard, 1996). Récemment, des homologies entre des peptides 

d’invertébrés et les insulines, IGFs et l’EGF (Epidermal Growth Factor), ont été identifiées, 

indiquant un haut degré de conservation au cours de l’évolution animale. Ainsi, Giard (1996) a 

mis en évidence que les facteurs de vertébrés, l’insuline, l’IGF I et l’EGF présentent une activité 

sur le métabolisme des cellules isolées de mollusques. En effet, toutes ces substances sont 

actives sur les cellules digestives de la coquille Saint-Jacques. En revanche, seules l’insuline et 

l’IGF I induisent une augmentation significative de la synthèse protéique des cellules du bord de 

manteau (Giard, 1996).  

Le développement de la culture cellulaire a fourni un outil essentiel pour l’étude du 

métabolisme cellulaire in vitro (Cancre et al., 1995). Chez les mollusques marins, aucune lignée 

cellulaire n’a pu être établie, et ceci malgré de nombreux essais in vitro. Cependant, des cultures 

primaires, issues de différents tissus, ont été développées avec succès afin d’étudier des 

processus spécifiques, notamment en vue d’analyser les problèmes liés à la physiologie des 

mollusques (Serpentini, 2001). Le choix de différents types cellulaires s’est ouvert aux 

chercheurs permettant ainsi la mise en place de plusieurs modèles. De nombreuses études ont 

porté sur l’étude du métabolisme des mollusques particulièrement en ce qui concerne le 

développement de cultures de cellules de la glande digestive de mollusques marins (Giard, 1996; 

Robledo and Carajaville, 1996; Le Bihan et al., 2004).  

Un bio-essai in vitro basé sur une suspension cellulaire de glande digestive de seiche Sepia 

officinalis peut être utilisé afin d’étudier l’effet de facteur de croissance sur différents 

paramètres. Dans cette étude, un bio-essai de cellules isolées de glande digestive de seiche 

servira à comparer l’effet sur ce type cellulaire de facteurs de croissance et des ensilages 

LBBMA4 et LBBMA25. Ce bio-essai est basé sur la viabilité cellulaire, le métabolisme 

glucidique et l’utilisation de marqueur radioactif tels que la leucine, les acides aminés, la 

thymidine ou l’aspartate marqués.  

 

B. Matériel et méthodes 

1. Matériel biologique 

Les seiches utilisées sont des animaux adultes, pêchés en Manche au printemps 2005. Les 

individus (animaux matures ; longueur de manteau : 20-25 cm) sont placés pendant 72 heures à 

15°C dans les structures d’élevage du CREC (Centre de Recherche en Environnement Côtier) de 
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Luc sur Mer, de manière à obtenir des animaux qui ne soient pas stressés. Les seiches sont 

nourries avec des crabes vert Carcinus maenas.  

2. Isolation des cellules de la glande digestive 

La méthode repose sur la capacité de réponse fonctionnelle de cellules dissociées 

(maintenues dans un milieu assurant leur survie) à une substance biologiquement active.  

L’ensemble des manipulations est réalisé en conditions stériles, sous hotte à flux laminaire. 

Le matériel utilisé est préalablement stérilisé par autoclave. La dissociation des cellules de la 

glande digestive est effectuée selon la méthode développée par Le Bihan et al. (2004). La glande 

digestive est prélevée sur 2 seiches et immédiatement placée dans le milieu de culture (Figure 

68). Le milieu utilisé consiste en du L15 Leibovitz (10,88g/L) filtré sur un filtre de 0,22µm. Le 

pH est ajusté à 7,4 (Lenoir, 1989), la pression osmotique ajustée à celle des mollusques marins 

(1,1 Osmoles) avec du NaCl 0,34M et du KCl 50mM (Lenoir, 1989). Le milieu est stérilisé par 

filtration sur cartouche Millipore (0,22µm) et additionné d’antibiotiques (Gentamycine 

2,5mg/100ml, Pénicilline 100 unités/100ml et Streptomycine 10mg/100ml) puis conservé à 4°C.  

La glande digestive est reprise dans du milieu et découpée en petits morceaux. L’enzyme 

de dissociation (pronase à 0,1% Streptomyces griseus Boehringer) est ensuite ajoutée. La 

dissociation est réalisée dans la glace pendant 20 minutes sous agitation magnétique modérée. 

Après cette agitation, la suspension cellulaire est filtrée sur la toile à blutter de 100 µm de maille, 

afin de retenir les agrégats ou les fragments non dissociés. L’ensemble des cellules est récupéré 

dans du milieu, remis en suspension et centrifugé pendant 4 minutes à 300 g. Le culot contenant 

les cellules dissociées est repris dans du milieu à 15°C et les cellules sont remises en suspension 

(le surnageant est éliminé). Le lavage des cellules est renouvelé deux fois afin d’éliminer 

l’enzyme de dissociation. Le culot est enfin repris dans un volume de milieu nécessaire pour 

obtenir une concentration cellulaire de 30.106 cellules par ml. Ce volume est estimé à l’aide 

d’une cellule de Thoma. Les cellules isolées sont alors placées dans des plaques multi-puits (24 

puits). Après 4 heures, 10µl de solution à tester (facteur de croissance, ensilage ou milieu de 

culture pour le contrôle négatif) sont ajoutés. L’incubation s’effectue à 15°C pendant un temps 

variable (0 à 24 heures).  
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Figure 68: Principe du bio-essai de cellules isolées de glande digestive de seiche (Le Bihan et al., 2004).  

 

3. Mesure de la viabilité des cellules 

La viabilité des cellules est estimée par le test MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-

diphenyl tetrazolium), qui est un test enzymatique basé sur la détermination de l’activité des 

enzymes déshydrogénases mitochondriales (Mosmann, 1983). Ce test a été adapté pour évaluer 

la viabilité des cellules d’invertébrés marins (Naganuma et al., 1994). Le test MTT consiste à 

incuber, pendant 30 minutes à température ambiante, 250µl de la suspension cellulaire en 

présence de 25µl d’une solution de MTT (75mg MTT/15ml de milieu) et de 275µl d’isopropanol 

à 0,04N d’HCl. Les tubes sont ensuite centrifugés à 3000 rpm pendant 5 minutes. L’absorbance 

est lue à 570nm avec une référence à 630nm.  

4. Dosage des activités enzymatiques 

La suspension cellulaire est prélevée au niveau des plaques de culture après 30 minutes 

pour le dosage de l’activité pyruvate kinase (Canesi et al., 1999) ou 180 minutes en ce qui 

concerne le dosage de l’activité de l’ATCase (Aspartate TransCarbamylase) (Koueta, 1990), puis 

centrifugée à 750g pendant 5 minutes à 15°C. Le surnageant est ensuite séparé du culot 

cellulaire, puis ils sont congelés dans de l’azote liquide et stockés à –80°C dans l’attente des 

analyses enzymatiques. 
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L’activité pyruvate kinase est dosée en utilisant le produit de la réaction enzymatique 

(pyruvate) en tant que substrat pour une seconde enzyme : la lactate déshydrogénase (Bergeron 

and Herbland, 2001). L’activité de cette enzyme nécessite la présence du NADH (Nicotinamide 

Adenine Dinucleotide reduced form) en tant que co facteur. Le NADH est oxydé au cours de la 

réaction enzymatique, sa disparition progressive peut être mesurée en suivant la diminution de 

son absorbance spécifique à 340nm. Les conditions standard de dosage sont les suivantes : 

tampon Tris-HCl à 80mM, pH 7,35, PEP (PhosphoEnolPyruvate) 4mM, KCl 67mM, MgCl2 

6,7mM, ADP (Adénosine Di Phosphate) 2mM, NADH 0,15mM et 140 unités de pyruvate 

kinase-free LDH. La température d’incubation est de 25°C. L’activité enzymatique est 

proportionnelle au taux de changement de l’absorbance mesurée à 340nm, elle est exprimée en 

pourcentage d’augmentation de l’activité spécifique par rapport aux cellules du témoin 

(((µmol.min-1 protéines du test) / (µmol.min-1.mg-1 protéines des cellules contrôles)*100)-100). 

L’aspartate transcarbamylase catalyse la seconde étape de la biosynthèse des bases 

pyrimidiques. L’activité de l’ATCase est mesurée en utilisant l’acide aspartique marqué au 

carbone 14 (acide L aspartique 14C). Le substrat de l’enzyme est un mélange d’acide aspartique 

marqué, d’acide aspartique froid dans du tampon glycine-NaCl, pH 12,5 et de carbamyl 

phosphate dans du tampon Tris 0,4M, pH 9,5 (Koueta, 1990). La solution d’aspartate est 

composée de 3,15ml d’acide aspartique froid (6mg/ml) et de 1,5ml d’acide aspartique marqué 

(2µCi/ml). La solution de carbamyl phosphate est préparée à 10mg/ml. L’extrait (100µl) est 

ajouté à la solution d’acide aspartique (100µl) et de carbamyl phosphate (50µl). L’ensemble est 

incubé pendant une heure à 35°C. La réaction est stoppée par l’ajout d’acide 3M et placée à 4°C. 

Après centrifugation (5000g pendant 20 minutes à 4°C), le produit de la réaction (carbamyl 

aspartate 14C) est séparé de son précurseur par élution sur une colonne échangeuse d’ions, qui 

retient l’acide aspartique. La radioactivité présente dans l’éluant est estimée par comptage en 

présence de liquide à scintillation (500µl d’extrait élué + 2,5ml de liquide à scintillation). Pour 

chaque dosage, un contrôle est fait pour mesurer la quantité de carbamyl aspartate synthétisé de 

manière non enzymatique. L’activité de l’ATCase est exprimée en pourcentage de l’activité 

spécifique du témoin (((nmol carbamyl aspartate synthétisée. min-1.proteines du test) / (nmol 

carbamyl aspartate synthétisée. min-1.proteines des cellules contrôles)*100)-100).  

La quantité de protéines est estimée selon la méthode de Lowry (1951).  

5. Dosage de l’incorporation de la leucine 3H, des acides aminés 3H et de la thymidine 3H 

Des marqueurs radioactifs sont utilisés pour observer les variations d’incorporation dues à 

l’activation ou l’inhibition de voies métaboliques, en présence ou en absence de diverses 
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molécules bio-actives. La nature de ces bio-marqueurs détermine les voies métaboliques 

impliquées (Giard, 1996).  

La synthèse protéique est estimée via l’utilisation de la leucine tritiée ou d’acides aminés 

tritiés (121 Ci/mmol). Ainsi, l’incorporation de ces molécules marquées permet d’évaluer le 

métabolisme protéique à une période donnée, reflétant ainsi l’activité de synthèse des cellules. 

L’incubation se déroule à 15°C pendant 20 heures en tube stérile de 5ml. Chaque tube contient 

500µl de suspension cellulaire à 5.106 cellules/ml, 50µl (1µCi) de marqueur radioactif et 100µl 

de facteurs de croissance ou d’ensilage (Giard, 1996).  

La synthèse d’ADN est estimée via l’utilisation de la thymidine tritiée (35Ci/mmol). Ainsi, 

cette méthode permet une estimation de la synthèse d’ADN traduisant alors l’activité de 

prolifération des cellules. L’incubation se déroule à 15°C pendant 24 heures en tube stérile de 

5ml. Chaque tube contient 500µl de suspension cellulaire à 5.106 cellules/ml, 50µl (1µCi) de 

marqueur radioactif et 100µl de facteurs de croissance ou d’ensilage (Giard, 1996).  

Après incubation, 1ml d’acide trichloroacétique 10% est ajouté à la suspension cellulaire. 

Cette solution permet la rupture des parois cellulaires et la précipitation des macro molécules. 

L’ensemble est alors stocké à 4°C pendant une nuit. Puis, l’essai est centrifugé pendant 10 

minutes à 1000g puis lavé avec 1ml de TCA 10%. Cette opération est renouvelée 3 fois. Le culot 

obtenu est ensuite solubilisé à l’aide de 500µl de KOH 0,3N et placé à 40°C pendant 1 heure. La 

radioactivité est alors estimée par comptage en présence de liquide à scintillation.  

6. Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés avec un écart type (n=6 pour chaque traitement). Les données 

sont comparées entre elles à l’aide d’une ANOVA complétée par un test de Tukey où les 

différences significatives (p<0,05) sont observées (Sokal and Rohlf, 1981).  

 

C. Résultats 

1. Mesure de la viabilité des cellules 

Toutes les concentrations de facteurs de croissance ou d’ensilages testées entraînent une 

augmentation significative (p<0,05) de la viabilité cellulaire à l’exception de l’IGF I à 400nM 

qui n’a pas d’effet sur la viabilité cellulaire en comparaison aux cellules témoins (Tableau 27). 

De plus, il existe un effet/dose pour toutes les substances testées. En ce qui concerne les facteurs 

de croissance, ils impliquent un effet dose positif significatif (p<0,05) de la viabilité cellulaire 
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pour des concentrations de 50nM à 100nM. Cependant, ils provoquent un effet dose négatif 

significatif (p<0,05) pour des concentrations comprises entre 150nM et 400nM.  

Une augmentation de la concentration en ensilage (de 31,25 à 500µg/ml) induit une 

diminution significative (p<0,05) de l’effet positif obtenu sur la viabilité cellulaire. L’effet 

maximum est observé pour l’insuline utilisée à une concentration de 100mM et pour l’ensilage 

LBBMA25 à 31,25µg/ml, qui permettent une stimulation de la viabilité cellulaire de 139 et 

124,4%, respectivement (Tableau 28). 

2. Dosage des activités enzymatiques 

Les différents facteurs de croissance et ensilages testés induisent une augmentation 

significative (p<0,05) de l’activité pyruvate kinase par rapport aux cellules du témoin et cela 

pour l’ensemble des concentrations testées (Tableau 27). Il y a un effet/dose pour l’ensemble des 

substances testées. En effet, une concentration plus élevée en facteurs de croissance ou en 

ensilages implique une augmentation significative (p<0,05) de l’effet positif observé sur 

l’activité de la pyruvate kinase. L’effet maximum observé se situe à 400mM pour l’EGF et 

correspond à une stimulation d’activité de 1230% par rapport aux cellules témoins.  

Tous les facteurs de croissance testés provoquent une stimulation significative (p<0,05) de 

l’activité de l’ATCase en comparaison avec les cellules témoins (Tableau 28). Cependant, une 

concentration minimale est nécessaire pour stimuler l’activité de l’ATCase, mis à part pour 

l’EGF. En effet, la concentration minimale est de 200nM, 100nM, 125µg/ml ou 250µg/ml pour, 

respectivement, l’IGF I, l’insuline, le LBBMA4 et le LBBMA25. Un effet/dose est noté pour 

l’ensemble des substances testées. En effet, une augmentation de la concentration en facteurs de 

croissance ou en ensilages implique un accroissement significatif (p<0,05) de l’effet positif 

observé sur l’activité de l’ATCase. L’effet maximum est obtenu pour l’EGF à 400mM et permet 

une augmentation d’activité de 209,3% par rapport aux cellules témoins. 
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Tableau 27: Influence de l’EGF, l’IGF-I ou de l’insuline sur le MTT, l’activité pyruvate Kinase, 
l’incorporation de la leucine 3H, l’incorporation des acides aminés 3H, l’incorporation de la thymidine 3H 
et de l’activité de l’ATCase (% d’augmentation par rapport aux cellules témoins). *: significativement 
différents des cellules témoins (p<0.05). 
 
% d’augmentation par 
rapport aux cellules 
témoins 

Concentration: EGF IGF-I Insuline 

MTT: 50 nM 69,17 ± 5.11 * 66,42 ± 5.19 * 82,71 ± 4.73 * 
 75 nM 75,19 ± 4.93 * 76,69 ± 4.89 * 134,59 ± 3.68 * 

100 nM 87,97 ± 4.6 * 108,27 ± 4.15 * 139,10 ± 3.61 * 
150 nM 86,47 ± 4.63 * 99,25 ± 4.34 * 82,71 ± 4.73 * 
200 nM 68,42 ± 5.13 * 49,37 ± 5.78 * 40,60 ± 2.3 * 

 

400 nM 63,91 ± 5.27 * 14,29 ± 2.56 37,59 ± 3 * 
Activité Pyruvate Kinase: 50 nM 209 ± 5.5 * 13 ± 1.1 299 ± 8.5 * 

75 nM 496 ± 7.4 * 139 ± 4.5 * 411 ± 6.7 * 
100 nM 826 ± 6.5 * 134 ± 5.1 * 368 ± 4.2 * 
150 nM 826 ± 11 * 257 ± 3.5 * 427 ± 7.5 * 
200 nM 762 ± 12.3 * 262 ± 6.6 * 538 ± 8.8 * 

 

400 nM 1230 ± 14.3* 671 ± 9.5 * 586 ± 6.5 * 
Incorporation de leucine 
3H: 

50 nM 14,93 ± 0.75 * 25,73 ± 0.25 * 28,75 ± 0.83 * 

75 nM 6,08 ± 0.23 20,84 ± 0.94 * 20,30 ± 0.83 * 
100 nM 18,66 ± 0.56 * 29,29 ± 0.21 * 29,10 ± 0.72 * 
150 nM 7,45 ± 0.83 21,11 ± 0.94 * 28,55 ± 0.7 * 
200 nM 8,90 ± 0.5 32,81 ± 0.4 * 18,30 ± 0.73 * 

 

400 nM 27,70 ± 0.75 * 32,90 ± 0.98 * 47,07 ± 0.7 * 
Incorporation des acides 
amines 3H: 

50 nM 33,86 ± 1.7 91,98 ± 1.02 * 59,68 ± 3.64 * 

75 nM 33,52 ± 2.54 71,11 ± 0.29 * 79,67 ± 0.93 * 
100 nM 87,63 ± 1.66 * 107,08 ± 2.17 * 124,55 ± 1.12 * 
150 nM 96,23 ± 0.6 * 118,72 ± 0.66 * 173,58 ± 2.05 * 
200 nM 88,72 ± 2.55 * 111,97 ± 2.93 * 161,94 ± 1.44 * 

 

400 nM 98,28 ± 1.41 * 139,76 ± 2.55 * 194,30 ± 1.34 * 
Incorporation de la 
thymidine 3H: 

50 nM 34,86 ± 2.46 * 29,10 ± 1.11 86,34 ± 1.97 * 

75 nM 32,42 ± 0.22 * 45,36 ± 2.16 * 92,93 ± 1.35 * 
100 nM 78,72 ± 1.79 * 79,20 ± 1.1 * 109,77 ± 1.8 * 
150 nM 60,35 ± 0.52 * 91,03 ± 1.84 * 146,83 ± 3.11 * 
200 nM 75,42 ± 0.23 * 90,05 ± 0.64 * 148,32 ± 0.95 * 

 

400 nM 96,27 ± 1.74 * 102,04 ± 2.69 * 217,60 ± 2.68 * 
Activité de l’ATCase 50 nM 35,48 ± 3.51 * 9,22 ± 1.4 8,41 ± 0.87 

75 nM 33,24 ± 0.92 * 5,35 ± 0.51 3,97 ± 0.33 
100 nM 55,22 ± 1.19 * 7,12 ± 1.3 25,75 ± 1.7 * 
150 nM 70,51 ± 2.25 * 6,34 ± 0.4 36,31 ± 1.12 * 
200 nM 141,7 ± 0.47 * 14,63 ± 0.25 * 43,6 ± 0.15 * 

 

400 nM 209,3 ± 1.35 * 41,01 ± 1.15 * 81,40 ± 2.71 * 
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Tableau 28: Influence des ensilages LBBMA4 ou LBBMA25 sur le MTT, l’activité pyruvate Kinase, 
l’incorporation de la leucine 3H, l’incorporation des acides aminés 3H, l’incorporation de la thymidine 3H 
et de l’activité de l’ATCase (% d’augmentation par rapport aux cellules témoins). *: significativement 
différent des cellules témoins (p<0.05). 
 
% d’augmentation par rapport aux cellules 
témoins 

Concentration: LBBMA4 LBBMA25 

31,25 µg/ml 84,06 ± 4.24 * 124,36 ± 6.5 * 
62,5 µg/ml 78,65 ± 6.2 * 116,54 ± 3.85 * 
125 µg/ml 70,98 ± 6.1 * 90,83 ± 4.93 * 
250 µg/ml 63,31 ± 4.58 * 86,77 ± 4.6 * 

MTT: 

500 µg/ml 61,35 ± 3.99 * 79,70 ± 4.63 * 
31,25 µg/ml 103 ± 5.1 * 163 ± 5.5 * 
62,5 µg/ml 154 ± 9 * 201 ± 3.1 * 
125 µg/ml 231 ± 7.1 * 233 ± 8 * 
250 µg/ml 240 ± 5* 310 ± 7.3 * 

Activité de la pyruvate Kinase: 

500 µg/ml 451 ± 10.4 * 495 ± 6.5 * 
31,25 µg/ml 30,21 ± 0.9 * 24,80 ± 0.88 * 
62,5 µg/ml 12,58 ± 0.59 * 29,11 ± 0.5 * 
125 µg/ml 15,98 ± 0.4 * 31,71 ± 0.97 * 
250 µg/ml 18,88 ± 0.15 * 29,11 ± 0.35 * 

Incorporation de la leucine 3H : 

500 µg/ml 14,86 ± 0.37 * 31,71 ± 0.97 * 
31,25 µg/ml 80,55 ± 3.1 * 10,66 ± 0.63 
62,5 µg/ml 117,22 ± 1.78 * 21,43 ± 0.66 
125 µg/ml 95,81 ± 1.62 * 61,00 ± 1.02 * 
250 µg/ml 141,38 ± 2.94 * 86,24 ± 1.7 * 

Incorporation des acides aminés 3H : 

500 µg/ml 174,76 ± 3.97 * 109,52 ± 2.94 * 
31,25 µg/ml 61,22 ± 1.75 * 42,69 ± 0.54 * 
62,5 µg/ml 22,89 ± 2.46 56,44 ± 0.45 * 
125 µg/ml 84,73 ± 0.45 * 126,85 ± 0.95 * 
250 µg/ml 160,92 ± 2.99 * 123,09 ± 1.97 * 

Incorporation de la thymidine 3H : 

500 µg/ml 180,64 ± 1.13 * 149,73 ± 1.74 * 
31,25 µg/ml 6,24 ± 0.54 4,78 ± 0.47 
62,5 µg/ml 2,98 ± 0.61 5,08 ± 0.58 
125 µg/ml 14,39 ± 0.55 * 6,35 ± 0.45 
250 µg/ml 19,8 ± 0.63 * 16.85 ± 0.86 * 

Activité de l’ATCase : 

500 µg/ml 41,41 ± 2.17 * 35,79 ± 2.21 * 
 
3. Dosage de l’incorporation de la leucine 3H, des acides aminés 3H et de la thymidine 3H 

Les différents facteurs de croissance et les ensilages testés induisent un accroissement 

significatif (p<0,05) de l’incorporation de la leucine tritiée par rapport aux cellules du témoin à 

l’exception de l’EGF à 75, 150 et 200mM qui n’a pas d’effet sur l’incorporation de la leucine 

tritiée en comparaison avec les cellules du contrôle (Tableau 27). Il n’y a aucun effet/dose pour 

l’ensemble des substances testées. L’effet maximum est observé pour l’insuline à 400nM, qui 

implique une augmentation d’incorporation de 47% par rapport aux cellules témoins.  
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Les différents facteurs de croissance et ensilages testés entraînent une élévation 

significative (p<0,05) de l’incorporation d’acides aminés à l’exception de l’EGF à 50nM, 75nM 

et le LBBMA25 à 31,25 et 61,5µg/ml par rapport aux cellules du témoin (Tableau 27 et Tableau 

28). De plus, un effet/dose est obtenu pour l’ensemble des substances testées. Ainsi, une 

augmentation de la concentration en facteurs de croissance ou en ensilages provoque un 

accroissement significatif (p<0,05) de l’effet positif noté sur l’incorporation des acides aminés 

tritiés. L’effet maximum observé se situe à 400mM pour l’insuline et 500µg/ml pour le 

LBBMA4. Ils correspondent à une augmentation d’incorporation de 194,3% et 174,8%, 

respectivement, par rapport aux cellules témoins.  

Les différents facteurs de croissance et les ensilages testés entraînent une élévation 

significative (p<0,05) de l’incorporation de la thymidine tritiée par rapport aux cellules du 

témoin à l’exception de l’IGF I à 50nM et du LBBMA4 à 62,5µg/ml (Tableau 27 et Tableau 28). 

Un effet/dose est observé pour l’ensemble des substances testées. De ce fait, une augmentation 

de la concentration en facteurs de croissance ou en ensilages implique une augmentation 

significative (p<0,05) de l’effet positif observé sur l’incorporation de la thymidine tritiée. L’effet 

maximum est constaté pour l’insuline à 400nM qui permet une stimulation de l’incorporation de 

la thymidine tritiée de 217,69% par rapport aux cellules témoins.  

 

D. Discussion 

De nombreuses études ont été effectuées sur la haute valeur nutritionnelle de la farine de 

calmar en tant que source de protéines (Cruz and Guillaume, 1983; Cruz-Ricque et al., 1989). 

Cruz et Guillaume (1983) ont conclu que l’effet promoteur de la croissance est dû à la fraction 

protéique contenue dans les tissus de calmar, suggérant ainsi la présence d’un facteur de 

croissance inconnu. De plus, les études menées sur l’effet des ensilages de viscères utilisées en 

tant qu’enrichissement de l’alimentation de juvéniles de seiches Sepia officinalis (Le Bihan et 

al., 2006a), de post-larves de crevettes Penaeus japonicus ou de juvéniles de bars Dicentrarchus 

labrax ont montré que les taux de conversion et de croissance sont fortement augmentés. De la 

même façon que pour la farine de calmar, l’hypothèse de la présence de facteurs de croissance 

dans les ensilages peut donc être émise. Ainsi, des études de biologie moléculaire menées sur des 

cellules d’invertébrés ont montré la présence de gènes homologues produisant à la fois des 

récepteurs aux facteurs de croissances et différentes protéines impliquées dans la transduction du 

signal médié par des tyrosines kinases (Canesi et al., 1999). Les études biochimiques et 
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immunologiques effectuées sur des invertébrés marins suggèrent la présence de peptides, de type 

facteurs de croissance-like, jouant un rôle dans la mobilisation du glycogène, la stimulation de la 

synthèse de l’ADN, de l’ARN et des protéines (Danton et al., 1996).  

Cette étude montre que des facteurs de croissance de vertébrés, (l’insuline, l’IGF I, l’EGF) 

ainsi que les ensilages LBBMA4 et LBBMA25 présentent une activité sur le métabolisme des 

cellules de mollusques.  

Toutes les concentrations de facteurs de croissance et ensilages expérimentées induisent un 

accroissement de la viabilité cellulaire (à l’exception de l’IGF I à 400nM) en comparaison avec 

les cellules témoins. Il y a une dose dépendance des facteurs de croissance sur la viabilité 

cellulaire avec un effet/dose positif pour des concentrations comprises entre 50 et 100nM. De 

plus, ils entraînent un effet/dose négatif pour des concentrations de 150 à 400nM malgré une 

stimulation de la viabilité cellulaire par rapport aux cellules témoins. Concernant les ensilages un 

effet/dose négatif est toujours obtenu malgré une stimulation de la viabilité cellulaire en 

comparaison avec les cellules témoins. Cette observation pourrait s’expliquer par la présence 

dans les ensilages de molécules hautement bio-actives ou présentes en forte concentration, 

correspondant à un équivalent de concentration en facteur de croissance de 150nM. L’insuline à 

100nM et l’ensilage LBBMA25 à 31,25µg/ml permettent d’obtenir la plus forte viabilité soit 139 

et 124,4%, respectivement. Les résultats obtenus au cours de cette étude sont en corrélation avec 

ceux obtenus par Cancre et al. (1995). Ces derniers ont obtenu, sur des cellules isolées de 

l’hépatopancréas de crustacé, un taux de survie cellulaire plus élevé en supplémentant le milieu 

de culture avec des facteurs de croissance.  

Le métabolisme des glucides est lui aussi stimulé par l’ajout de facteurs de croissance ou 

d’ensilages. De ce fait, l’activité pyruvate kinase, qui est une enzyme glycolytique clé, est 

stimulée en leur présence. De plus, la stimulation de cette activité est dépendante de la 

concentration en facteurs de croissance ou en ensilages. En dépit d’un effet maximal observé en 

présence d’EGF à 400nM, les ensilages, l’IGF I et l’insuline provoquent aussi une stimulation du 

métabolisme glucidique. Divers travaux rapportent l’effet hypoglycémiant d’insulines de 

vertébrés chez de nombreuses espèces de mollusques. De cette façon, l’insuline mammalienne 

provoque la diminution de la teneur en glucose circulant et augmente le contenu en glycogène 

dans la glande digestive et le muscle du gastéropode Strophocheilus oblongus (Marques and 

Falkmer, 1976) ainsi que dans le manteau du bivalve Mytilus galloprovincialis (Madar et al., 

1979). Des résultats similaires ont été obtenus sur des cellules isolées de glande digestive de 



Chapitre 4 

 173 

moule Mytilus galloprovioncialis, où plusieurs facteurs de croissance (EGF, IGF I et insuline) 

entraînent une stimulation des enzymes glycolytiques (Canesi et al., 1999).  

Les facteurs de croissance et les ensilages testés provoquent une hypertrophie des cellules 

de la glande digestive de seiche, démontrée par l'accroissement de l’incorporation de la leucine et 

des acides aminés tritiés par les cellules de la glande digestive de seiche. Les composés testés 

induisent donc une synthèse protéique. Il existe une relation effet/dose sur l’incorporation des 

acides aminés tritiés pour toutes substances testées. En revanche, aucun effet/dose n’est observé 

en ce qui concerne l’incorporation de la leucine tritiée. Cette différence notable entre 

l’incorporation de la leucine et des acides aminés peut s’expliquer par l’existence dans les 

cellules de pool naturel de leucine, induisant un biais. L’effet maximal d’incorporation de la 

leucine tritiée est obtenu pour l’insuline à 400nM (47%). L’IGF I et les ensilages permettent 

également une bonne stimulation de cette incorporation (environ 20%). L’incorporation des 

acides aminés est maximale en présence d’insuline à 400nM ou d’ensilage LBBMA4 à 

500µg/ml. De même que dans nos travaux, Cancre et al. (1995) ont montré que l’EGF est 

capable de stimuler in vitro la synthèse de protéines au niveau de cellules isolées à partir de 

l’hépatopancréas de Palaemon serratus. De plus, un peptide de la famille des insulines/IGF, est 

impliqué dans la régulation de la croissance de l’huître creuse Crassostrea gigas (Gricourt et al., 

2003), dans la croissance et le développement de juvéniles d’escargot Helix aspersa (Gomot and 

Gomot, 1995). Les insulines/IGF semblent exercer cette fonction en stimulant la synthèse de 

protéines comme cela a déjà été démontré sur les cellules de manteau chez Helisoma duryi 

(Saleuddin et al., 1992), Mytilus edulis (Kellner-Cousin et al., 1994), et Pecten maximus (Giard 

et al., 1998), ainsi que sur les cellules de la glande digestive chez Pecten maximus (Giard et al., 

1998). D’autre part, Giard (1996) a démontré que certains hydrolysats (de type Gabolysat, 

DIELEN Laboratoires) de poisson sont capables d’induire une stimulation in vitro de 

l’incorporation de leucine tritiée dans les cellules de bord de manteau et les hémocytes d’ormeau 

Haliotis tuberculata en culture.  

Les facteurs de croissance et ensilages expérimentés induisent une hyperplasie illustrée par 

l’augmentation de l’incorporation de la thymidine tritiée et de l’activité de l’ATCase au niveau 

des cellules isolées de la glande digestive de seiche. Une augmentation de la concentration en 

facteurs de croissance ou en ensilages provoque une augmentation de la stimulation de l’activité 

de l’ATCase et de l’incorporation de thymidine. Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres 

auteurs qui ont montré que l’ajout d’EGF dans le milieu de culture de cellules isolées de la 

glande digestive de moule permet une stimulation de la synthèse d’ADN (Canesi et al., 1997). 
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De plus, le traitement d’hémocytes en culture avec de l’insuline porcine stimule l’incorporation 

de la leucine et de la thymidine tritiée. Cela reflète, dans une certaine mesure, une augmentation 

de la synthèse en protéines et en ADN (Lebel et al., 1996).  

Cette étude démontre que des facteurs de croissance de vertébrés (EGF, IGF et insuline) et 

les ensilages LBBMA4 et LBBMA25 peuvent modifier l’activité métabolique des cellules 

digestives de mollusques. Des résultats similaires ont été obtenus par Giard (1996) sur la coquille 

Saint-Jacques Pecten maximus. Comme démontré par Giard (1996), ces résultats ne sont pas 

surprenants si l’on suppose que l’insuline et l’IGF I ont une activité biologique analogue aux 

peptides de mollusques tels que les insulines MIPs (Mollusc Insulin-like Peptides). Ainsi, chez le 

mollusque gastéropode Lymnea stagnalis, les MIPs ont été identifiées comme étant des 

neurohormones impliquées dans le contrôle de la croissance somatique et la formation de la 

coquille (Geraerts, 1976).  

Dans cette étude, les ensilages ont un comportement proche de celui de facteurs de 

croissance. Giard (1996) a démontré que certains autolysats d’origine marine sont capables de 

stimuler l’incorporation de leucine tritiée in vitro sur des cellules primaires d’hémocytes 

d’ormeau Haliotis tuberculata. Les ensilages de co-produits de seiches peuvent à la fois stimuler 

l’hypertrophie et l’hyperplasie de cellules isolées.  
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La Figure 69 synthétise les résultats obtenus au cours de cette expérience.  

 
Figure 69: Schéma de synthèse de l’étude de l’effet des ensilages ou facteurs de croissance sur les cellules 
isolées de la glande digestive de seiche.  
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III  Recherche de molécules impliquées dans la digestion 

A. Introduction 

La digestion chez les larves et les juvéniles fait intervenir des mécanismes complexes 

impliquant à la fois une bonne maturation du système digestif, une bonne régulation de la 

synthèse et de la sécrétion des enzymes digestives.  

Des études ont été menées concernant le processus de différenciation des fonctions 

digestives au cours du développement chez les larves et juvéniles de vertébrés tel que le bar 

Dicentrarchus labrax (Diaz et al., 1989; Zambonino-Infante and Cahu, 1994; Dias et al., 1998; 

Zambonino-Infante and Cahu, 2001; Cahu et al., 2004), l’anguille Anguilla japonica (Chiu and 

Pan, 2002) ou d’invertébrés tels que la seiche Sepia officinalis (Boucher-Rodoni, 1982; 

Boucaud-Camou et al., 1985; Perrin, 2004), la crevette Penaeus monodon (Kumlu et al., 1992). 

Ces phénomènes sont bien connus chez les vertébrés. Différents facteurs nutritionnels sont 

impliqués dans la différenciation et la maturation du tractus digestif. De nombreux composés tels 

que : les hormones, les neurohormones, les neurotransmetteurs et ARNm, codant pour des 

facteurs de croissance et d’autres composés, sont déposés dans le vitellus par la femelle chez les 

poissons marins (Kim and Brown, 1999). Ces composés régulateurs sont particulièrement 

importants au cours du développement ontogénique. Bien que l’ontogenèse du système digestif 

soit déterminée génétiquement, le processus de maturation du système digestif peut être stoppé 

ou au contraire stimulé lorsque les larves ou juvéniles reçoivent une alimentation adéquate 

(Zambonino-Infante and Cahu, 2001). Ainsi, les nombreuses adaptations structurales de l’intestin 

des larves et juvéniles de poissons au cours de leur développement sont caractéristiques de leurs 

adaptations fonctionnelles aux aliments et à la ration (Govoni et al., 1986).  

De plus, il est admis que l’obtention d’un taux de croissance optimal est fonction des 

capacités digestives. Celles-ci doivent pouvoir fournir le matériel requis pour supporter la 

synthèse des protéines des tissus (Blier et al., 2002). En effet, différents travaux ont démontré 

que l’activité de la trypsine a une influence sur le taux de croissance et sur l’efficacité de la 

conversion des aliments (Lemieux et al., 1999; Blier et al., 2002). De nombreuses études 

antérieurs ont montré la capacité des larves et juvéniles à réguler l’activité des enzymes 

digestives en fonction de leur régime alimentaire. Ainsi, Perrin (2004), a démontré que chez les 

juvéniles de seiche Sepia officinalis, l’utilisation d’une alimentation congelée entraîne le 

maintien d'une importante activité spécifique des phosphatases acides et freine donc la 



Chapitre 4 

 177 

maturation du système digestif. Ainsi la régulation des synthèses et sécrétions d'enzymes afin de 

permettre la métabolisation et l'utilisation des composés de l'aliment selon les besoins de 

l'animal, est une fonction normale (Zambonino-Infante and Cahu, 1994; Caruso et al., 1996).  

L’objet de cette étude est d’observer l’effet des ensilages LBBMA4 et LBBMA25 sur la 

digestion, la sécrétion des enzymes digestives et la maturation du système digestif, de larves et 

de juvéniles d’invertébrés ainsi que de vertébrés.  

 

B. Utilisation d’un bio-essai "Artémie" pour la caractérisation de molécules à 

activités sécrétagogue 

1. Introduction 

Artemia salina est un crustacé branchiopode, possédant un corps allongé, formé d’un grand 

nombre de segments et dépourvu de carapace. Il est caractérisé par ses appendices natatoires 

aplatis en lamelles minces lobées servant à la locomotion, la respiration et la nutrition. Son 

abdomen est dépourvu d’appendices, il possède une paire d’yeux pédonculés et les sexes sont 

séparés. Le développement des nauplii en adulte comporte 15 stades successifs au cours desquels 

on observe : un allongement de l’abdomen, l’apparition progressive des thoracopodes et le début 

du fonctionnement du tube digestif car le nauplius ne s’alimente pas dès la naissance. Chez 

l’artémie, la filtration est continue et non sélective puisque toutes les particules de tailles 

adaptées sont ingérées. L’artémie est capable de vivre dans des conditions environnementales 

très variables : eau à diverses salinités, fluctuation de la température, réserves alimentaires 

changeantes, oxygénation variable (MacRae, 2003). De plus, la production des nauplii 

d’artémies par incubation des cystes en eau de mer est particulièrement simple (Lavens et al., 

1986). De nombreuses études ont été menées sur cet organisme hautement adaptable. En effet, 

son adaptabilité, son cycle court, sa petite taille et sa facilité d’obtention (pas de contrainte de 

reproduction) en font un très bon animal de laboratoire permettant d’effectuer des études « in 

vivo et in vitro » simples.  

Alors que les mécanismes du contrôle de la digestion sont bien établis chez les vertébrés, 

les informations concernant les molécules impliquées dans la régulation de la digestion chez les 

invertébrés restent fragmentaires. Ainsi, il existe peu de données relatant la caractérisation 

biologique de neuropeptides impliqués dans le contrôle de la sécrétion d’enzymes digestives 

(Favrel et al., 1991; Giard, 1996). Cette situation est la conséquence de la diversité et de la 

complexité des organes digestifs des invertébrés. Chez les insectes, la digestion est 
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principalement régulée au niveau de l’intestin moyen. Cependant, l’épithélium de l’intestin 

moyen, qui est impliqué dans la synthèse et la sécrétion d’enzymes digestives, n’est pas innervée 

par des neurones ce qui suggère l’existence de mécanismes non neuraux, impliqués dans la 

digestion (Sakai et al., 2006). Les investigations menées chez les insectes ont montré l’existence 

de plusieurs molécules impliquées dans la régulation de la sécrétion des enzymes digestives 

telles que : les leucosulfakinines ou encore les calisulfakinines qui sont des membres de la 

famille des CCK/gastrine (Sakai et al., 2006). Chez les mollusques, la digestion implique 

principalement la glande digestive qui est l’organe clé de la synthèse et de la sécrétion des 

enzymes digestives. Chez les mollusques, la sérotonine et la dopamine sont les principales 

amines biogènes présentes dans le système nerveux (Giard, 1996). De plus, des peptides 

apparentés au FMRFamide sont impliqués dans la régulation de la sécrétion d’enzymes 

digestives chez la coquille Saint Jacques (Giard, 1996). Cette réponse présente de nombreuses 

similitudes avec la réponse obtenue chez les vertébrés avec la cholécystokinine (Giard, 1996). 

Enfin, Giard (1996) a mis en évidence que des facteurs de croissance de vertébrés, l’insuline et 

l’IGF I présentent une activité sur le métabolisme des cellules digestives de mollusques. Chez les 

crustacés, la digestion des nutriments est régulée par l’hépatopancréas, qui produit diverses 

enzymes telles que l’amylase, des protéases et des lipases. L’hépatopancréas est responsable de 

la régulation de la digestion et de l’absorption des nutriments. Différentes hormones gastro-

intestinales de vertébrés telles que la CCK, la gastrine ou la sécrétine sont capables de stimuler la 

libération d’enzymes digestives au niveau de l’hépatopancréas de crustacés (Resch-Sedlmeier 

and Sedlmeier, 1999). De plus, divers auteurs ont caractérisé des molécules 

gastrines/cholécystokinines-like chez des crustacés (Favrel et al., 1987; Favrel et al., 1991). Ces 

données laissent à penser que les crustacés possèdent des facteurs endogènes proches des 

hormones de vertébrés puisqu’ils ont des récepteurs capables d’accepter ces hormones (Resch-

Sedlmeier and Sedlmeier, 1999).  

2. Matériel et méthodes 

a. Matériel biologique 

Le bio-essai utilisé a été développé par Frouël et al. (2005). Il a été mis en place afin de 

déterminer l’effet de molécules sur le métabolisme de nauplii d’artémie en les distinguant des 

simples effets liés à la prise alimentaire. Les différents tests sont effectués sur des animaux âgés 

de 4 jours, recevant une alimentation ad libitum qui peut être adjuvée par des hormones, des 

ensilages ou des fractions à hauteur de 5% dans l’eau de mer. Cet ajout se fait au moment T0 et 

les analyses des activités enzymatiques après 5h30 de filtration des métanauplii. 
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Les cystes d’Artemia salina (0,5g/L) sont mis en volume de 1 litre d’eau de mer stérile 

artificielle (30g/L), pH 8,3 à 27°C, en présence d’un bullage et d’un éclairage constant (Frouël et 

al., 2005). Après 24 heures d’incubation, les nauplii sont séparés des cystes éclos par décantation 

et aspiration des cystes. En effet, les cystes vides se placent à la surface tandis que les nauplii 

sont attirées par une source lumineuse placée en bas de la bouteille d’incubation. A partir du 3ème 

jour (apparition de la bouche), les métanauplii sont alimentés deux fois par jour à l’aide de 500µl 

de microalgues commercialisées (Liquizell à 1µg/ml) (Figure 70). Au 4ème jour, les métanauplii 

sont alimentées, comptées (55 à 65 artémies/ml) et placées immédiatement en microplaques de 

24 puits (volume de nauplii de 1,9ml). Puis, sont ajoutés dans les puits, 100 µl des produits à 

tester (ensilages, fractions, hormones ou eau de mer stérile pour le contrôle négatif). Les 

microplaques sont alors placées en incubation pendant 5h30 à 27°C, en présence d’un bullage et 

d’un éclairage constant (Frouël et al., 2005). A la fin de l’incubation, les nauplii sont prélevés, 

broyés et congelés à –80°C dans l’attente des dosages.  

 

 
Figure 70: Principe du bio-essai d’Artemia salina (Frouël et al., 2005).  

 

Les différents stades des nauplii sont bien définis par Sorgeloos (2006) qui décrit 4 stades 

différents (Figure 71). Au stade E-1 on observe un embryon éclos, soit 24 heures après 
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l’hydratation des cystes. Ce premier stade correspond à des embryons entourés par une 

membrane d’éclosion, chez lesquels seul l’œil nauplien peut être observé. Puis différents 

appendices vont se développer et le nauplius perd sa membrane d’éclosion. Ce premier stade 

correspond à des animaux qui ne se nourrissent pas, ils consomment leurs réserves internes de 

vitellus, leur tube digestif est clos. Les stades nauplii correspondent à des stades possédant la 

fonction de locomotion et d’alimentation, les larves sont colorées en brun orange due à la 

présence du vitellus. Au cours de ces stades, apparaissent des appendices : les antennes qui 

permettent la locomotion, les antennules secondaires et les mandibules rudimentaires, ainsi que 

les ocelles rouges. A la fin de ces stades naupliens, les larves possèdent un système digestif 

fonctionnel. Puis, apparaissent les stades métanauplii au cours desquels l’abdomen s’allonge. Les 

particules alimentaires sont collectées à partir du milieu à l’aide des antennes, il y a une 

différenciation des thoracopodes, apparition des métamères thoraciques. Alors des changements 

importants interviennent, avec l’apparition du stade zoé et de la maturation sexuelle. A ce stade, 

les artémies possèdent 11 paires de thoracopodes et une paire d’yeux. 

 
Figure 71: Différents stades de nauplii d’Artemia salina au cours de son développement (Sorgeloos, 
2006).  
 

Pour le bio-essai, le stade métanauplius a été retenu car c’est un stade obtenu de façon 

homogène à J4, facilement caractérisable, où les artémies possèdent un système digestif 

fonctionnel (Frouël et al., 2005).  

b. Analyses enzymologiques  

L’activité de l’amylase et de la trypsine est mesurée selon les méthodes développées 

antérieurement (chapitre 1, II).  

La quantité de protéines est évaluée selon la méthode de Lowry (1951) développée 

préalablement (chapitre 1, II).  

Stade E-1     Stade nauplii   Stade métanauplii        Stade zoé 
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c. Techniques séparatives et préparation des produits et fractions à tester 

La séparation des différentes molécules présentes dans les ensilages permettra de 

caractériser la fraction impliquée dans la stimulation de la sécrétion d’enzymes digestives.  

d. Extraction 

L’extraction des glucides a été accomplie selon la méthode développée précédemment 

(chapitre 1, II) (Staats et al., 1999).  

L’extraction des lipides a été effectuée selon la méthode développée antérieurement 

(chapitre 1, II) (Bligh and Dyer, 1959).  

e. Digestion des protéines 

La digestion in vitro des protéines a été exécutée selon la méthode développée 

préalablement (chapitre 1, III) (Ali et al., 2003).  

f. Séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire 

La séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire a été effectuée selon la 

méthode développée précédemment (chapitre 1, II), en utilisant une colonne sephadex G50. 

chaque fraction recueillie contient 500µl de volume pour un volume total de 10ml.  

g. Analyses statistiques 

Les résultats sont donnés avec une déviation standard (n=10 pour chaque test). Les 

données sont comparées entre elles à l’aide d’une ANOVA complétée par un test de Tukey 

lorsque des différences (p<0,05) sont observées (Sokal and Rohlf, 1981). 

3. Résultats 

a. Effet dose des ensilages ou molécules testées sur l’activité des enzymes digestives  

L’activité de l’amylase est stimulée en présence des 4 lysats testés (LBBMA4, LBBMA25, 

Gabolysat, PC60) (Tableau 29). Les ensilages LBBMA4 et LBBMA25 accroissent de manière 

significative (p<0,05) l’activité de l’amylase pour toutes les concentrations testées. En revanche, 

l’activité de l’amylase n’est stimulée significativement (p<0,05) que pour une dose minimale de 

0,00001g/L de Gabolysat ou de PC60. Dans tous les cas, la réponse en terme d’activité 

amylasique est fonction de la concentration en lysat. En effet, une augmentation de la 

concentration en lysat entraîne un accroissement plus importante de l’activité de l’amylase. On 

note un maximum de stimulation de 187% pour le PC60 à 1g/L.  
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Tableau 29: Activité de l’amylase en pourcentage de l’activité des témoins en fonction de différentes 
concentrations en lysats. * : significativement différent du témoin (p<0,05).  
 
Concentration (g/L) LBBMA4 LBBMA25 Gabolysat PC60 
1 163 ± 5,63* 168 ± 4,15* 164 ± 5,8* 187 ± 8,6* 
0,05 142 ± 7,45* 161 ± 4,9* 166 ± 4,7* 177 ± 5,4* 
0,02 142 ± 2,17* 144 ± 3,14* 156 ± 6,8* 163 ± 4,5* 
0,01 126 ± 1,3* 131 ± 1,05* 118 ± 3,7* 122 ± 3,6* 
0,001 124 ± 2,09* 130 ± 4* 109 ±  5,4 120 ± 5,6* 
0,0001 117 ± 4,13* 111 ± 2,4* 111 ± 3,3* 114 ± 3,5* 
0,00001 115 ± 1,35* 115 ± 1,69* 105 ± 3,6 107 ± 2,5 
 

L’activité de la trypsine est stimulée en présence des 4 lysats testés (LBBMA4, 

LBBMA25, Gabolysat, PC60) (Tableau 30). Les ensilages LBBMA4, LBBMA25 et le lysat 

PC60 stimulent de manière significative (p<0,05) l’activité de la trypsine pour toutes les 

concentrations testées. Par contre, l’activité de la trypsine n’est stimulée significativement 

(p<0,05) que pour une dose inférieure à 0,01 g/L de Gabolysat. Dans tous les cas, la réponse en 

terme d’activité trypsique est fonction de la concentration en lysat. Ainsi, une augmentation de la 

concentration en lysat entraîne une stimulation moins importante de l’activité de la trypsine. On 

observe donc un effet dose négatif. De plus, on remarque un maximum de stimulation de 161, 

156 et 158% respectivement pour les ensilages LBBMA4 et LBBMA25 ainsi que le PC60 à 

0,00001g/L.  

 
Tableau 30: Activité de la trypsine en pourcentage de l’activité des témoins en fonction de différentes 
concentrations en lysats. * : significativement différent du témoin (p<0,05).  
 
Concentration (g/L) LBBMA4 LBBMA25 Gabolysat PC60 
1 133 ± 4,8* 129 ± 4,7* 108 ± 1,6 118 ± 3,5* 
0,05 130 ± 2,6* 129 ± 1,3* 109 ± 3,6 122 ± 5,6* 
0,02 135 ± 6* 133 ± 1,4* 107 ± 2,7 132 ± 4,4* 
0,01 143 ± 3,6* 141 ± 2* 132 ± 4,8* 144 ± 2,2* 
0,001 164 ± 6,2* 151 ± 1* 138 ± 3,7* 154 ± 1,4* 
0,0001 164 ± 4,7* 151 ± 3,2* 138 ± 6,5* 159 ± 3,2* 
0,00001 161 ± 7,44* 156 ± 1,69* 139 ± 3,4* 158 ± 1,8* 
 

L’activité de l’amylase est significativement stimulée (p<0,05) en présence de l’insuline et 

de la gastrine (Tableau 31). La gastrine et l’insuline entraînent une augmentation significative de 

l’activité de l’amylase (p<0,05) pour toutes les concentrations testées. De plus, il y a une 

augmentation de la stimulation observée avec une augmentation de la concentration en 

hormones. On note un maximum de stimulation de 146% pour l’insuline à 10-2M.  
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Tableau 31: Activité de l’amylase en pourcentage de l’activité des témoins en fonction de différentes 
concentrations en hormones. * : significativement différent du témoin (p<0,05).  
 

Concentration (M) Insuline Gastrine 
10-10 - 111 ± 1,22* 
10-9 - 120 ± 0,41* 
10-8 118 ± 1,26* 116 ± 0,86* 
10-7 118 ± 6,47* 116 ± 1,3* 
10-6 115 ± 2,88* 118 ± 1,68* 
10-5 114 ± 0,92* 131 ± 0,84* 
10-4 122 ± 1,55* 133 ± 0,86* 
10-3 120 ± 0,65* - 
10-2 146 ± 1,29* - 
 

L’activité de la trypsine en pourcentage par rapport à l’activité de la trypsine dosée dans 

les artémies témoins (avec eau de mer) est représentée dans le Tableau 32. L’activité de la 

trypsine est significativement stimulée (p<0,05) en présence de l’insuline et de la gastrine. 

L’insuline induit une augmentation significative de l’activité de la trypsine (p<0,05) pour toutes 

les concentrations testées. En revanche, une concentration inférieure à 10-5M est nécessaire pour 

augmenter significativement (p<0,05) l’activité de la trypsine. De plus, il y a une diminution de 

la stimulation observée avec une augmentation de la concentration en hormones. On observe 

donc un effet dose négatif. Enfin, on note un maximum de stimulation de 128% pour la gastrine 

à 10-9M.  

 
Tableau 32: Activité de la trypsine en pourcentage de l’activité des témoins en fonction de différentes 
concentrations en hormones. * : significativement différent du témoin (p<0,05).  
 

Concentration (M) Insuline Gastrine 
10-10 - 121 ± 1,6* 
10-9 - 128 ± 3,7* 
10-8 159 ± 2,4* 117 ± 2,8* 
10-7 121 ± 2,5* 117 ± 2,2* 
10-6 112 ± 1,9* 115 ± 1,9* 
10-5 116 ± 2,1* 108 ± 1,1 
10-4 111 ± 1,1* 107 ± 1,4 
10-3 120 ± 0,9* - 
10-2 116 ± 0,8* - 
 
b. Caractérisation des molécules impliquées dans la stimulation de l’activité des enzymes 

digestives 

L’activité de la trypsine est significativement stimulée (p<0,05) par rapport au témoin en 

présence des ensilages LBBMA4 ou LBBMA25, mais aussi en présence de la fraction contenant 

les protéines digérées in vitro (Figure 72). En revanche, les fractions contenant les glucides et les 
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lipides issus des ensilages n’entraînent aucune stimulation de l’activité de la trypsine en 

comparaison avec les artémies témoins.  

L’activité de l’amylase est significativement stimulée (p<0,05) par rapport au témoin en 

présence des ensilages LBBMA4 ou LBBMA25, mais aussi en présence de la fraction contenant 

les protéines digérées in vitro (Figure 72). En outre, les fractions contenant les glucides et les 

lipides issus des ensilages n’entraînent aucune stimulation de l’activité de l’amylase en 

comparaison avec les artémies témoins.  

 

Figure 72: a) Activité de la trypsine en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA4 testé. b) Activité de 
la trypsine en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA25 testé. c) Activité de l’amylase en fonction 
de la fraction de l’ensilage LBBMA4 testé. d) Activité de l’amylase en fonction de la fraction de 
l’ensilage LBBMA25 testé.  
 
c. Caractérisation des fractions protéiques impliquées dans la stimulation de la sécrétion des 

enzymes digestives 

La séparation des protéines contenues dans les ensilages permet de caractériser les 

fractions protéiques impliquées dans la sécrétion des enzymes digestives. La Figure 73 
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correspond à la répartition en poids moléculaire des protéines et peptides contenus dans les 

fractions.  

 

 

 
Figure 73: Répartition en poids moléculaire des protéines en fonction de la fraction.  
 

Parmi les différentes fractions issues de la séparation de l’ensilage LBBMA4, seules les 

fractions de 14 à 18, soit des molécules de poids moléculaire compris entre 1,89 et 5,02 kDa, 

sont capables de stimuler l’activité de la trypsine des artémies en comparaison avec les animaux 

témoins (Figure 74). Ce sont les fractions 14 à 20, de poids moléculaire inférieur à 5,02 kDa qui 

entraînent une stimulation de l’activité de l’amylase en comparaison avec les artémies témoins. 

En ce qui concerne l’ensilage LBBMA25, ce sont les fractions 14 à 18, soient 1,89 et 5,02 kDa 

qui stimulent l’activité de la trypsine en comparaison avec les artémies témoins. L’activité de 

l’amylase est accrue en présence des fractions 14 à 18, soit 1,89 et 5,02 kDa.  
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Figure 74: a) Activité de la trypsine en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA4         testé en 
comparaison au témoin      . b) Activité de la trypsine en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA25.         
.       testé en comparaison au témoin      .  c) Activité de l’amylase en fonction de la fraction de l’ensilage 
LBBMA4          testé en comparaison au témoin      . d) Activité de l’amylase en fonction de la fraction de 
l’ensilage LBBMA25         testé en comparaison au témoin        . 
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4. Discussion 

Pour le bio-essai, le stade métanauplius a été retenu car c’est un stade avec une population 

homogène, aisément caractérisable avec un système digestif fonctionnel (Frouël et al., 

submitted). Au cours de son développement, l’artémie voit ses activités trypsique et amylasique 

augmentées au cours des 18 premiers jours de vie (Samain, 1985). Après 4 jours, ces activités 

sont faibles mais stables. Au-delà de la troisième semaine, l’amylase augmente fortement 

(Samain, 1985). Ainsi, chez les crustacés, les enzymes digestives sont synthétisées et sécrétées 

par des types cellulaires particuliers de l’hépatopancréas (Biesiot and McDowell Capuzzo, 

1990). Ainsi, les cellules F sont impliquées dans la synthèse des enzymes digestives et les 

cellules B dans leur sécrétion. Ces deux types cellulaires sont présents dans les larves du homard 

Homarus americanus, et le nombre de cellules B augmente au cours du développement larvaire 

(Biesiot and McDowell Capuzzo, 1990). L’hépatopancréas des crustacés sécrète de nombreuses 

enzymes digestives telles que des amylases et des protéases. Chez les vertébrés, les hormones 

gastro-intestinales, telles que la gastrine ou la CCK, sont impliquées dans la sécrétion des 

enzymes présentes au niveau du pancréas (Resch-Sedlmeier and Sedlmeier, 1999). Les hormones 

de vertébrés semblent être reconnues chez les crustacés (Resch-Sedlmeier and Sedlmeier, 1999).  

En présence de l’insuline et de la gastrine, les activités de l’amylase et de la trypsine de 

l’artémie sont stimulées. La réponse en terme d’activité est fonction de la concentration en 

hormones. D’autres auteurs ont décrit la capacité d’hormones de vertébrés à stimuler la sécrétion 

d’enzymes digestives, à partir de l’hépatopancréas, chez les crustacés (Resch-Sedlmeier and 

Sedlmeier, 1999). Ces auteurs ont montré que l’insuline utilisée à 10-7M et 10-6M n’entraîne pas 

de stimulation de la sécrétion des enzymes digestives à partir de l’hépatopancréas de l’écrevisse 

américaine Orconectes limosus contrairement à son action chez les vertébrés. Cependant, Resh-

Sedlmeier et Sedlmeier (1999) ont effectué ces tests in vitro, se limitant donc à l’action d’un seul 

organe : l’hépatopancréas. L’utilisation d’animaux vivants implique l’intervention de 

mécanismes plus complexes permettant d’observer l’action de molécules in vivo, non détectable 

in vitro.  

En présence des 4 lysats testés (LBBMA4, LBBMA25, Gabolysat, PC60), les activités de 

l’amylase et de la trypsine sont stimulées. L’action des ensilages et lysats sur les activités 

digestives des artémies miment l’action des différentes hormones testées et cela avec des 

réponses du même ordre en terme de pourcentage. Cependant, Giard (1996) n’a trouvé aucun 

effet de lysats commerciaux (Gabolysat et PC60), sur la sécrétion des enzymes digestives au 

niveau de cellules isolées de la glande digestive de la coquille Saint Jacques. Dans notre étude, 
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l’expérimentation est effectuée sur des animaux in vivo, possédant donc probablement un 

système hormonal répondant à la prise alimentaire. Les données obtenues seraient donc la 

résultante de la présence, dans les ensilages, de molécules actives sur la sécrétion des enzymes 

digestives soit par voie directe, soit par voie indirecte. Ainsi, l’ajout de farine de calmar dans 

l’alimentation de larves et post-larves de crustacé est connu pour stimuler la sécrétion des 

enzymes protéolytiques (Brito et al., 2000). Toutefois, rien n’indique que les voies d’actions des 

4 différents ensilages sont les mêmes. De futures recherches permettront de connaître les voies 

d’actions de ces lysats.  

La réponse en terme d’activité est fonction de la concentration administrée. En effet, une 

élévation de la concentration en produits tests (lysats ou hormones) implique une stimulation 

plus importante de l’activité de l’amylase et une stimulation moins forte de l’activité de la 

trypsine. Resh-Sedlmeier et Sedlmeier (1999) ont démontré l’existence d’un effet dose positif de 

la concentration en gastrine (0 à 50nM) sur la sécrétion de l’amylase au niveau de 

l’hépatopancréas du crustacé Orconectes limosus. De plus, ils ont observé un effet dose négatif, 

malgré une stimulation par rapport au témoin, de l’activité au-delà d’une concentration de 5 10-9 

M. Il est intéressant de comparer les résultats obtenus au cours de cette expérimentation avec les 

résultats d’autres auteurs, concernant les concentrations et les effets doses observés. En effet, la 

gastrine produit chez les vertébrés et les invertébrés des courbes biphasiques, c’est à dire, des 

courbes avec un maximum, mais où la réponse est submaximale si la concentration est 

supramaximale (Gardner and Jensen, 1983; Resch-Sedlmeier and Sedlmeier, 1999). Chez les 

vertébrés la réponse maximale pour la gastrine est obtenue pour une concentration de 10-10M 

alors qu’elle est de 5 10-9M chez le crustacé Orconectes limosus (Resch-Sedlmeier and 

Sedlmeier, 1999). Les valeurs obtenues au cours de cette étude sont donc en accord avec la 

littérature puisqu’une concentration de 10-9M de gastrine entraîne une valeur maximum 

d’activité de la trypsine chez l’artémie. Cependant, de la même façon que ce qui a été observée 

par Resh-Sedlmeier et Sedlmeier (1999), les différences observées au niveau de l’amylase et de 

la trypsine en réponse aux molécules testées reste peu clair. En effet, ces différentes enzymes 

sont supposées être sécrétées à partir d’un même type cellulaire, les cellules B, chez les crustacés 

(Resch-Sedlmeier and Sedlmeier, 1999).  

De manière à déterminer la fraction contenant les molécules engagées dans la stimulation 

des activités enzymatiques digestives, les lipides, les glucides et une préparation de protéines 

digérées expérimentalement ont été fractionnés. En présence des ensilages LBBMA4 ou 

LBBMA25, mais aussi en présence des protéines digérées in vitro, les activités de la trypsine et 
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de l’amylase sont stimulées par rapport au témoin. En revanche, les glucides et les lipides issus 

des ensilages ne provoquent aucune modification des activités de la trypsine ou de l’amylase en 

comparaison avec les artémies témoins. Ces données suggèrent que la fraction protéique soit à 

l’origine de la stimulation de la sécrétion des enzymes digestives. Cependant, la digestion in 

vitro des protéines n’annule pas l’effet stimulant observé. Plusieurs hypothèses peuvent être 

proposées pour répondre à cette problématique : soit l’action stimulante observée est liée à de 

petits peptides et acides aminés, soit cette action est due à des protéines non digestibles présentes 

dans les ensilages. La farine de calmar utilisée en tant que complément alimentaire (quelques 

pourcents dans l’alimentation <10%) est connue pour avoir un effet promoteur de la croissance 

chez les crevettes en élevage (Cruz and Guillaume, 1983; Cruz-Ricque et al., 1989; Cruz-Suarez 

et al., 1992). Ainsi, Cruz-et al. (1983) indique la présence possible d’un facteur de croissance 

dans la fraction protéique de la farine de calmar. Cet extrait protéique agit positivement sur 

l’hyperplasie et l’hypertrophie de cellules musculaires de crevettes (Cruz-Ricque et al., 1987). 

Ces données ainsi que les expériences précédentes, portent à croire qu’il pourrait se trouver dans 

la fraction protéique des ensilages de seiches une molécule de type facteur de croissance tout 

comme dans la farine de calmar.  

La séparation des protéines contenues dans les ensilages, en fonction de leur poids 

moléculaire, permet de caractériser les fractions protéiques engagées dans la sécrétion des 

enzymes digestives. Seules les fractions de 14 à 18 issues de la séparation des ensilages 

LBBMA4 ou LBBMA25, soit des molécules de poids moléculaire compris entre 1,89 et 5,02 

kDa, sont capables de stimuler l’activité de la trypsine des artémies, en comparaison avec les 

animaux témoins. Cette étude montre que les ensilages sont capables d’induire une réponse, en 

terme d’activité enzymatique, semblable à l’action d’hormones telles que la gastrine ou 

l’insuline. Des molécules, présentes dans la fraction protéique, sont donc susceptible de stimuler 

le mécanisme digestif soit par voie directe via la présence de peptides actifs sur la digestion, 

c’est à dire des hormones-likes ; ou bien par voie indirecte via la présence de molécules dans les 

ensilages capables d’activer la voie hormonale impliquée dans la régulation de la sécrétion des 

enzymes digestives. Divers auteurs ont caractérisé des molécules de type 

gastrine/cholécystokinine like chez des crustacés (Favrel et al., 1987; Favrel et al., 1991). Ainsi, 

Favrel et al. (1987), ont démontré l’existence de peptides proches de gastrines/cholécystokinines 

de poids moléculaire d’environ 2,5kDa au niveau de l’estomac de la crevette Palaemon serratus 

par des méthodes immuno-cytochimiques. De plus, Favrel et al. (1991) ont isolé 4 peptides de 

type gastrines/cholécystokinines, au niveau de l’estomac du crustacé marin la langoustine 

Nephrops norvegius, dont les poids moléculaires sont compris entre 1 et 2kDa. Les fractions 
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positives correspondent à un poids moléculaire proche de ceux trouvés pour des peptides de type 

gastrines/cholécystokinines chez les crustacés. D’autres analyses seront nécessaires pour 

caractériser et identifier les molécules présentes dans les ensilages, capables de stimuler la 

sécrétion des enzymes digestives.  
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La Figure 75 synthétise les résultats obtenus au cours de cette expérience.  

 

Figure 75: Schéma de synthèse de l’étude de l’effet des ensilages ou hormones sur la sécrétion d’enzymes 
digestives chez l’artémie.  
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C.  Etude expérimentale de la régulation de la digestion chez les juvéniles de 

bars Dicentrarchus labrax 

1. Introduction 

L’ontogenèse est définie comme l’ensemble des changements morphologiques, 

physiologiques et comportementaux d’un individu d’une espèce au cours du temps. Différentes 

phases ontogénétiques sont recensées chez le poisson. D’abord la phase pré-larvaire, 

correspondant à un état endotrophe. Puis, la phase larvaire, caractérisée par la transition vers 

l’exotrophie, une période de différenciation tissulaire et de croissance, se terminant par la 

métamorphose. Ensuite, la phase juvénile (250mg environ en écloserie) qui suit immédiatement 

la métamorphose et se caractérise par une forte croissance. Enfin, la phase adulte, atteinte 

lorsque l’animal est capable de se reproduire. La métamorphose ainsi que les transitions entre 

différentes phases peuvent se traduire, selon les espèces, par des périodes très instables de 

changements morphologiques, anatomiques et physiologiques.  

La formation du tube digestif au cours du développement a été abondamment étudiée en 

relation avec la fonction digestive chez les larves. La différenciation du tube en compartiments 

successifs est généralement progressive durant les premiers jours de la phase larvaire 

(Zambonino-Infante and Cahu, 2001; Nebel, 2005). Les stades larvaire et juvénile correspondent 

essentiellement à des périodes d’ontogenèse et de croissance. Au début du stade larvaire, le foie 

devient massif et remplace progressivement la vésicule vitelline qui se résorbe. Dès le stade 

juvénile, sa forme et sa localisation sont très voisines de celles de l’adulte. Le pancréas se 

développe le long des vaisseaux sanguins qui parcourent le tube digestif et prend peu à peu la 

forme diffuse caractéristique de l'adulte (Diaz et al., 1998). Cependant, ces données se limitent 

aux premiers stades de développement du bar. En effet, peu de travaux concernent la maturation 

du système digestif chez les juvéniles et en particulier pour des poissons de 250 mg (sevrage 

alimentaire). Cette étape est cependant critique puisque lors du passage de l’état de larves à celui 

de juvéniles, les bars sont sevrés en écloserie. L’alimentation jusque là vivante est remplacée par 

une alimentation artificielle.  

2. Matériel et méthodes 

a. Matériel biologique 

Les poissons utilisés dans cette étude sont issus de l’expérimentation 2 (chapitre 3).  

Sur un même poisson, plusieurs paramètres peuvent être mesurés. Ainsi les juvéniles 

peuvent être divisés en quatre segments (Figure 76) (Cahu and Zambonino-Infante, 1994).  
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Figure 76: Illustration des segments de découpe des juvéniles de bars. T : « Segment Tête », P : « 
Segment Pancréatique (Cœur, Estomac, Foie)», I : « Segment Intestin » et Q : « Segment Queue ». 
(D’après Cahu et al., 1994).  
 
b. Analyses enzymologiques  

Les analyses d’enzymologie sont établies a posteriori sur des animaux congelés dans 

l’azote liquide (n=6) au moment du prélèvement puis à –80°C en attendant les dosages. 

Après décongélation des poissons, le segment pancréatique est disséqué puis broyé en 

présence de 50mg de billes de zirconium (Ø = 0,5mm) à l’aide d’un broyeur automatique à la 

fréquence de 30 oscillations/s, pendant 2 minutes. Le broyat de poissons est ensuite centrifugé à 

10 000g pendant 15 minutes à 4°C. Les dosages enzymatiques et protéique s’effectuent sur le 

surnageant.  

L’activité des phosphatases acides est basée sur l’utilisation de p-nitrophenyl-phosphate à 

2% en tant que substrat dans du tampon  TRIS 1M à pH 3 (Moyano et al., 1996). Ainsi, 0,1ml 

d’échantillon est ajouté à 0,1ml de substrat. Après 30 minutes d’incubation à 25°C, la réaction 

est stoppée par ajout de 1ml de NaOH 1M. L’absorbance est mesurée à 405nm. L'activité 

spécifique des phosphatases acides totales est exprimée en unité par mg de protéines où 1 unité 

enzymatique correspond à 1µmole L-1 de p-nitrophénol formée par minute. 

Les activités de l’amylase et de la trypsine sont dosées selon les méthodes développées 

précédemment (chapitre 1, II).  

La quantité de protéines est mesurée selon la méthode développée antérieurement (chapitre 

1, II).  

c. Histologie et microscopie électronique 

Le suivi en histologie et en microscopie électronique à transmission (MET) est exercé sur 

des animaux qui sont fixés (n=3) au moment du prélèvement. Pour l’histologie, les animaux 

entiers sont fixés dans du Davidson à 10% d’acide acétique et les lames subissent une coloration 

au trichrome de Masson, qui associe un colorant nucléaire (hématoxyline), un colorant 
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cytoplasmique (éosine) et un colorant fibrillaire (vert lumière). En ce qui concerne la MET, 

l’étude est effectuée sur l’intestin disséqué au préalable. La fixation de l’organe est faite dans un 

tampon phosphate à 2% de glutaraldéhyde et les lames sont contrastées avec de l'acétate 

d'uranyle (contrastant les nucléoprotéines : noyau, nucléole, ribosomes) et des sels de plomb 

(contrastant les membranes).  

L’observation en microscopie optique des effets des différents enrichissements est faite par 

un suivi histologique de coupes transversales du tractus digestif. Les coupes sont réalisées 

suivant 3 segments (X, Y et Z) (Figure 77). L’analyse a essentiellement été établie sur l’intestin 

(antérieur et postérieur) et sur les caeca pyloriques (CP). 

 

 

Figure 77: Anatomie générale du tractus digestif de Dicentrarchus labrax. A : Anus, Cp : Caeca 
pyloriques, E : estomac, F : Foie, Ia : Intestin antérieur, Ip : Intestin postérieur, O : Œsophage, R : Repli 
intestinal, V : Vessie natatoire. 
 
 

L’utilisation d’une grille de comptage de 100 carrés (10x10) permet de réaliser une analyse 

semi-quantitative des structures histologiques d’intérêt par mesure des proportions de chaque 

type cellulaire (nombre de cellules à mucus par rapport au nombre d’entérocytes par exemple) 

(Figure 78).  
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Figure 78: Calcul de la proportion relative de cellules à mucus (M) par rapport au nombre total 
d’entérocytes (E). 
 

Concernant la microscopie électronique, le logiciel National Instruments Vision Assistant 

7.0 et le logiciel Analysis, permettent une analyse semi-quantitative des surfaces relatives et 

longueurs des structures d’intérêt par rapport à l’ensemble de l’entérocyte.  

d. Analyses statistiques 

Les résultats sont donnés avec un écart type (n=10 pour chaque test). Les données sont 

comparées entre elles à l’aide d’une ANOVA complétée par un test de Tukey où les différences 

significatives (p<0,05) sont observées (Sokal and Rohlf, 1981).  

3. Résultats 

a. Analyses enzymologiques  

L’activité des phosphatases acides est stimulée en début de développement, notamment à 

J8 (âge : 68 jours) pour l’ensemble des compléments alimentaires testés (Tableau 33). Ainsi, 

l’activité est significativement augmentée (p<0,05) par rapport au témoin avec l’ensemble des 

traitements. Puis l’activité spécifique des phosphatases acides diminue pour l’ensemble des lots. 

La tendance est d’ailleurs maintenue après l’arrêt des enrichissements. Cependant, après 23 jours 

d’élevage (âge : 83 jours), les animaux recevant une alimentation enrichie en LBBMA25 ou en 

Gabolysat ont une activité spécifique des phosphatases acides significativement plus faible 

(p<0,05) que les poissons du lot témoin. En revanche, les juvéniles recevant une alimentation 

complémentée en PC60 ont une activité spécifique des phosphatases acides significativement 

plus élevée (p<0,05) que les poissons du lot témoin à J23 (âge : 83 jours). Après 56 jours 

d’élevage (âge : 116 jours), seuls les animaux recevant une alimentation enrichie en PC60 ont 

une activité spécifique des phosphatases acides significativement plus élevée (p<0,05) que les 

M

M

E

E

M

M

E

E
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poissons du lot témoin. Au-delà de 56 jours d’élevage (âge : 116 jours), il n’y a plus de 

différences significatives entre les différents lots.  

 
Tableau 33: Activité spécifique des phosphatases acides (U*10-5) au cours du temps et en fonction des 
traitements. Dans une même ligne, les lots n’ayant aucune lettre en commun sont significativement 
différents (ANOVA p>0,05). 
 

Jour de prélèvement Témoin LBBMA25 Gabolysat PC60 
J0 (âge : 60 jours) 5,9±0,4a 5,9±0,4a 5,9±0,4a 5,9±0,4a 
J8 (âge : 68 jours) 8,5±0,6a 15,3±1,0b 16,0±1,1b 16,6±1,1b 
J23 (âge : 83 jours) 9,2±0,6a 7,5±0,5b 7,4±0,5b 11,1±0,7c 
J56 (âge : 116 jours) 3,3±0,2a 3,8±0,3a 3,9±0,3a 5,4±0,4b 
J72 (âge : 132 jours) 1,2±0,8a 1,0±0,1a 1,1±0,7a 1,1±0,7a 
J92 (âge : 152 jours) 0,8±0,6a 1,0±0,4a 1,1±0,8a 0,9±0,5a 
J103 (âge : 163 jours) 0,9±0,6a 1,0±0,5a 0,9±0,8a 1,1±0,7a 

 
L’activité spécifique de l’amylase est relativement stable en ce qui concerne les animaux 

recevant une alimentation enrichie, tandis qu’elle subit de fortes variations dans le lot témoin au 

cours de l’élevage (Tableau 34). L’activité spécifique amylasique est significativement inhibée 

(p<0,05) par les trois enrichissements testés après 8 jours d’élevage (âge : 68 jours). Au 23ème 

jour d’élevage (âge : 83 jours), seuls les animaux recevant une alimentation enrichie au PC60 

voient leur activité amylasique significativement diminuée (p<0,05) en comparaison avec ceux 

du lot témoin. Après 56 jours d’élevage (âge : 116 jours), les enrichissements PC60 et 

LBBMA25 permettent une stimulation significative de l’activité spécifique de l’amylase 

(p<0,05). Au 72ème jour (âge : 132 jours), l’activité spécifique de l’amylase est significativement 

stimulée (p<0,05) par l’alimentation enrichie au Gabolysat. Après 92 jours d’élevage (âge : 152 

jours), tous les animaux recevant une alimentation enrichie ont une activité amylasique 

significativement stimulée (p<0,05). Au 103ème jour (âge : 163 jours), tous les animaux recevant 

une alimentation enrichie ont une activité amylasique significativement inhibée (p<0,05). 

 
Tableau 34: Activité spécifique de l’amylase (U*10-5) au cours du temps et en fonction des traitements 
Dans une même ligne, les lots n’ayant aucune lettre en commun sont significativement différents 
(ANOVA p>0,05). 
 

Jour de prélèvement Témoin LBBMA25 Gabolysat PC60 
J0 (âge : 60 jours) 0,4±0,05a 0,4±0,05a 0,4±0,05a 0,4±0,05a 
J8 (âge : 68 jours) 1,6±0,2a 0,5±0.06b 0,3±0,03c 0,3±0,04c 
J23 (âge : 83 jours) 0,9±0,1a 0,8±0,1ab 0,7±0,09ab 0,5±0,07b 
J56 (âge : 116 jours) 0,3±0,04a 0,6±0,08b 0,4±0,05a 0,7±0,09b 
J72 (âge : 132 jours) 0,2±0,02a 0,1±0,01a 0,2±0,03b 0,1±0,01a 
J92 (âge : 152 jours) 0,3±0,04a 0,5±0,06b 0,5±0,06b 0,5±0,07b 
J103 (âge : 163 jours) 0,8±0,04a 0,5±0,07b 0,4±0,05b 0,3±0,04b 
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L’activité spécifique de la trypsine est significativement inhibée (p<0,05) à J8 (âge : 68 

jours) pour l’ensemble des lysats (LBBMA25, Gabolysat et PC60) (Tableau 35). Au 23ème jour 

(âge : 83 jours) aucune différence significative n’est observée. Après 56 jours d’élevage (âge : 

116 jours), les juvéniles recevant une alimentation enrichie au Gabolysat ont une activité 

spécifique de la trypsine significativement inférieure (p<0,05) à celle des animaux témoins. Au 

72ème jour d’élevage (âge : 132 jours), les juvéniles recevant une alimentation enrichie au 

LBBMA25 ont une activité spécifique de la trypsine significativement supérieure (p<0,05) à 

celle des animaux témoins. Après 92 jours d’élevage (âge : 152 jours), les juvéniles recevant une 

alimentation enrichie au Gabolysat ou au LBBMA25 ont une activité spécifique de la trypsine 

significativement supérieure (p<0,05) à celle des animaux témoins. Après 103 jours d’élevage 

(âge : 163 jours), les juvéniles recevant une alimentation enrichie ont une activité spécifique de 

la trypsine significativement supérieure (p<0,05) à celle des animaux témoins. Entre les jours 23 

et 72, on observe une diminution de l’activité spécifique de la trypsine pour tous les lots. Les 

enrichissements stimulent significativement l’activité trypsique à partir de J93 (p<0,05), 

notamment avec le LBBMA25 et le Gabolysat. En effet, l’activité spécifique de la trypsine est 

stable au-delà de 72 jours d’élevage (âge : 132 jours) pour le lot témoin. Au contraire, elle 

augmente pour les juvéniles recevant un enrichissement.  

 
Tableau 35: Activité spécifique de la trypsine (U*10-5) au cours du temps et en fonction des traitements 
Dans une même ligne, les lots n’ayant aucune lettre en commun sont significativement différents 
(ANOVA p>0,05). 
 

Jour de prélèvement Témoin LBBMA25 Gabolysat PC60 
J0 (âge : 60 jours) 5,2±0,3a 5,2±0,3a 5,2±0,3a 5,2±0,3a 
J8 (âge : 68 jours) 9,2±0,2a 3,9±0,3b 2,5±0,2c 6,4±0,4d 
J23 (âge : 83 jours) 6,1±0,1a 6,2±0,4a 6,8±0,5a 7,3±0,5a 
J56 (âge : 116 jours) 3,1±0,1a 4,0±0,3a 2,2±0,1b 4,1±0,3a 
J72 (âge : 132 jours) 0,9±0,1a 1,8±0,1b 1,0±0,1a 1,1±0,1a 
J92 (âge : 152 jours) 0,7±0,1a 2,4±0,1b 3,1±0,6b 1,5±0,1a 
J103 (âge : 163 jours) 1,6±0,1a 6,9±0,5bc 7,2±0,5c 4,3±0,3b 

 
b. Histologie et microscopie électronique 

Les structures intestinales sont essentiellement observées au niveau des caeca pyloriques et 

non de l’intestin à proprement parlé (microscopie optique, objectif x40). L’ensemble des photos 

(Figure 79) montre une structure classique de l’intestin : des entérocytes de forme prismatique 

avec un noyau au pôle basal et une différenciation en microvillosités du pôle apical, 

caractéristique d’un épithélium simple prismatique et absorbant, ainsi que la présence de cellules 

à mucus entre les entérocytes.  
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L’enrichissement PC60 induit la présence de villosités peu nombreuses et de taille réduite 

dès le 8ème jour (âge : 68 jours) (Tableau 36). En revanche, les enrichissements LBBMA25 et 

Gabolysat entraînent une forte augmentation du nombre relatif de cellules à mucus par rapport au 

nombre d’entérocytes dès le 8ème jour (Figure 79 et Tableau 36). L’ensemble de ces phénomènes 

est observé à la fois au niveau du segment Y et du segment Z. L’arrêt de l’enrichissement 

n’entraîne pas de changement au niveau des structures intestinales. De cette façon, les 

différences observées entre les différents lots se maintiennent. Le pourcentage de cellules à 

mucus présentes au niveau de l’épithélium intestinal du segment Y évolue uniformément entre le 

lot témoin et le lot LBBMA25. Cependant, ce nombre est toujours significativement plus élevé 

(p<0,05) pour les animaux nourris avec un aliment enrichi en LBBMA25 au niveau du segment 

Y. En revanche, l’enrichissement Gabolysat, qui entraîne une augmentation du nombre de 

cellules à mucus en début de développement au niveau du segment Y, reste stable au cours du 

temps et ne montre plus de différence significative avec le lot témoin au-delà du jour 56 

d’élevage (age : 116 jours). Le nombre de cellules à mucus présentes au niveau du segment Y 

pour les animaux recevant un enrichissement PC60 est inférieur à celui des animaux témoins. Au 

niveau du segment Z, l’ensemble des traitements entraîne une évolution du nombre de cellules à 

mucus à une même vitesse. Cependant, l’enrichissement LBBMA25 entraîne toujours un nombre 

significativement plus élevé (p<0,05) de cellules à mucus, suivi par l’enrichissement Gabolysat. 

Puis vient le témoin et enfin l’enrichissement PC60 qui provoque la présence d’un nombre réduit 

de cellules à mucus.  

 
Tableau 36: Résultats d’histologie semi-quantitative (% de cellules à mucus parmi les cellules 
épithéliales) au niveau des segments Y et Z des juvéniles de bars. * : significativement différents (p>0,05) 
du témoin.  
 

Segment Y Témoin LBBMA25 Gabolysat PC60 
J8 (âge : 68 jours) 0,011±0,001  0,085±0,009 * 0,073±0,005* 0,027±0,006 
J23 (âge : 83 jours) 0,032±0,001  0,108±0,001* 0,079±0,002* 0,041±0,009  
J56 (âge : 116 jours) 0,069±0,009  0,126±0,02* 0,097±0,001* 0,038±0,001 * 
J72 (âge : 132 jours) 0,096±0,01  0,172±0,01 * 0,079±0,02 0,074±0,02  
J92 (âge : 152 jours) 0,120±0,01  0,203±0,01 * 0,1±0,01  0,08±0,001  
J103 (âge : 163 jours) 0,140±0,01  0,229±0,02 * 0,13±0,02  0,093±0,01  

Segment Z     
J8 (âge : 68 jours) 0,045±0,001  0,193±0,005* 0,062±0,008* 0,041±0,009*  
J23 (âge : 83 jours) 0,048±0,003 0,099±0,002* 0,079±0,001* 0,029±0,001 * 
J56 (âge : 116 jours) 0,058±0,005  0,122±0,01* 0,089±0,015* 0,035±0,003 * 
J72 (âge : 132 jours) 0,08±0,015  0,167±0,02*  0,103±0,01 * 0,061±0,001 * 
J92 (âge : 152 jours) 0,092±0,02  0,161±0,009*  0,116±0,01 * 0,069±0,001 * 
J103 (âge : 163 jours) 0,096±0,01  0,165±0,009 * 0,129±0,021* 0,078±0,002 * 
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Figure 79: Structure histologique des villosités intestinales au niveau des caeca pyloriques après 42 jours 
d’élevage (x40). a) segments Y des bars témoins. b) segments Z des bars témoins. c) segments Y des bars 
LBBMA25. d) segments Y des bars LBBMA25. e) segments Y des bars Gabolysat. f) segments Y des 
bars Gabolysat. g) segments Y des bars PC60. h) segments Z des bars PC60. L : Lumière intestinale ; Lb : 
Lame basale ; ↓↓↓↓ : Cellule à mucus ou caliciforme ; ∗∗∗∗ : Noyau entérocytaire ; Vi : Villosité intestinale.  
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L’utilisation de la microscopie électronique permet d’observer l’ultrastructure de l’intestin 

et plus particulièrement de l’épithélium intestinal. De ce fait, les entérocytes et leurs jonctions 

intercellulaires peuvent être observés (Figure 80). De plus, cette technique permet l’observation 

d’organites tels que les lysosomes, les mitochondries et les noyaux. 

Après 56 jours d’élevage (âge : 116 jours), de nombreuses modifications ultrastructurales 

apparaissent au niveau du tractus digestif des juvéniles de bars. Les différences les plus nettes 

s’observent au pôle apical des entérocytes sous la bordure brosse (B). En ce qui concerne les 

traitements LBBMA25 et Gabolysat (Figure 80), on observe la formation de cellules à mucus 

(Mu) appelées également cellules caliciformes. De plus, on observe la présence importante de 

mitochondries à crêtes tubulaires autour des structures particulières (cellules à mucus, lysosomes 

secondaires, vésicules d’endocytose) ainsi que la décondensation de la chromatine des noyaux 

cellulaires. Les résultats obtenus avec le PC 60 montrent que les microvillosités sont très peu 

développées et la présence de lysosomes secondaires (Ly) en grande quantité (Figure 80). 

 

 
 
Figure 80: Ultrastructure intestinale à 56 jours d’élevage. a) poissons témoins b) poissons LBBMA25 c) 
poissons Gabolysat d) poissons PC60. B : Bordure en brosse ; Ce : Canal excréteur de mucus ; Gm : 
Grains de mucine ; L : Lumière intestinale ; Ly : Lysosomes secondaires ; Mu : Cellule à mucus ou 
caliciforme ; Pt : Plateau terminal ; � : Jonctions intercellulaires. 
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Après 103 jours d’élevage (âge : 163 jours), les observations faites au 56ème jour se 

trouvent confirmées. Les images concernant les lysats montrent la présence de cellules à mucus 

avec le traitement LBBMA25 et le Gabolysat mais dans une proportion moindre qu’en début de 

développement (Figure 81). Le PC 60 quant à lui montre la présence de lysosomes secondaires 

en très grande quantité et une bordure en brosse peu développée, mais ne présente aucune autre 

structure particulière.  

 

 
Figure 81: Ultrastructure intestinale à 103 jours d’élevage. a) poissons témoins b) poissons LBBMA25 c) 
poissons Gabolysat d) poissons PC60. B : Bordure en brosse ; Cd : Chromatine décondensée ; Ce : Canal 
excréteur de mucus ; Gm : Grains de mucine ; L : Lumière intestinale ; Ly : Lysosomes secondaires ; Mt : 
Mitochondries à crête tubulaire ; Mu : Cellule à mucus ou caliciforme ; N : Noyau cellulaire ; Ve : 

Vésicules d’endocytose ; Pt : Plateau terminal ; ���� : Jonctions intercellulaires. 
 

La mesure de la taille des microvillosités montre qu’il existe des différences significatives 

en fonction de l’alimentation reçue après 103 jours d’élevage (âge : 163 jours) (Figure 82 et 

Figure 83). En effet, la taille moyenne des microvillosités est de 2,46µm pour les animaux 

témoins, de 1,97µm pour les animaux enrichis en Gabolysat, de 1,34 µm pour les animaux 

enrichis en PC60 et de 2,87µm pour les animaux enrichis en LBBMA25. Ces résultats montrent 

donc que la taille des microvillosités est significativement plus faible (p<0,05) pour les animaux 
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enrichis en PC60 par rapport aux autres lots. En revanche, l’enrichissement LBBMA25 entraîne 

une augmentation significative (p<0,05) de la taille des microvillosités en comparaison avec les 

animaux témoins.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 82: Ultrastructure intestinale des poissons à 56 jours d’élevage. Mesure de la longueur des 
microvillosités. a) Animaux recevant l’aliment témoin. b) Animaux recevant l’aliment PC60. c) Animaux 
recevant l’aliment Gabolysat. d) Animaux recevant l’aliment LBBMA25. 
 

 
Figure 83: Tailles de microvillosités (µm) des juvéniles de bars après 56 jours d’élevage en fonction de 
l’alimentation reçue. * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
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4. Discussion 

L'application de compléments alimentaires aux productions aquacoles suscite un intérêt qui 

s'accroît rapidement. Dans cette étude, les compléments alimentaires (LBBMA25, Gabolysat et 

PC60) sont testés sur un élevage de juvéniles de bars. Le métabolisme intègre de nombreux 

systèmes et processus. En effet, le métabolisme des animaux implique une multitude d’étapes qui 

s’étend de la capture de l’aliment, à son ingestion, à sa digestion, à son absorption et au transport 

des nutriments, à l’assimilation, à la partition et à l’utilisation de l’énergie, jusqu’au processus 

d’élimination des déchets (Nelson and Sheridan, 2006). Les mécanismes régulateurs sont donc 

essentiels pour obtenir une coordination appropriée de ces différentes étapes entre elles. Mais ces 

mécanismes dépendent aussi du statut physiologique et du stade de développement de l’animal. 

L’adaptation des enzymes digestives en fonction du stade de l’animal et de son alimentation est 

donc un élément clé. Nous avons choisi d’étudier plusieurs enzymes connues pour être 

impliquées dans la digestion. D’abord, les phosphatases acides, qui sont des enzymes 

hydrolytiques acides intracellulaires, largement impliquées dans les phénomènes de digestion 

chez les juvéniles. Puis, l’amylase qui est une enzyme alcaline extracellulaire impliquée dans la 

digestion des glucides. Enfin, la trypsine qui est une exoprotéase alcaline extracellulaire, connue 

pour intervenir dans la digestion des protéines chez les carnivores.  

Chez les vertébrés supérieurs, les enzymes digestives sont distribuées le long du tractus 

digestif. Ces enzymes sont restreintes à certaines sections du système digestif, démontrant par-là 

une zonation fonctionnelle (Lundstedt et al., 2004). Cet arrangement n’a pas été observé chez 

beaucoup de poissons, chez lesquels les enzymes sont distribuées tout le long du tractus digestif. 

En dépit du fait que les processus digestifs des poissons soient plus primitifs, le contenu 

enzymatique est très similaire à ce qui est observé chez des vertébrés supérieur (Lundstedt et al., 

2004). De plus, de nombreux peptides et hormones contrôlant les fonctions du système digestif 

chez les hauts vertébrés ont été trouvés chez les poissons (Smith, 1999). L’étude des enzymes 

digestives de poissons permet de mieux comprendre les mécanismes et l’utilisation des 

nutriments. Le changement d’alimentation peut modifier le profil enzymatique ou la 

concentration en enzymes. Chez les juvéniles, il y a une maturation du système digestif (Langar, 

1992). Ainsi, la digestion, initialement à prédominance intracellulaire, devient à prédominance 

extracellulaire au fur et à mesure de la maturation du système digestif (Zambonino-Infante and 

Cahu, 1994; Cahu and Zambonino-Infante, 1997; Zambonino-Infante et al., 1997; Cahu and 

Zambonino-Infante, 2001; Zambonino-Infante and Cahu, 2001; Cahu et al., 2004). La digestion 

intracellulaire est assurée par des enzymes agissant en milieu acide et la digestion extracellulaire 
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par des enzymes alcalines. Il existe donc une transition d’une digestion faisant intervenir 

principalement des enzymes acides telles que les phosphatases acides vers une digestion utilisant 

principalement des enzymes alcalines telles que l’amylase ou la trypsine.  

En début de développement, notamment à J8 (âge : 68 jours), l’activité des phosphatases 

acides est stimulée pour l’ensemble des compléments alimentaires expérimentés. Les divers 

enrichissements testés sont particulièrement riches en molécules de faibles poids moléculaires 

(Tableau 6, chapitre 1 ; chapitre 3). Zambonino-Infante et al. (1997) ont montré que l’utilisation 

de di- et tri-peptides dans l’alimentation de larves de bars Dicentrarchus labrax permet d’obtenir 

de meilleurs taux de croissance et de survie. De plus, de nombreuses études montrent que 

l’alimentation des juvéniles, du fait de leur digestion à prédominance intracellulaire, recquiert la 

présence de molécules de faibles poids moléculaires (Zambonino-Infante et al., 1997; 

Zambonino-Infante and Cahu, 2001). L’utilisation des divers lysats permettrait donc de stimuler 

l’activité des phosphatases acides en début du stade juvénile (environ 250mg à 500mg) et par 

conséquent de permettre une meilleure digestibilité de l’aliment. Cette phase est particulièrement 

délicate puisque les bars sont sevrés (passage d’une alimentation vivante à une alimentation 

artificielle) à la fin au début du stade juvénile (250mg). Une adaptation optimale des enzymes 

digestives à ce stade est particulièrement importante. Puis, au-delà de 23 jours d’élevage (âge : 

83 jours, 500mg), l’activité spécifique des phosphatases acides diminue pour l’ensemble des lots. 

Cette tendance est d’ailleurs maintenue après l’arrêt des enrichissements. Cette évolution des 

capacités digestives des juvéniles est liée à l’ontogenèse. Après 23 jours d’élevage (âge : 83 

jours), les animaux recevant une alimentation enrichie en LBBMA25 ou en Gabolysat ont une 

activité spécifique des phosphatases acides plus faible que les poissons du lot témoin. En 

revanche, les juvéniles recevant une alimentation complémentée en PC60 ont une activité 

spécifique des phosphatases acides plus élevée que les poissons du lot témoin à J23 (âge : 83 

jours). L’ensemble de ces données montre que l’utilisation des lysats (LBBMA25 ou Gabolysat) 

stimule d’abord puis inhibe les activités des phosphatases acides permettant ainsi une 

optimisation de la digestion des juvéniles. Ainsi, les mécanismes d’ontogénèse et maturation du 

système digestif restent prédominants et dirigent l’évolution globale des capacités digestives. 

Dans la littérature, il est montré que l’aliment permet de déterminer le maximum ou plateau 

d’activité de diverses enzymes pancréatiques ou intestinales (Pour revue : Zambonino-Infante et 

al., 2001). Cependant, l’aliment n’agit pas ou peu, au cours de l’ontogénèse, sur le déclin ou 

l’augmentation de ces activités enzymatiques qui sont programmées génétiquement (Zambonino-

Infante and Cahu, 2001). Pourtant, Zambonino-Infante et al. (2001) expliquent que le processus 
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de maturation du système digestif peut être stoppé ou au contraire accéléré lorsque les larves ou 

juvéniles reçoivent une alimentation adéquate.  

L’activité spécifique de l’amylase est relativement stable chez les animaux recevant une 

alimentation enrichie. En revanche, elle subit de fortes variations dans le lot témoin au cours de 

l’élevage. L’activité spécifique amylasique est inhibée par les trois enrichissements testés après 8 

jours d’élevage. Les divers enrichissements utilisés sont très pauvres en glucides et 

particulièrement riches en molécules d’origines protéiques facilement assimilables (Tableau 6, 

chapitre 1 ; chapitre 3). L’alimentation des poissons d’élevage et particulièrement des poissons 

carnivores tel que le bar, se caractérise par des taux élevés en protéines d’origine animale dans 

l’aliment (Panserat and Kaushik, 2002). La grande exigence du poisson en protéines alimentaires 

dérive du faible besoin énergétique (donc faible besoin en nutriments énergétiques non azotés 

tels que les glucides) et de l’importance du catabolisme direct par voie oxydative des acides 

aminés absorbés. Cela pourrait expliquer la faible variation d’activité amylasique observée au 

cours de l’élevage pour les animaux recevant une alimentation enrichie (Panserat and Kaushik, 

2002). Il est ainsi démontré que les glucides sont une source énergétique mineure chez la truite 

arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss (Panserat and Kaushik, 2002). En effet, en l’absence de 

glucides alimentaires, ce sont les protéines et les lipides qui sont rapidement et efficacement 

métabolisés afin de fournir l’énergie nécessaire à la couverture des besoins chez la truite 

(Panserat and Kaushik, 2002). L’amylase ne serait donc pas une enzyme clé impliquée dans la 

digestion des juvéniles de bars. Sa non-régulation prédéterminée au cours de l’ontogenèse 

conforte cette hypothèse.  

A J8, pour l’ensemble des lysats (LBBMA25, Gabolysat et PC60), l’activité spécifique de 

la trypsine est inhibée. Les lysats sont particulièrement riches en peptides et en acides aminés 

(Tableau 6, chapitre 1 ; chapitre 3), or la trypsine est une enzyme hydrolysant plutôt des 

protéines. Dans un premier temps les juvéniles, qui ont une digestion à prédominance 

intracellulaire vont privilégier l’utilisation des molécules de faible poids moléculaire donc 

inhiber ou ne pas stimuler l’activité d’enzymes extracellulaires telle que la trypsine. 

L’augmentation de l’activité spécifique de la trypsine intervient plus ou moins rapidement en 

fonction de l’enrichissement utilisé. En effet, ce phénomène se déroule dès le 72ème jour pour les 

juvéniles recevant une alimentation enrichie au LBBMA25, au 92ème jour d’élevage (âge : 152 

jours), en ce qui concerne les animaux recevant une alimentation enrichie au Gabolysat, et après 

le 103ème jour d’élevage (âge : 163 jours) pour les poissons recevant une alimentation enrichie au 

PC60. Cette augmentation de l’activité de la trypsine fait partie de la maturation du système 
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digestif. En effet, au cours de l’ontogenèse, la digestion des juvéniles de bars va devenir à 

prédominance extracellulaire et donc nécessiter l’implication d’enzymes extracellulaires 

alcalines telles que la trypsine.  

L’ensemble de ces données montre que l’utilisation de lysats au début du stade juvénile 

(250mg à 500mg) chez le bar Dicentrarchus labrax, permet une meilleure répartition des 

activités enzymatiques. Ainsi, les lysats vont entraîner une diminution de l’activité des enzymes 

extracellulaires et favoriser l’activité des enzymes intracellulaires. Ce mécanisme va permettre 

une optimisation de la digestion des juvéniles. Puis, lorsque la phase juvénile est suffisamment 

avancé (> 500mg) les lysats favorisent l’activité de la trypsine devenue une enzyme majeure 

dans la digestion puisqu’au cours de l’ontogenèse l’activité des enzymes intracellulaires acides 

diminue quelle que soit l’alimentation utilisée (Zambonino-Infante and Cahu, 2001). Au vu de 

ces résultats, l’hypothèse suivante peut être émise : les lysats utilisés au cours de cette étude 

entraînent une optimisation du système digestif et des capacités digestives de bar, en stimulant 

d’abord les enzymes intracellulaires acides, puis en accélérant la transition vers la digestion à 

prédominance extracellulaire.  

Cependant, la croissance et la survie sont très variables en fonction de l’enrichissement 

utilisé. De ce fait, l’utilisation du PC60 provoque de fortes mortalités et une faible croissance 

(diminution de 25% de poids par rapport au témoin). En revanche, une bonne survie et une 

croissance élevée sont obtenues avec les lysats LBBMA25 (+62% de poids par rapport au 

témoin) et Gabolysat (+37% de poids par rapport au témoin). Des paramètres autres que les 

enzymes digestives et leur bonne régulation sont donc à prendre en compte pour expliquer ces 

résultats zootechniques. Ainsi, une meilleure utilisation de la nourriture est largement 

dépendante de la digestion et de l’absorption de l’aliment. Ce processus est la résultante de 

plusieurs paramètres. D’abord, il est le produit de l’activité totale des enzymes digestives, 

incluant le stade final de la digestion et l’absorption, qui se déroule au niveau de la bordure en 

brosse de l’intestin (Klein et al., 1998). Ensuite, ce phénomène dépends de la capacité digestive 

des animaux qui est fonction de leur stade et de leur capacité à transférer l’aliment digéré à 

travers la membrane de l’épithélium de l’intestin (Klein et al., 1998). L’intestin est un organe 

impliqué dans d’importantes fonctions physiologiques. Ainsi, il est le site de la digestion des 

aliments et de l’absorption des nutriments (Caballero et al., 2003). L’utilisation optimale des 

nutriments alimentaires dépend donc fortement de l’efficacité de ces fonctions.  

Pour une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la digestion et la 

croissance des juvéniles de bars, nous avons choisi d’effectuer des études morphologiques et 
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morphométriques via l’utilisation de la microscopie optique et de la microscopie électronique. 

L’étude histologique permet d’observer la structure de l’intestin : des entérocytes de forme 

prismatique avec un noyau au pôle basal et une différenciation en microvillosités au niveau du 

pôle apical caractéristique d’un épithélium simple prismatique et absorbant. De plus, des cellules 

à mucus sont présentes entre les entérocytes. Ces cellules permettent de lubrifier l’épithélium 

pour favoriser les échanges. Ainsi, la sécrétion permet de maintenir une quantité d’eau (hydratant 

le mucus) qui favorise la diffusion des substances et les mécanismes d’absorption et une lame 

basale reposant sur le tissu conjonctif. Les cellules à mucus sont aussi présumées contribuer aux 

défenses des poissons contre les organismes pathogènes (Dezfuli et al., 2006). Des différences 

de structure intestinale sont essentiellement observées au niveau des caeca pyloriques et non de 

l’intestin. L’enrichissement PC60 entraîne la présence de villosités peu nombreuses et de taille 

réduite, ainsi qu’un nombre réduit de cellules à mucus dès le 8ème jour d’élevage (âge : 68 jours). 

En revanche, les enrichissements LBBMA25 et Gabolysat permettent une forte augmentation du 

nombre relatif de cellules à mucus par rapport au nombre d’entérocytes dès le 8ème jour 

d’élevage. L’arrêt de l’enrichissement ne provoque pas de changement au niveau des structures 

intestinales. De cette façon, les différences apparaissant entre les différents lots se maintiennent. 

L’enrichissement LBBMA25 entraîne toujours un nombre plus élevé de cellules à mucus, suivi 

par l’enrichissement Gabolysat, puis, vient le témoin et enfin l’enrichissement PC60 qui 

provoque la présence de peu de cellules à mucus. L’ensemble de ces données montre que 

l’augmentation du nombre de cellules à mucus au niveau de l’épithélium intestinal des juvéniles 

de bar est un phénomène intervenant dans l’ontogenèse. En effet, quelle que soit l’alimentation 

reçue, le nombre de cellules à mucus évolue positivement au cours de l’ontogenèse. Le nombre 

de cellules à mucus dénombrées au niveau du segment Z des juvéniles de bars est corrélé avec 

les poids obtenus au cours de l’élevage (Chapitre 3). Ainsi, les meilleurs résultats de croissance 

sont obtenus avec l’enrichissement LBBMA25, puis le Gabolysat, ensuite le témoin et enfin avec 

le PC60. La présence de cellules à mucus pourrait donc être un élément clé dans la mise en place 

du système digestif des bars, pour obtenir une digestion et une absorption suffisante à une bonne 

croissance.  

La microscopie électronique permet d’observer l’ultrastructure de l’intestin, et plus 

particulièrement de l’épithélium intestinal. De ce fait, les entérocytes, les cellules à mucus et les 

jonctions intercellulaires peuvent être observés. En ce qui concerne les traitements LBBMA25 et 

Gabolysat les cellules à mucus appelées également cellules caliciformes sont présentent en grand 

nombre. Ces dernières secrètent des grains de mucine dans la lumière intestinale par 

l’intermédiaire d’un canal excréteur. La présence importante de mitochondries à crêtes tubulaires 
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autour des structures particulières (cellules à mucus, lysosomes secondaires, vésicules 

d’endocytose) ainsi que la décondensation de la chromatine des noyaux cellulaires, montrent que 

l’activité cellulaire des entérocytes est importante (Philip and Balas, 2002). Les résultats obtenus 

avec le PC60 confirment ceux observés en histologie, puisque les microvillosités sont très peu 

développées. De plus, les lysosomes secondaires sont présents en grande quantité. L’observation 

de ces nombreux organites, impliquées dans la digestion intracellulaire, est en accord avec nos 

diverses observations. Ainsi, la maturation du système digestif de ces juvéniles recevant 

l’aliment PC60 est particulièrement troublée. Les lysats LBBMA25 et Gabolysat entraînent la 

présence de cellules à mucus mais dans une proportion légèrement moindre qu’en début de 

développement. La mesure de la taille des microvillosités montre qu’il existe des différences 

importantes en fonction de l’alimentation reçue après 103 jours d’élevage. En effet, la taille 

moyenne des microvillosités est de 2,46µm pour les animaux témoins, de 1,97µm pour les 

animaux enrichis en Gabolysat, de 1,34µm pour les animaux enrichis en PC60 et de 2,87µm 

pour les animaux enrichis en LBBMA25. La taille des microvillosités est nettement plus faible 

pour les animaux enrichis en PC60 par rapport aux autres lots. En revanche, l’enrichissement 

LBBMA25 entraîne une forte augmentation de la taille des microvillosités en comparaison avec 

les animaux témoins. Certains auteurs ont démontré que des saumons transgéniques, mutés au 

niveau du gène de l’hormone de croissance, ont une surface intestinale augmentée par rapport à 

des saumons témoins, suggérant que les saumons transgéniques sont capables d’augmenter leur 

croissance en augmentant la taille totale de l’intestin et en stimulant la sécrétion des enzymes 

digestives par les cellules intestinales (Stevens et al., 1999; Stevens and Devlin, 2000; Blier et 

al., 2002).  

L’enrichissement PC60 entraîne donc un faible développement de l’intestin caractérisé par 

des villosités et des microvillosités de tailles très réduites, peu de cellules à mucus ainsi qu’un 

nombre important de lysosomes secondaires. Cette structure faiblement développée de l’intestin 

est en accord avec les données zootechniques obtenues avec l’utilisation du PC60. Cet 

enrichissement entraîne donc un blocage de l’ontogenèse du système digestif, et en particulier de 

l’intestin, provoquant alors une forte mortalité et une croissance faible des juvéniles de bars. Le 

Gabolysat entraîne une forte augmentation du nombre de cellules à mucus permettant un 

meilleur échange à la surface de l’épithélium intestinal, ainsi que la présence de villosités 

développées. L’association de ces deux facteurs permet une amélioration de l’absorption des 

nutriments. Enfin, le LBBMA25 permet à la fois d’augmenter le nombre de cellules à mucus, la 

taille des microvillosités et favorise la présence de villosités développées. Ces trois paramètres 

optimisent l’absorption puisque la surface d’échange est particulièrement augmentée (grandes 
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villosités et microvillosités) et que l’échange est favorisé en milieu aqueux (beaucoup de cellules 

à mucus) (Philip and Balas, 2002).  

Il existe donc plusieurs niveaux de régulation de la digestion et de la maturation du 

système digestif chez le juvénile de bar Dicentrarchus labrax. En effet, l’ensemble de cette étude 

montre que la composition biochimique globale (protéines, glucides, lipides et poids 

moléculaire) des enrichissements intervient grandement dans la régulation des enzymes 

digestives. De ce fait, l’utilisation d’un enrichissement riche en molécules de faible poids 

moléculaire optimise les capacités digestives des juvéniles de bars. Toutefois, le dévelopement 

du système digestif et en particulier de l’intestin fait intervenir une régulation beaucoup plus fine 

impliquant des molécules particulières propres à un lysat donné. Les lysats Gabolysat et 

LBBMA25 permettent une forte stimulation de la croissance associée à une optimisation de la 

digestion des juvéniles de bars à la fois via la régulation des capacités digestives (composition 

biochimique globale), mais aussi en favorisant l’absorption des nutriments au niveau de l’intestin 

(molécules particulières). De plus, seul l’ensilage LBBMA25, permet une augmentation de la 

taille des microvillosités au niveau de l’intestin. Cet ensilage entraîne donc des changements 

importants au niveau de la physiologie digestive des juvéniles de bars. Une caractérisation des 

molécules impliquées dans ce mécanisme devra être envisagée.  
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La Figure 84 synthétise les résultats obtenus au cours de cette expérience.  

 
Figure 84: Schéma de synthèse de l’étude de l’effet des ensilages sur la capacité digestive et l’ontogenèse 
du système digestif de juvéniles de bars.  
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D. Conclusion 

L’ensemble de cette étude concernant l’action des ensilages sur la digestion a permis 

d’obtenir plusieurs réponses. 

D’abord, l’étude de l’effet des ensilages sur l’activité des enzymes digestives de 

métanauplii d’artémies in vivo a permis de caractériser la fraction impliquée dans cette 

stimulation. En effet, ces données suggèrent que la fraction protéique est à l’origine de la 

stimulation de la sécrétion des enzymes digestives. De plus, la séparation des protéines 

contenues dans les ensilages, en fonction de leur poids moléculaire, montre que seuls les 

peptides de poids moléculaires <5,02kDa sont capables de stimuler l’activité des enzymes 

digestives de l’artémie in vivo. 

Ensuite, nous avons comparé cette activité avec celles d’hormones (insuline et gastrine) de 

vertébrés, connues pour être impliquées dans régulation de la sécrétion d’enzymes digestives. 

Cette étude montre que les ensilages sont capables d’induire une réponse, en terme d’activité 

enzymatique et de concentration, semblable à l’action d’hormones telles que la gastrine ou 

l’insuline. De plus, les fractions positives correspondent à un poids moléculaire proche de ceux 

trouvés pour des peptides de type gastrine/cholécystokinine chez les crustacés.  

Cependant, l’expérimentation sur les artémies est effectuée sur des animaux in vivo, 

possédant donc probablement un système hormonal de réponse à la prise alimentaire. Les 

données obtenues peuvent donc être la résultante de la présence dans les ensilages de molécules 

actives sur la sécrétion des enzymes digestives soit par voie directe, soit par voie indirecte 

(stimulation des voies de type hormonale). De plus, rien n’indique que les voies d’action des 4 

différents ensilages seraient les mêmes.  

L’étude menée sur des juvéniles de bars montre que la composition biochimique globale 

(protéines, glucides, lipides et poids moléculaire) des enrichissements intervient de manière 

importante dans la régulation des enzymes digestives. De ce fait, l’utilisation d’un 

enrichissement contenant une part importante de molécules de faible poids moléculaire optimise 

les capacités digestives des juvéniles de bars.  

Cependant, l’ontogenèse du système digestif et en particulier de l’intestin fait intervenir 

une régulation fine impliquant des molécules particulières. Seul les lysats Gabolysat et 

LBBMA25 permettent une forte stimulation de la croissance associée à une optimisation de la 

digestion des juvéniles de bars à la fois via la régulation des capacités digestives (composition 
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biochimique globale), mais aussi en favorisant l’absorption des nutriments au niveau de l’intestin 

(molécules particulières).  

De plus, seul l’ensilage LBBMA25, permet une augmentation de la taille des 

microvillosités au niveau de l’intestin. Cet ensilage entraîne donc probablement des changements 

majeurs au niveau de la physiologie digestive des juvéniles de bars.  

Il existe donc plusieurs niveaux de régulation de la digestion et de la maturation du 

système digestif chez les larves et les juvéniles par les ensilages. D’abord, la régulation des 

capacités digestives, essentielles à une bonne digestion des larves et des juvéniles, mais aussi la 

régulation du dévelopement du système digestif qui détermine la bonne survie et croissance des 

animaux. L’activité sécrétagogue n’est donc pas suffisante pour estimer la qualité de la digestion. 

En effet, tous les lysats testés permettent une optimisation des capacités digestives mais 

l’ontogenèse du système digestif peut être inhibée (PC60), inchangée ou stimulée (Gabolysat, 

LBBMA25) en présence de ces lysats. Le mode d’action de ces différents lysats implique donc 

l’intervention de molécules différentes.  

 

 

IV Recherche de molécules bio actives sur le système immunitaire 

A. Introduction  

Les problèmes sanitaires dans les aquacultures sont une grande préoccupation. En effet, les 

maladies infectieuses constituent un problème majeur et représentent une des principales 

barrières au développement de l’aquaculture. Les larves d’animaux aquatiques sont fortement 

exposées aux troubles gastro-intestinaux associés aux microbes car elles débutent leur 

alimentation alors même que le tractus digestif n’est pas encore complètement développé. De 

même, leur système immunitaire est incomplet (Timmermans, 1987).  

Il existe plusieurs paramètres entrant dans le système de défense inné. D’abord, les 

paramètres physiques, comme avec la présence de mucus au niveau des épidermes, agissant 

comme une première barrière contre les infections. Mis à part le piégeage des pathogènes, le 

mucus contient des molécules impliquées dans l’immunité telles que des lectines, du pentraxin, 

du lysozyme, des protéines du complément, des peptides antimicrobiens et des 

immunoglobulines (Pour revue : Magnadottir, 2006).  
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Ensuite, l’existence de cellules du système inné avec des macrophages, l’activité de 

cellules inflammatoires et de cellules cytotoxiques.  

Finalement, il existe les paramètres humoraux, tels que les inhibiteurs de protéases, 

présents dans le sérum, qui sont impliqués dans la phase de réactions aiguës et la défense contre 

les pathogènes. En effet, de nombreux pathogènes sécrètent des enzymes protéolytiques 

(Magnadottir, 2006). Mais, le système humoral comprend aussi les enzymes lytiques telles que : 

le système prophénoloxydase, la voie lytique du complément avec le lysozyme, la chitinase, les 

cathepsines, qui sont des éléments importants de défense, principalement contre les bactéries. Le 

système prophénoloxydase inclut une série d’enzymes activant la cascade de la phénoloxydase. 

Cette succession enzymatique a le pouvoir d’encapsuler les bactéries, ce qui peut tuer un certain 

nombre de pathogènes et induit la coagulation (Petranyi, 2002). Le lysozyme est un paramètre 

important de la défense immunitaire chez les vertébrés et les invertébrés. Il est connu pour 

activer le système du complément et les phagocytes (Magnadottir, 2006). Le système du 

complément est un système de défense particulièrement ancien puisqu’il a été récemment 

identifié chez les invertébrés deutérostomiens tels que des échinodermes et des tuniciers (Pour 

revue : Boshra, 2006). La participation du complément aux voies alternatives et des lectines a 

aussi été démontrée chez les invertébrés (Boshra et al., 2006). Le système du complément est 

composé de nombreuses molécules plasmatiques jouant un rôle dans l’immunité innée et 

adaptative (Boshra et al., 2006). Le système du complément peut être activé par trois voies : 

alternative, lectine ou classique. La voie classique est initiée par le complexe antigène anticorps ; 

la voie alternative correspond à une activation spontanée du complément ; la voie des lectines 

requiert l’interaction de lectines avec les sucres de la paroi des microbes (Boshra et al., 2006). 

Les fonctions médiées par l’activation du complément dans l’immunité innée incluent la 

phagocytose et la cytolyse des pathogènes, la solubilisation des complexes immuns et 

l’inflammation (Boshra et al., 2006). Cependant, chez les poissons, les molécules impliquées 

dans la voie des lectines sont très mal connues.  

De nombreux immuno-stimulants (glucanes, vitamines, acides gras essentiels) ont été 

utilisés avec succès en aquaculture et leur effet stimulant sur la résistance aux maladies et aux 

stress est bien documenté (Boshra et al., 2006). En effet, l’activité du complément, présente dans 

le sérum de poisson, est stimulée par une administration orale de vitamine E ou C en 

supplémentation de l’aliment (Boshra et al., 2006). De plus, une déficience en ces vitamines 

implique une déplétion de la voie alternative du complément chez la truite (Boshra et al., 2006). 

Des effets similaires ont été observés chez de nombreuses espèces de poissons avec la vitamine 
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C. Enfin, l’activité hémolytique médiée par le complément est stimulée chez le poisson alimenté 

avec des immuno-stimulants tels des glucanes chez Dicentrarchus labrax ou des acides gras 

poly-insaturés ω3 ou des caroténoïdes chez Oncorhynchus mykiss (Boshra et al., 2006).  

Tous ces composants de l’immunité innée constituent la première défense immunitaire des 

invertébrés et des vertébrés contre les pathogènes. Les paramètres immuns innés, et en particulier 

les activités lysozymale et lytique, sont utilisés en tant qu’indicateurs de l’effet de facteurs 

externes tels que des compléments alimentaires, des probiotiques ou des immuno-stimulants, sur 

le système immunitaire et la résistance aux maladies des poissons (Magnadottir, 2006).  

 

B. Action de l’enrichissement LBBMA25 sur le système immunitaire de 

juvéniles de bars Dicentrarchus labrax 

1. Introduction 

Les poissons téléostéens représentent un groupe important chez les vertébrés (environ 

20.000 espèces). Ils sont apparus depuis environ 300 millions d’années et présentent des 

similarités dans l’organisation de leur système immunitaire avec les autres vertébrés (Scapigliatti 

et al., 2002). De plus, les téléostéens sont importants en aquaculture puisque beaucoup d’espèces 

ont été introduites dans des fermes aquacoles, et que d’autres sont étudiées afin de développer 

leur production aquacole. Différentes maladies peuvent affecter les poissons à tous les stades de 

leur vie et la connaissance de la régulation de leur système immunitaire est particulièrement 

important pour le contrôle sanitaire (Scapigliatti et al., 2002).  

Les poissons téléostéens possèdent un système immunitaire organisé pour la défense de 

l’organisme contre les pathogènes via l’existence de mécanismes immunitaires spécifiques et 

non-spécifiques (Scapigliati et al., 1999). La réponse innée précède généralement la réponse 

adaptative ; elle l’active et détermine la nature de celle ci (Magnadottir, 2006). Le système 

immunitaire inné est de première importance pour combattre les infections chez les poissons. 

Ainsi, le système de réponse acquise est relativement inefficace chez les poissons en raison de 

leur statut, d’un point de vue évolutif, et de leur nature poïkilotherme (Magnadottir, 2006). Il en 

résulte un répertoire limité en anticorps, une mémoire et une prolifération des lymphocytes 

réduites.  

L’apparition du système de défense immunitaire spécifique est très variable en fonction de 

l’espèce de poisson. En général, le système immunitaire acquis se développe tard chez les 
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espèces marines qui dépendent du système de défense inné pendant les premiers mois après la 

naissance (Magnadottir, 2006). Ainsi, le système immunitaire inné est d’une importance vitale 

pour la résistance aux maladies des poissons, et en particulier pendant le dévelopement du 

système immunitaire acquis.  

Les travaux récents montrent que les différences génétiques du système immunitaire et de 

leurs molécules associées sont faibles entre les mammifères et les poissons téléostéens (Press and 

Evensen, 1999). En dépit de ces légères différences, la morphologie, c’est à dire la structure et la 

forme du système immunitaire, est très différente entre les mammifères et les poissons (Press and 

Evensen, 1999). Les principales différences sont : l’absence de mœlle osseuse et de ganglions 

lymphatiques. Par conséquent, chez les poissons téléostéens, le rein constitue le principal organe 

lymphoïde en complément du thymus, de la rate et des tissus lymphoïdes associés aux 

muqueuses (Press and Evensen, 1999). Le rein (Figure 85) est un organe en Y qui est décrit 

comme possédant de nombreux compartiments fonctionnels et anatomiques (Press and Evensen, 

1999; Villeneuve, 2005).  

 

 
Figure 85 : Schéma des reins ainsi que les principales veines rénales, chez le bar Dicentrarchus labrax 
(Grassi Milano et al., 1997).  
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La plus grande partie du rein des téléostéens possède peu de tissus excréteurs et correspond 

au rein céphalique. Ce dernier est principalement un compartiment lympho-myéloïde (Press and 

Evensen, 1999). Le rein céphalique est un organe clé dans l’immunité des poissons car c’est le 

principal site de développement et de prolifération des lymphocytes B, des macrophages et 

probablement des granulocytes (Romano et al., 2002). Le tronc du rein est constitué de tissus 

rénaux avec les glomérules, tubules et canaux collecteurs. En revanche, la partie la plus haute du 

rein (rein céphalique) est pratiquement dépourvue de tissu rénal et est dit agglomérulaire (Grove 

et al., 2006). Ainsi, le rein céphalique est un important organe hématopoïétique et possède de 

nombreuses similitudes avec la mœlle épinière des mammifères (Press and Evensen, 1999). Le 

rein céphalique sert en tant qu’un second organe lymphoïde, un analogue de ganglion 

lymphatique, important dans l’induction et l’élaboration de la réponse immunitaire (Press and 

Evensen, 1999). Le rein céphalique est impliqué à la fois dans la réponse immunitaire non 

spécifique et dans la réponse spécifique (Press and Evensen, 1999). Chez le bar, le système rénal 

consiste en un organe en « Y », où les branches antérieures et la région antérieure de l’unique 

branche postérieure constituent les tissus hématopoïétiques pauvres en tubules et en glomérules 

(Grassi Milano et al., 1997). Puis, le tissu change en partie caudale, où se trouve une région de 

transition entre la partie hématopoïétique et excrétrice du rein postérieur. Ce dernier est 

graduellement réduit et substitué par des tubules et des glomérules (Grassi Milano et al., 1997). 

Les canaux de Cuvier et les veines cardinales antérieures et postérieures se situent dans la partie 

antérieure du rein.  

 

Au début du développement des bars Dicentrarchus labrax, la partie antérieure du rein est 

excrétrice, puis elle est progressivement remplacée par le tissu lymphoïde hématopoïétique 

(Grassi Milano et al., 1997). Au cours de cette transformation, le rein postérieur se développe et 

devient le rein excréteur. Chez Dicentrarchus labrax, les premières cellules hématopoïétiques 

apparaissent une semaine après la naissance et leur nombre augmente graduellement (Grassi 

Milano et al., 1997). Des bourgeons de tubes mésonéphriques se forment à partir du pronephros 

vers 20 jours (Nebel, 2005). Reliés à un petit glomérule, chaque tubule grandit en diamètre et en 

longueur, se replient tandis que leur nombre s’accroît (Nebel, 2005). La régression du 

pronephros commence entre 90 et 100 jours après la naissance. De cette manière, la 

morphogenèse du rein postérieur est complète 4 mois après la naissance des poissons (Grassi 

Milano et al., 1997). L’acquisition rapide de ce système de défense immunitaire est donc 
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essentielle pour les juvéniles de bars qui n’ont pour se défendre dans un premier temps que le 

système de défense inné.  

2. Matériel et méthodes 

a. Matériel biologique 

Les poissons utilisés dans cette étude sont issus de l’expérimentation 3 pour les analyses 

d’activités impliquées dans l’immunité et de l’expérimentation 2 pour les observations 

histologiques (chapitre 3). Les sérums n’ont pu être prélevés qu’à partir du 28ème jour (age : 103 

jours) en raison de la taille des poissons et d’une quantité insuffisante de sang avant cette date.  

b. Histologie 

La préparation des lames est effectuée comme décrit précédemment (chapitre 4, III) et la 

structure du rein céphalique est observée sur le segment X (Figure 76).  

c. Dosages des activités immunitaires  

Les poissons sont anesthésiés sur de la glace. Après prélèvement du sang au niveau du 

cœur à l’aide d’une seringue stérile, le sang est centrifugé 5 minutes à 10 000g. Les différentes 

analyses sont effectuées sur le sérum (surnageant).  

• Dosage de l’activité lysozyme-like 

L’activité du lysozyme, contenue dans le sérum, est mesurée indirectement via la lyse 

d’une suspension de Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698, microorganisme particulièrement 

sensible au lysozyme (Thompson et al., 1995). La présence d’une activité de type lysozyme est 

mise en évidence par diminution de l’absorbance à 450nm après 5 minutes. L’activité est 

comparée à l’aide d’une gamme étalon qui est effectuée avec du lysozyme de blanc d’oeuf de 

poule. L’activité lysozymale est exprimée en équivalent du lysozyme de blanc d’œuf utilisé pour 

effectuer la gamme étalon.  

• Dosage de l’activité phénoloxydase 

L’activité phénoloxydase contenue dans le sérum est mesurée par spectrométrie en 

déterminant la formation du dopachrome à partir de la L-DihydrOxyPhenylAlanine (L-DOPA) 

(Hernandez-Lopez et al., 2003). L’échantillon (50µl) est ajouté à 150µl de Tris 0,05M, pH 8, 

puis incubé avec 50µl de tampon cacodylate 10mM, pH 7 et 50µl de L-DOPA (3g.L-1) pendant 

10 minutes à 25°C. L’absorbance est lue à 492nm. L’activité phénoloxydase est exprimée en 

unité (où une unité correspond une unité d’absorbance).  
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• Dosage de l’activité anti-protéasique 

L’activité anti-protéasique est mesurée en ajoutant 5µl de sérum à 15µl de trypsine 

(1mg/10ml) contenue dans du tampon Tris 0,05M, pH 8. L’ensemble est incubé pendant 5 

minutes à température ambiante (Thompson et al., 1995). Puis, 200µl de BAPNA (10,4mg/20 ml 

de Tris 0,01M, pH 7,4) sont ajoutés. L’incubation est effectuée pendant 15 minutes à 

température ambiante. Puis, la réaction est arrêtée par l’ajout de TCA à 30% (500µl). Un témoin 

positif est réalisé sans sérum. L’absorbance est lue à 410nm. L’activité anti-protéasique est 

exprimée en pourcentage d’inhibition par rapport au témoin positif.  

• Dosage de l’activité anti-vibrio 

Dans une étape préliminaire, les pathogènes (Vibrio carchariae, pathogène d’ormeau 

Haliotis sp.et Vibrio anguillarum, pathogène de poissons) sont soumis à une pré-culture par un 

ensemencement à 1% de 2 tubes de 10ml de bouillon TSB à 20% de NaCl puis incubé pendant 

24 heures à 22°C en aérobiose. Après 48 heures de préculture, les vibrios sont dilués suite à la 

mesure de la DO à 540nm puis étalés sur 20ml de gélose Zobell de manière à ce que la 

concentration soit de 5.106UFC.ml-1 et le tapis bactérien non confluent (540nm : DO 

=1.109UFC.ml-1 soit en général une dilution à 103 de la préculture de 24 heures de Vibrio sp.). 

Des puits (Ø = 6mm) sont ensuite creusés dans la gélose à l’aide de cônes stériles. Le fond de ces 

puits est obturé par 20µl de gélose blanche molle stérile à 7% d’agar. Puis, 30µl de surnageant 

sont déposés au fond du puits. Les boites sont alors mises à incuber en aérobiose 2 heures à 4°C 

afin de permettre la diffusion d’éventuels métabolites puis 48 heures à 22°C en aérobiose pour 

permettre la croissance des vibrios. L’activité anti-microbienne est quantifiée par mesure des 

surfaces d’inhibition (Si) autour des puits (mm2) (Figure 86). 

 

 

Figure 86: Illustration de la méthode de diffusion sur agar pour la quantification des activités anti-
microbiennes. Si = surface d’inhibition (mm²). Les flèches indiquent la diffusion à travers la gélose 
(Frouël, 2006).  
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d. Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés avec un écart type (n=10 pour chaque test). Les données sont 

comparées entre elles à l’aide d’une ANOVA complétée par un test de Tukey où les différences 

significatives (p<0,05) sont observées (Sokal and Rohlf, 1981).  

3. Résultats 

Les Figure 87 et Figure 88 montrent l’ontogenèse du rein céphalique chez des juvéniles de 

bars recevant différentes alimentations. Plusieurs caractéristiques sont observées au niveau du 

rein céphalique : d’abord la présence de la veine cardinale, ensuite l’existence de tubules rénaux 

en nombres variables en fonction de l’aliment et de l’age des animaux, enfin des mélano-

macrophages caractérisés par la présence de granules noirs, chargés en mélanine. Au cours du 

développement, la taille du rein céphalique augmente régulièrement quelle que soit 

l’alimentation. Cependant, la taille du rein céphalique est rapidement (dès 23 jours d’élevage soit 

un âge de 83 jours) plus importante pour les animaux alimentés avec l’aliment LBBMA25 5%.  

Après 8 jours d’élevage (âge : 68 jours), les animaux recevant une alimentation témoin 

montrent la présence de peu de tubules rénaux dans le rein céphalique. En revanche, après 8 

jours d’élevage (âge : 68 jours), les animaux qui sont nourris avec de l’aliment LBBMA25 5% 

possèdent un nombre important de tubules rénaux puisque ces tubules sont présents dans 

l’ensemble de la surface du rein céphalique. Au 23ème jour d’élevage (âge : 83 jours), les 

animaux recevant une alimentation témoin montrent la présence de nombreux tubules dans le 

rein céphalique. Ainsi, ils représentent une grande partie de la surface du rein à ce niveau. Au 

contraire de ce qui est observé pour les juvéniles témoins, les animaux alimentés avec du 

LBBMA25 5% possèdent très peu de tubules rénaux. Après 72 jours d’élevage (âge : 132 jours), 

le nombre de tubules rénaux diminue quelle que soit l’alimentation, néanmoins, le nombre de 

tubules reste plus faible pour les animaux nourris avec l’aliment LBBMA25 5%. Après 92 jours 

d’élevage (âge : 152 jours), le nombre de tubules rénaux diminue quelle que soit l’alimentation. 

Ainsi, il n’y a plus du tout de tubules pour les animaux recevant l’aliment LBBMA25 5% et il ne 

reste que quelques tubules pour les juvéniles témoins. Ce même phénomène est observé après 

103 jours d’élevage (âge : 163 jours).  
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Figure 87 : Morphogenèse du rein céphalique chez les juvéniles de bars ayant reçus divers aliments (*40). 
a) Animaux témoins après 8 jours d’élevage (âge : 68 jours). b) Animaux témoins après 23 jours 
d’élevage (âge : 83 jours). c) Animaux témoins après 72 jours d’élevage (âge : 132 jours). d) Animaux 
LBBMA25 5% après 8 jours d’élevage (âge : 68 jours). e) Animaux LBBMA25 5% après 23 jours 
d’élevage (âge : 83 jours). f) Animaux LBBMA25 5% après 72 jours d’élevage (âge : 132 jours). h : tissu 
hématopoïétique ; mé :mélano-macrophages ; tu : tubules rénaux ; vc : veine cardinale. 
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Figure 88 : Morphogenèse du rein céphalique chez les juvéniles de bars ayant reçus divers aliments (*40). 
a) Animaux témoins après 92 jours d’élevage (âge : 152 jours). b) Animaux témoins après 103 jours 
d’élevage (âge : 163 jours). c) Animaux LBBMA25 5% après 92 jours d’élevage (âge : 152 jours). d) 
Animaux LBBMA25 5% après 103 jours d’élevage (âge : 163 jours). h : tissu hématopoïétique ; 
mé :mélano-macrophages ; tu : tubules rénaux ; vc : veine cardinale. 
 

Au 28ème jour d’élevage (âge : 103 jours), les poissons recevant l’aliment LBBMA25 2%, 

ont une activité lysozymale significativement plus élevée (p<0,05) que les bars témoins (Figure 

89). Le même phénomène est observé après 56 jours d’élevage (âge : 131 jours). De plus, une 

même tendance est observée pour l’activité lysozymale entre le jour 28 et 56 quel que soit 

l’aliment reçu. En effet, cette activité augmente significativement (p<0,05) pour l’ensemble des 

poissons et cela dans les mêmes proportions soit +0,13 équivalent lysozyme de blanc œuf pour 

tous les poissons.  
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Figure 89 : Activité lysozymale détectée dans le sérum de juvéniles de bars ayant reçus différents 
aliments après 28 jours (âge : 103 jours)……ou 56 _____ jours d’élevage (âge : 131 jours).  
 

Aucune différence significative n’est observée au jour 28 (âge : 103 jours) concernant 

l’activité phénoloxydase (Figure 90). En revanche, l’activité phénoloxydase est significativement 

plus élevée (p<0,05) pour les poissons recevant l’aliment LBBMA25 2% que pour les juvéniles 

témoins. De plus, l’activité phénoloxydase augmente de manière significative (p<0,05) entre le 

28ème et le 56ème pour tous les poissons. Cette activité est plus importante d’un facteur 6,7 et 10, 

respectivement, pour les juvéniles recevant l’aliment témoin et LBBMA25 2%.  

L’activité anti-protéasique dosée dans le sérum de juvéniles de poissons après 28 et 56 

jours d’élevage est représentée sur la Figure 91. Après 28 jours d’élevage (âge : 103 jours), 

aucune différence significative n’est observée entre les deux lots. Cependant, à 28 jours 

d’élevage (âge : 103 jours), l’activité anti-protéasique est particulièrement élevée pour 

l’ensemble des poissons puisqu’elle permet plus de 80% d’inhibition de l’activité protéasique. 

Au 56ème jour, les animaux recevant l’aliment LBBMA25 2% ont une activité anti-protéasique 

significativement plus forte (p<0,05) que les juvéniles témoins. Une même tendance, de l’activité 

anti-protéasique à diminuer entre le 28ème et le 56ème jour d’élevage, est observée. Cependant, 

cette diminution n’est que de 1,6 fois pour les animaux recevant l’aliment LBBMA25 2%, contre 

7 fois pour les animaux témoins.  
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Figure 90: Activité phénoloxydase détectée dans le sérum de juvéniles de bars ayant reçus différents 
aliments après 28 jours (âge : 103 jours) ……ou 56 _____ jours d’élevage (âge : 131 jours). * : 
significativement différent du témoin.  
 

 

Figure 91: Activité anti-protéase détectée dans le sérum de juvéniles de bars ayant reçus différents 
aliments après 28 jours (âge : 103 jours)……ou 56 _____ jours d’élevage (âge : 131 jours). * : 
significativement différent du témoin.  
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Le dosage des activités anti-microbiennes, dirigées contre deux pathogènes marins Vibrio 

carchariae (pathogène d’ormeaux) et Vibrio anguillarum (pathogène de poissons), dans le sérum 

des juvéniles de bars alimentés avec divers aliments est représenté Tableau 37. Les résultats 

montrent que le sérum de poisson n’a pas d’activité anti-microbienne quelles que soient les 

conditions d’alimentation et l’âge des poissons.  

 
Tableau 37 : Activité anti-microbienne contre les pathogènes Vibrio carchariae et Vibrio amguillarum, 
détectée au niveau du sérum de juvéniles de bars recevant différents aliments, à 28 ou 56 jours d’élevage. 
* : significativement différent du témoin.  
 

 Témoin J28 
LBBMA25 2% 

J28 
Témoin J56 

LBBMA25 2% 
J56 

Activité anti-bactérienne 
contre le pathogène Vibrio 

carchariae (surface 
d’inhibition mm2) 

0  0  0  0  

Activité anti-bactérienne 
contre le pathogène Vibrio 

anguillarum (surface 
d’inhibition mm2) 

0  0  0  0  

 
4. Discussion 

Une nutrition adéquate est reconnue comme étant cruciale pour une bonne santé et capacité 

à détruire les pathogènes (Amar et al., 2004). De nombreuses déficiences immunitaires ont été 

rapportées comme étant corrélées à un apport insuffisant en éléments essentiels (Amar et al., 

2004). De plus, dans des conditions d’élevage intensif, de nombreuses espèces de poisson 

génèrent un stress lié à l’environnement. Cela conduit à une altération ou même une suppression 

du système immunitaire rendant les poissons sensibles à diverses maladies (Villamil et al., 

2003). Pendant l’élevage, l’utilisation routinière d’antibiotiques n’est pas conseillée. Ils peuvent 

ainsi induire des effets négatifs sur la flore naturelle des poissons et augmenter le risque de 

présence de bactéries résistantes aux antibiotiques (Villamil et al., 2003). Une alternative 

intéressante pour le contrôle des maladies est d’utiliser des immuno-stimulants, qui augmentent 

la résistance des poissons, par la stimulation des mécanismes de défense immunitaire.  

Il existe un intérêt considérable à surréguler le système immunitaire inné à l’aide 

d’immuno-stimulants (Magnadottir, 2006). Les immuno-stimulants sont des extraits biologiques 

ou synthétisés chimiquement, capables de stimuler la réponse immunitaire par l’activation des 

activités bactéricides (Bagni et al., 2005). Les immuno-stimulants peuvent être subdivisés en 

plusieurs groupes selon leur source : bactérienne, dérivé algal, dérivé animal, facteur nutritionnel 

ou les cytokines/hormones (Bricknell and Dalmo, 2005). Ces sous-groupes sont indépendants du 

mode d’action des immuno-stimulants. Différentes catégories de substances sont connues pour 
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agir comme immuno-stimulants mais peu d’entre elles peuvent être utilisées en aquaculture 

(Bagni et al., 2005). Les β-glucanes de levures, connus pour stimuler la réponse immunitaire 

chez de nombreuses espèces de poissons, augmentent la production de protéines lytiques anti-

microbiennes telles que le lysozyme et le complément (Bagni et al., 2005). Les effets 

biologiques des immuno-stimulants sont hautement dépendants du récepteur de la cellule qui le 

reconnaît en tant que molécule potentiellement à risque et stimule les voies de défenses 

immunitaires (Bricknell and Dalmo, 2005). Une augmentation des activités et composants de la 

réponse innée est bénéfique pour les poissons, et en particulier dans les conditions d’aquaculture. 

Cela est surtout vrai en ce qui concerne l’aquaculture des larves et des juvéniles où il existe de 

nombreuses pertes en raison d’un système immunitaire incomplet (Magnadottir, 2006). En effet, 

ces pertes sont attribuées aux infections provenant d’opportunistes environnementaux et de 

bactéries pathogènes (Magnadottir, 2006). Les immuno-modulateurs peuvent constituer des 

suppléments aux vaccins pour la protection des poissons d’aquaculture contre les maladies 

(Bogwald et al., 1996).  

Les observations histologiques du rein céphalique permettent d’obtenir des informations 

sur le dévelopement rénal en fonction des aliments utilisés. Au niveau du rein céphalique, on 

note la présence de la veine cardinale, de tubules rénaux en nombres variables et des mélano-

macrophages caractérisés par la présence de granules noirs, chargés en mélanine (Press and 

Evensen, 1999). Au cours du développement, la taille du rein céphalique augmente 

régulièrement quelle que soit l’alimentation. Cependant, la taille du rein céphalique est 

rapidement (dès 23 jours d’élevage soit un âge de 83 jours) plus importante pour les animaux 

nourris avec l’aliment LBBMA25 5%. Ce phénomène est certainement lié à une croissance plus 

importante des juvéniles lorsqu’ils sont alimentés avec ce dernier aliment (chapitre 3, III). De 

plus, après 8 jours d’élevage (âge : 68 jours), les animaux qui reçoivent une alimentation témoin 

montrent la présence de peu de tubules rénaux au niveau du rein céphalique. En revanche, les 

animaux recevant l’aliment LBBMA25 5% possèdent un nombre important de tubules rénaux 

puisque ces tubules sont présents dans l’ensemble de la surface du rein céphalique. Ces données 

sont particulièrement intéressantes étant donné que chez le bar, Dicentrarchus labrax, des 

bourgeons de tubes mésonéphriques se forment à partir du pronephros vers 20 jours (Nebel, 

2005). Ainsi, dans un premier temps, la partie antérieure du rein est excrétrice. Cette dernière se 

développe et le nombre de tubules augmente. Lorsque le système excreteur du rein est 

fonctionnel, la partie antérieure est progressivement remplacée par le tissu lymphoïde 

hématopoïétique (Grassi Milano et al., 1997). Nos résultats montrent donc que chez les animaux 

alimentés avec l’aliment LBBMA25 5% le nombre de tubules augmente rapidement, 
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contrairement au juvéniles témoins. L’ontogenèse de la partie excrétrice du rein est plus rapide 

en présence de l’aliment LBBMA25 5%. Au cours du développement, le rein postérieur se 

développe et devient le rein excréteur. La régression du pronephros commence après 90 à 100 

jours après la naissance. De cette manière, la morphogenèse du rein postérieur est complète 4 

mois après la naissance des poissons (Grassi Milano et al., 1997). Nos résultats montrent un 

retard dans l’ontogenèse du système excréteur et hématopoïétique situé au niveau du rein 

céphalique chez les juvéniles témoins par rapport au juvéniles alimentés avec l’aliment 

LBBMA25 5%. Ainsi, la morphogenèse du rein céphalique est achevée plusieurs semaines plus 

tôt pour les animaux alimentés avec l’aliment LBBMA25 5%.  

Plusieurs analyses d’activités impliquées dans l’immunité ont été effectuées dans le sérum 

des juvéniles de bar alimenté soit en aliment témoin soit en aliment LBBMA25 2%. Au 28ème 

jour d’élevage (âge : 103 jours), les poissons recevant l’aliment LBBMA25 2%, ont une activité 

lysozymale plus élevée que les bars témoins. Le lysozyme est une activité importante du système 

de défense inné (Magnadottir et al., 2005) ; c’est une enzyme qui détruit les cellules bactériennes 

en coupant les liaisons glycosidiques au niveau des peptidoglycanes de la paroi (Reynaud and 

Deschaux, 2006). Il agit directement sur la paroi des bactéries Gram+ et sur les peptidoglycanes 

de la couche interne chez les bactéries Gram- lorsque le complément et les autres enzymes ont 

détruit la paroi externe (Reynaud and Deschaux, 2006). Le lysozyme présent dans le sérum de 

poisson est connu pour être généralement d’origine leucocytaire (Magnadottir et al., 2005). Les 

résultats obtenus au cours de cette expérimentation montrent la capacité de l’alimentation à 

réguler, tôt dans le développement des juvéniles de bar, l’activité lysozymale. En revanche, les 

activités de la phénoloxydase et anti-protéase ne montrent aucune différence après 28 jours 

d’élevage (âge : 103 jours). Ces activités ne sont pas régulées par l’aliment LBBMA25 2% à ce 

stade de maturation. Il est à noter que l’activité anti-protéases est particulièrement élevée au 

28ème jour d’élevage (âge : 103 jours). De la sorte, le plasma de poisson contient de nombreux 

inhibiteurs de protéases qui permettent d’inhiber les nombreuses toxines produites par les 

bactéries (digérant les protéines des tissus de l’hôte en tant que source d’acides aminés) (Ellis, 

1999). Les différents dosages effectués au 56ème jour (âge : 131 jours) montrent que les animaux 

recevant une alimentation LBBMA25 2% possèdent des activités lysozymale, phénoloxydase et 

anti-protéases plus élevées que les juvéniles recevant une alimentation témoin. Donc, l’aliment 

LBBMA25 2% peut être considéré comme un immuno-stimulant puisqu’il est capable 

d’augmenter les activités immunitaires impliquées dans les mécanismes de défenses innés. Ce 

phénomène est corrélé à une forte stimulation de la croissance des juvéniles et une bonne survie 

(chapitre 3, III). Plusieurs auteurs ont montré une corrélation entre immuno-stimulation et 
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activité promotrice de croissance (Sakai, 1999; Villamil et al., 2003). De plus, ces mêmes 

auteurs ont démontré que l’hormone de croissance fonctionne à la fois en tant qu’immuno-

stimulant et stimule la croissance. Ainsi, des truites injectées avec de l’hormone de croissance 

montrent une résistance accrue contre Vibrio anguillarum (Sakai, 1999). Chez le saumon 

Oncorhynchus keta, l’hormone de croissance entraîne in vitro une augmentation de l’activité des 

phagocytes (Munoz et al., 1998). Chez les mammifères et les poissons, la présence de récepteurs 

spécifiques à l’hormone de croissance a été trouvée sur des cellules myéloïdes et lymphoïdes 

(Munoz et al., 1998). En outre, de nombreuses déficiences immunitaires ont été rapportées 

comme étant corrélées à un apport insuffisant en éléments essentiels (Amar et al., 2004). Cela 

inclut par exemple les protéines, les acides gras, les poly-saccharides, les vitamines et les métaux 

lourds essentiels (Amar et al., 2004). Certaines molécules peuvent ainsi stimuler à la fois la 

croissance, la survie et la résistance des poissons aux maladies (Amar et al., 2004). Au vu de ces 

données, nous pouvons émettre plusieures hypothèses concernant la stimulation de la croissance 

et des activités impliquées dans la réponse immunitaire innée chez les poissons. Ainsi, ce 

phénomène peut être liée soit au comblement d’une carence présente dans l’aliment témoin ou 

bien à la présence de molécules bio-actives dans l’ensilage LBBMA25. Néanmoins, l’aliment 

témoin utilisé est un aliment complet destiné à l’alimentation des juvéniles de bars. Il est donc 

supposé contenir tous les éléments nécessaires à la bonne croissance des juvéniles.  

Le dosage des activités anti-microbiennes, dirigées contre deux pathogènes marins Vibrio 

carchariae (pathogène d’ormeaux) et Vibrio anguillarum (pathogène de poisson), dans le sérum 

des juvéniles de bars ne montre pas d’activité anti-microbienne contre ces pathogènes quelles 

que soient les conditions d’alimentation et d’age.  

Plusieurs phénomènes sont observés au cours de l’élevage. Ainsi, quelle que soit 

l’alimentation, les différentes activités dosées évoluent de la même façon. En effet, l’activité 

lysozymale augmente pour l’ensemble des poissons et cela dans les mêmes proportions soit 

+0,13 équivalent lysozyme de blanc œuf. L’activité phénoloxydase augmente entre le 28ème et le 

56ème pour tous les poissons. Cette activité est stimulée au cours de l’élevage d’un facteur 6,7 et 

10, respectivement, pour les juvéniles recevant l’aliment témoin et l’aliment LBBMA25 2%. 

Enfin, une même tendance entre les animaux nourris avec l’aliment témoin et LBBMA25 est 

observée pour l’activité anti-protéase qui tend à diminuer entre le 28ème et le 56ème jour 

d’élevage. Cependant, cette diminution n’est que de 1,6 fois pour les animaux recevant l’aliment 

LBBMA25 2%, contre 7 fois pour les animaux témoins. L’ensemble de ces résultats montre que 

l’ontogenèse joue un rôle majeur dans l’évolution des activités impliquées dans la réponse 
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immunitaire. L’utilisation de compléments alimentaires permet de jouer le rôle d’immuno-

stimulant et de stimuler l’ontogenèse, mais ne peut en aucun cas s’opposer à l’évolution 

physiologique et morphologique programmée génétiquement.  

En conclusion, l’utilisation de l’enrichissement LBBMA25 permet de stimuler 

l’ontogenèse d’organes impliqués dans l’hématopoïèse tel que le rein, mais aussi de stimuler la 

réponse immunitaire innée. Cependant, ce test in vivo ne permet pas de discriminer l’origine de 

ces stimulations. Des tests effectués in vitro devraient permettre d’appréhender ce problème et de 

comprendre comment cet ensilage est capable d’intervenir sur les capacités immunitaires 

d’animaux marins.  



Chapitre 4 

 229 

La Figure 92 synthétise les résultats obtenus au cours de cette expérience  

 
Figure 92 : Synthèse des résultats obtenus concernant l’action d’enrichissement sur le système 
immunitaire de juvéniles de bars Dicentrarchus labrax.  
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C. Recherche d’effets biologiques des ensilages sur des hémocytes d’ormeaux 

Haliotis tuberculata 

1. Introduction 

L’ormeau, Haliotis tuberculata, se localise dans les infractuosités des rochers au niveau 

infralittoral et se répartit dans une zone allant du nord de la Manche jusqu’au pourtour de la 

méditerrané (Figure 93).  

 

 
Figure 93: Haliotis tuberculata (source Haliotis-tuberculata..fr).  
 

Du fait de sa qualité culinaire, l’ormeau est très recherché, et constitue une ressource 

marine particulièrement lucrative. Ce succès se traduit par une forte pression de braconnage. De 

plus, les populations, dont la présence est relativement ponctuelle, présentent une densité faible 

et sont fragiles. Depuis 1997, des mortalités exceptionnelles d'ormeaux (Haliotis tuberculata) 

ont été déplorées : en 1998 la Bretagne-Nord était touchée, l'été suivant, le sud du département 

de la Manche (Archipel des îles Chausey) ainsi que certaines îles Anglo-Normandes dont les 

gisements naturels étaient décimés. Ces fortes mortalités sont dues à un agent infectieux : la 

bactérie Vibrio carchariae. De plus, un procaryote de l’ordre de rickettsiales, à l’origine du 

syndrome de dépérissement, a provoqué le déclin des populations d’Haliotis rufescens et 

d’Haliotis cracherodii de la côte Ouest américaine, tandis qu’une parasitose a décimé l’espèce 

Haliotis tuberculata en Bretagne et en Normandie durant l’été 1999 (Serpentini, 2001). C’est 

pourquoi des élevages se sont récemment développés, notamment en France. Cependant, nombre 

de ces élevages se trouvent confrontés eux aussi aux problèmes sanitaires.  

Les études fondamentales portant sur les défenses immunitaires de ce mollusque 

constituent par conséquent une partie essentielle de la recherche appliquée sur l’aquaculture des 
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mollusques et peuvent trouver une application directe dans le domaine de l’aquaculture. Parmi 

leurs diverses fonctions, les hémocytes d’invertébrés jouent un rôle majeur dans les mécanismes 

de défense immunitaire (Johansson and Soderhall, 1988; Serpentini, 2001; Delaporte, 2005). Les 

hémocytes sont des cellules circulantes impliquées principalement dans les processus de défense 

immunitaire. Chez les mollusques marins, aucune lignée cellulaire n’a pu être établie et ceci 

malgré de nombreux essais in vitro. Cependant, des cultures primaires issues de différents tissus 

ont été développées avec succès afin d’étudier des processus spécifiques et notamment en vue 

d’analyser les problèmes liés à la physiologie et la pathologie des mollusques (Serpentini, 2001). 

Les hémocytes ont pu être cultivés seuls, dans le but d’étudier des interactions entre les cellules 

et les pathogènes, ou en co-culture avec des cellules de manteau afin d’analyser les processus de 

réparation. Les hémocytes d’invertébrés constituent une population hétérogène d’un point de vue 

morphologique et fonctionnelle, décrits à travers leur degré de différenciation (Serpentini, 2001). 

Chez les bivalves, deux groupes d’hémocytes sont distingués : les hyalinocytes et les 

granulocytes (Pipe et al., 1997). Cependant, certains auteurs travaillant chez les gastéropodes, 

ont émis l’hypothèse que les granulocytes et les hyalinocytes pouvaient représenter un état de 

différenciation d’un seul et même type cellulaire (Serpentini, 2001). Chez les hémocytes, deux 

types cellulaires sont observés en culture primaire : les fibroblastes-like et les épitheliales-like 

(Lebel et al., 1996). Cependant, à ce jour, aucune relation précise entre l’aspect morphologique 

des cellules et leur aspect fonctionnel, n’a pu être déterminée (Serpentini, 2001). Les cellules 

dites fibroblastes-like, sont étalées et présentent des prolongements cytoplasmiques qui 

s’apparentent, de part leur morphologie, à des fibroblastes (Figure 94). Les autres cellules 

gardent leur aspect arrondi originel et sont dites épithéliales-like.  

 
 

 

 

 

 

 

 
Figure 94: Morphologie des hémocytes en culture primaire. a) Cellules à aspect fibroblaste-like. b) 
Cellules à aspect épithéliale-like.  
 

  

a) b) 
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En dépit de machinerie limitée de reconnaissance des pathogènes, le système de défense 

immunitaire innée est impressionnant. Ceci est démontré par le système de défense immun des 

invertébrés, particulièrement efficace, qui est exclusivement basé sur des phénomènes innés pour 

combattre une variété de pathogènes dans diverses conditions environnementales (Magnadottir, 

2006).  

2. Matériel et méthodes 

a. Matériel biologique  

Cette étude est réalisée sur des ormeaux adultes, Haliotis tuberculata, de longueur de 

coquille de 10 à 12 centimètres. Ces animaux sont péchés au large de Cherbourg sur la côte Nord 

de la péninsule du Cotentin (Manche). Ils sont ensuite maintenus au CREC (Centre de Recherche 

en environnement Côtier) de Luc sur Mer (Calvados) et sont nourris quotidiennement avec un 

mélange d’algues prélevées sur le littoral (Laminaria sp. et Palmaria palmata.).  

b. Les cultures primaires  

Les hémocytes d’ormeau sont prélevés selon la méthode utilisée par Lebel et al. (1996) 

(Figure 95). Après incision médio-latérale du pied de l’ormeau, l’hémolymphe est collectée (15 à 

20ml/animal) avec une seringue de 20ml munie d’une aiguille 40*12. L’hémolymphe est 

transférée dans un tube stérile et dilué selon un rapport 1 :3 dans une solution d’Alsever qui 

permet d’éviter l’agglutination des hémocytes.  

Les hémocytes sont alors soit mis en culture après comptage des cellules, soit séparés du 

sérum et lavés à l’aide de 2 centrifugations successives de 10 minutes à 800g, à 15°C en 

présence d’eau de mer stérile. Suite à ces 2 lavages, les hémocytes sont remis en suspension dans 

de l’eau de mer stérile. Après comptage sur cellule de Mallassez, les cellules sont déposées à 

650.000 hémocytes par ml pour chaque expérience dans des plaques de culture. Trois volumes 

d’eau de mer synthétique sont ajoutés. Ainsi, après 1h30 d’incubation à 15°C, la totalité des 

cellules a adhéré au support et le surnageant est éliminé puis remplacé par 1,2ml de milieu de 

Hank’s 199 dont l’osmolarité est ajustée à 1000mOsm avec 250mM de NaCl, 10mM de KCl, 

25mM de MgSO4, 2,5mM de CaCl2, 10mM d’Hépes, pH 7,4 et additionné de 2mM de L-

glutamine et 2mM de concanavaline A. Le milieu est supplémenté en antibiotiques par 60mg/L 

de pénicilline et de 100mg/L de streptomycine. Les solutions à tester sont alors ajoutées (10µl). 

Le milieu est renouvelé toutes les 24 heures. Les hémocytes sont prélevés après 72 heures de 

culture.  
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Figure 95: Principe du bio-essai d’hémocytes d’ormeau Haliotis tuberculata (Giard, 1996).  
 
c. Préparation des échantillons  

Dans un premier temps une gamme de concentration en ensilage est testée de manière à 

déterminer la concentration optimale à utiliser. Des solutions d’ensilage à plusieurs 

concentrations sont fabriquées dans du Tris HCl 0,1M, pH 8,3 : 0,01mg/ml, 1mg/ml, 2,5mg/ml, 

puis pasteurisées. Ces solutions sont testées sur le phénotype des hémocytes après 72 heures 

d’incubation. La dose de 1mg/ml s’avère être optimale pour l’obtention d’une réponse de la part 

des hémocytes, puisqu’en dessous l’effet est faible ou absent, et au-delà de cette concentration 

l’effet est faible.  

Des solutions d’ensilage à 1mg/ml, dans du Tris HCl 0,1M, pH 8,3, puis pasteurisées sont 

ensuite utilisées. De plus, un fractionnement des ensilages est effectué à l’aide d’une colonne de 

gel filtration G50 Sephadex permettant la séparation des protéines et peptides contenus dans 

l’ensilage en fonction de leur poids moléculaire. Ces fractions sont ensuite reconcentrées sur 

speed vack afin d’obtenir des échantillons de concentrations voulues (1mg de protéines/ml).  

d. Histologie  

Lorsque les hémocytes sont destinés à être fixés puis colorés, ils sont mis en culture de la 

même manière que décrit précédemment, mais une lamelle en verre est placée au fond des puits 

de culture de façon à ce que les hémocytes adhèrent à celle ci. Après 72 heures de culture, le 

milieu de culture est retiré, puis 1ml de méthanol est ajouté afin de fixer les cellules pendant 10 

minutes. Ensuite, le méthanol est retiré et remplacé par de l’hématoxyline pendant 1 minute, puis 
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par du vert lumière pendant 1 minute. Suite à la coloration, les lamelles sont décolorées pendant 

2 minutes en présence d’eau bi-distillée. Enfin, de l’acétone est ajoutée pendant 10 minutes. Les 

lamelles sont alors prélevées et montées sur lames.  

e. Mesure des surfaces cytoplasmiques et de la proportion des différents types d’hémocytes 

La mesure de la surface cytoplasmique des cellules, ainsi que la proportion des différents 

types d’hémocytes en fonction du traitement reçu sont effectuées sur les lames colorées. Ces 

mesures sont effectuées à l’aide du logiciel National Instruments Vision Assistant 7.0 et via 

l’utilisation d’une grille de comptage de 100 carrés (10x10) qui permettent de réaliser une 

analyse semi-quantitative. En effet, le logiciel permet de mesurer différentes aires cellulaires 

permettant la comparaison de la surface des hémocytes en fonction du traitement reçu. De plus, 

le comptage des cellules fibroblastes-like et épithéliales-like permet d’obtenir la proportion 

d’hémocytes étalés en fonction du traitement reçu.  

f. Analyses des activités immunitaires 

La suspension cellulaire est prélevée dans les plaques de culture, puis centrifugée à 750g. 

pendant 5 minutes à 15°C. Le surnageant est ensuite séparé du culot cellulaire, puis ils sont 

congelés dans de l’azote liquide et stockés à –80°C dans l’attente des analyses. 

• Dosage de l’activité lysozymale 

L’activité lysozymale est mesurée dans le surnageant selon la méthode développée 

précédemment (chapitre 4, IV, B). L’activité lysozymale est exprimée en % de l’activité 

lysozymale du témoin.  

• Dosage de l’activité phénoloxydase 

L’activité phénoloxydase est mesurée dans le surnageant selon la méthode développée 

antérieurement (chapitre 4, IV, B). L’activité phénoloxydase est exprimée en % de l’activité 

phénoloxydase du témoin.  

• Dosage de l’activité anti-protéasique 

L’activité anti-protéasique est mesurée dans le surnageant selon la méthode développée 

préalablement (chapitre 4, IV, B). Cette activité est exprimée en % d’inhibition.  

• Dosage de l’activité anti-vibrio 

L’activité anti-bactérienne est mesurée selon la méthode développée précédemment 

(chapitre 4, IV, B). Les différents prélèvements sont effectués après 72 heures de culture des 

hémocytes. De plus, plusieurs témoins sont utilisés, de l’acide lactique (dilué au 100ème) qui 

constitue le témoin positif et les ensilages bruts en solution de manière à discriminer l’origine 
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des activités dosées. Ces analyses sont effectuées sur des mises en culture classique ou modifiée. 

Cette activité est exprimée en surface d’inhibition (mm2).  

• Profil protéique 

Le profil protéique des milieux de culture ou des cellules récupérées est analysé par 

migration sur gel de SDS PAGE. Les milieux de cultures sont récoltés ainsi que les tapis 

cellulaires (grattés dans tampon Tris-base 50mM). Les extraits sont concentrés sur centricons 

(MWCO 10kDa), puis dessalés avec du Tris-base 50mM, et concentré 30 fois. Les échantillons 

sont mélangés à du tampon de charge (1vol/2vol de tampon : 2,9ml d’eau déionisée, 1ml de Tris 

HCl à 0,5M, pH 6,8, 2ml de Glycérol, 1,6ml de SDS à 10% (w/v), 0,4ml de β-mercaptoéthanol, 

1% de Bleu de Bromophénol) et chauffés 30 minutes à 60°C. La migration est effectuée sur un 

gel de polyacrilamide à 12%. Le gel est placé dans une cuve (mini protean system, Biorad, 

France) contenant du tampon d’électrophorèse (3g de Tampon Trisma base, 15g de Glycine, 

0,1% de SDS, ajusté à 1litre avec de l’eau, pH doit être directement de 7,5). Les échantillons 

sont déposés (45µl) dans les puits du gel. La migration se fait durant 4h avec une intensité 

constante de 100V. Le gel est ensuite coloré avec un tampon de coloration (1g de Bleu de 

Commassie R250, 300ml de méthanol, 100ml d’acide acétique, 600ml d’eau distillée) puis 

décoloré en présence d’un tampon de décoloration à 100°C (600ml d’eau distillée).  

g. Analyses statistiques 

Les résultats sont donnés avec un écart type (n=6 pour chaque test). Les données sont 

comparées entre elles à l’aide d’une ANOVA complétée par un test de Tukey où les différences 

significatives (p<0,05) sont observées (Sokal and Rohlf, 1981).  

3. Résultats 

Différentes méthodes de mises en culture ont été utilisées. D’abord la mise en culture 

classique, en présence de l’hémolymphe, qui permet un étalement des hémocytes (Figure 96). 

Ensuite, une méthode modifiée, où l’hémolymphe est retirée, permettant d’obtenir des 

hémocytes adhérants mais non étalés. L’ajout des ensilages brut provoque dans tous les cas (mise 

en culture classique ou modifiée) une augmentation du nombre d’hémocytes étalés. De plus, 

l’ajout des ensilages entraîne une augmentation importante de la taille des prolongements 

cytoplasmiques et de leur nombre.  

Pour effectuer l’étude de l’effet des ensilages sur le phénotype des hémocytes la méthode 

modifiée qui permet de mieux discriminer les hémocytes épithéliales-like des hémocytes 

fibroblaste-like est priviligiée. Plusieurs témoins ont été effectués afin de déterminer l’origine 

des activités dosées. Ainsi, chaque activité testée a été recherchée dans les ensilages, dans le 
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milieu de culture des hémocytes et dans les hémocytes mis en culture selon les 2 méthodes 

présentées précédemment. Ces analyses ont montré que les ensilages ne présentent pas d’activité 

lysozymale, phénoloxydase, anti-protéasique ni anti-microbienne. 

 

 
Figure 96 : Photos des hémocytes après 72 heures de culture selon différentes mises en culture (*40). a) 
Mise en culture classique en présence d’hémolymphe. b) Mise en culture classique en présence 
d’hémolymphe et en présence de l’ensilage LBBMA4 à 1mg/ml. c) Mise en culture classique en présence 
d’hémolymphe et en présence de l’ensilage LBBMA25 à 1mg/ml.. d) Mise en culture modifiée. e) Mise 
en culture modifiée en présence de l’ensilage LBBMA4 à 1mg/ml. f) Mise en culture modifiée en 
présence de l’ensilage LBBMA25 à 1mg/ml. 
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Au cours de ces investigations, les hémocytes recevant des ensilages dans leur milieu de 

culture montrent une tendance à l’agrégation contrairement aux hémocytes témoins. Ce 

phénomène est observé pour tous les ensilages testés et quelle que soit la méthode de mise en 

culture (Figure 97).  

 

 
 
Figure 97: Photos d’agrégats hémocytaires. a) Mise en culture modifiée en présence d’hémolymphe. b) 
Mise en culture modifiée en présence d’hémolymphe et en présence de l’ensilage LBBMA4 à 1mg/ml. c) 
Mise en culture modifiée en présence d’hémolymphe et en présence de l’ensilage LBBMA25 à 1mg/ml.. 
 

Le milieu de culture recevant l’ensilage LBBMA4 non fractionné (AA) possède une 

activité lysozymale significativement supérieure (p<0,05) à celle dosée dans le milieu de culture 

des hémocytes témoin recevant une solution de Tris HCl (176%) (Figure 98). De plus, le 

fractionnement de l’ensilage LBBMA4 montre que seules certaines fractions sont impliquées 

dans la stimulation de l’activité lysozymale des hémocytes. Les fractions A2, A3-4, A5-6, A9-

10, A11-12, A15-16, A17-18 et A19 permettent une augmentation significative (p<0,05) de 

l’activité lysozymale des hémocytes par rapport au témoin. Les fractions A3-4, A5-6, A11-12 et 

A19 permettent la plus forte stimulation (p<0,05) de cette activité (>300%).  
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L’activité lysozymale dosée dans le milieu de culture d’hémocytes mis en culture sans 

hémolymphe en présence de différentes fractions de l’ensilage LBBMA25 est montrée Figure 

99. Le milieu de culture recevant l’ensilage LBBMA25 non fractionné (AA) possède une activité 

lysozymale significativement supérieure (p<0,05) à celle dosée dans le milieu de culture des 

hémocytes témoins recevant une solution de Tris HCl (329%). En outre, le fractionnement de 

l’ensilage LBBMA25 démontre que seules certaines fractions sont impliquées dans la 

stimulation de l’activité lysozymale des hémocytes. Les fractions A2, A3-4, A5-6, A7-8, A9-10, 

A13-14, A19 et A20 entraînent une augmentation significative (p<0,05) de l’activité lysozymale 

des hémocytes par rapport au témoin. Les fractions A7-8 et A13-14 permettent la plus forte 

stimulation (p<0,05) de cette activité (> 430%).  

Figure 98: Activité lysozymale en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA4 (en % du témoin). 
Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
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Figure 99: Activité lysozymale en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA25 (en % du témoin). 
Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
 

Le milieu de culture recevant l’ensilage LBBMA4 non fractionné (AA) renferme une 

activité phénoloxydase significativement supérieure (p<0,05) à celle dosée dans le milieu de 

culture des hémocytes témoins recevant une solution de Tris HCl (110%) (Figure 100). De plus, 

le fractionnement de l’ensilage LBBMA4 permet de voir que seules certaines fractions sont 

impliquées dans la stimulation de l’activité phénoloxydase des hémocytes. Les fractions A2, A7-

8, A9-10, A11-12, A13-14, A15-16 et A19 entraînent une augmentation significative (p<0,05) de 

l’activité phénoloxydase des hémocytes par rapport au témoin. La fraction A9-10 permet la plus 

forte stimulation (p<0,05) de cette activité (>133%).  

Le milieu de culture qui a reçu l’ensilage LBBMA25 non fractionné (AA) possède une 

activité phénoloxydase significativement supérieure (p<0,05) à celle dosée dans le milieu de 

culture des hémocytes témoins recevant une solution de Tris HCl (120%) (Figure 101). En outre, 

le fractionnement de l’ensilage LBBMA25 montre que seules certaines fractions sont impliquées 

dans la stimulation de l’activité phénoloxydase des hémocytes. Les fractions A3-4, A5-6, A7-8, 

A9-10, A13-14 et A20 permettent une augmentation significative (p<0,05) de l’activité 

phénoloxydase des hémocytes par rapport au témoin. Les fractions A5-6 et A7-8 entraînent la 

plus forte stimulation (p<0,05) de cette activité (>137%).  
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Figure 100: Activité phénoloxydase en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA4 (en % du témoin). 
Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
 

 
Figure 101: Activité phénoloxydase en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA25 (en % du témoin). 
Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
 

L’activité anti-protéasique présente dans le milieu de culture d’hémocytes mis en culture 

sans hémolymphe en présence de différentes fractions de l’ensilage LBBMA4 est observable sur 

la Figure 102. Cette activité anti-protéasique est de 19% pour le milieu de culture issus des 

hémocytes témoins. L’ensilage LBBMA4 non fractionné (AA) montre une activité anti-

protéasique significativement supérieure (p<0,05) à celle dosée dans le milieu de culture des 

hémocytes témoins recevant une solution de Tris HCl (35%). De plus, le fractionnement de 
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l’ensilage LBBMA4 montre que seules certaines fractions sont impliquées dans la stimulation de 

l’activité anti-protéasique des hémocytes. Les fractions A2, A3-4, A11-12, A13-14, A17-18 et 

A19 entraine une augmentation significative (p<0,05) de l’activité anti-protéasique des 

hémocytes par rapport au témoin. Les fractions A2, A17-18 et A19 permettent la plus forte 

stimulation (p<0,05) de cette activité (>40%).  

La Figure 103 montre l’activité anti-protéasique dosée dans le milieu de culture 

d’hémocytes mis en culture sans hémolymphe en présence de différentes fractions de l’ensilage 

LBBMA25. Cette activité anti-protéasique est de 19% pour le milieu de culture issus des 

hémocytes témoin. L’ensilage LBBMA25 non fractionné (AA) montre une activité anti-

protéasique significativement supérieure (p<0,05) à celle dosée dans le milieu de culture des 

hémocytes témoins recevant une solution de Tris HCl (35%). En outre, le fractionnement de 

l’ensilage LBBMA25 montre que seules certaines fractions sont impliquées dans la stimulation 

de l’activité anti-protéasique des hémocytes. Les fractions A3-4, A5-6, A7-8, A11-12, A13-14, 

A15-16, A19 et A20 entraînent une augmentation significative (p<0,05) de l’activité anti-

protéasique des hémocytes par rapport au témoin. Les fractions A5-6, A7-8 et A15-16 permettent 

la plus forte stimulation (p<0,05) de cette activité (>46%).  

 

 
Figure 102: Activité anti-protéasique en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA4 (en % 
d’inhibition). Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
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Figure 103: Activité anti-protéasique en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA25 (en % 
d’inhibition). Témoin         Ensilage        . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
 

Nous avons cherché à savoir si les différences observées au niveau des différents 

paramètres immunitaires dosés sont liées au phénotype des cellules (fibroblastes-like) ou bien à 

d’autres facteurs. Ces mêmes analyses ont donc été effectuées sur des cellules mise en culture 

selon une méthode classique (Tableau 38). Le phénotype fibroblaste-like n’est pas à l’origine des 

différences observées en terme d’activités immunitaires. Ainsi, l’ajout des ensilages entraîne une 

stimulation des activités lysozymale, phénoloxydase ainsi que anti-protéase, quelle que soit la 

méthode de mise en culture.  

 
Tableau 38 : Impact de la méthode de mise en culture des hémocytes sur différentes activités impliquées 
dans l’immunité. * : significativement différent du témoin.  
 

Solutions testées : Lysozyme (% témoin) 
Phénoloxydase (% 

témoin) 
Anti-protéase (% 

inhibition) 
Témoin mise en culture 

classique : 100 ± 1,1 100 ± 1,49 14 ± 0,6 

Ensilage LBBMA4 mise 
en culture classique : 150 ± 2* 111 ± 2,48 43 ± 1* 

Ensilage LBBMA25 
mise en culture 

classique : 
183 ± 4* 113 ± 1,49* 56 ± 1* 

Témoin mise en culture 
modifiée : 100 ± 1 100 ± 0,48 20 ± 0,6 

Ensilage LBBMA4 mise 
en culture modifiée : 176 ± 3* 112 ± 0,48* 41 ± 2* 

LBBMA25 mise en 
culture modifiée : 329 ± 4,4* 122 ± 3,9* 45 ± 5* 
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La surface des cellules mise en culture sans hémolymphe en présence de différentes 

fractions de l’ensilage LBBMA4 est représentée Figure 104. L’ensilage LBBMA4 non 

fractionné (AA) montre une surface cellulaire significativement supérieure (p<0,05) à celle 

dosée dans le milieu de culture des hémocytes témoins recevant une solution de Tris HCl 

(122%). De plus, le fractionnement de l’ensilage LBBMA4 permet de voir que seules certaines 

fractions sont impliquées dans la stimulation de la surface cellulaire des hémocytes. Les fractions 

A2, A11-12, A13-14 et A19 montrent une augmentation significative (p<0,05) de la surface 

cellulaire des hémocytes par rapport au témoin. La fraction A13-14 entraine la plus forte 

stimulation (p<0,05) de la surface cellulaire (>150%).  

La Figure 105 représente la surface des cellules mise en culture sans hémolymphe en 

présence de différentes fractions de l’ensilage LBBMA25. L’ensilage LBBMA25 non fractionné 

(AA) montre une surface cellulaire significativement supérieure (p<0,05) à celle dosée dans le 

milieu de culture des hémocytes témoins recevant une solution de Tris HCl (129%). En outre, le 

fractionnement de l’ensilage LBBMA25 démontre que seules certaines fractions sont impliquées 

dans la stimulation de la surface cellulaire des hémocytes. Les fractions A2, A3-4, A5-6, A13-14 

et A20 permettent une augmentation significative (p<0,05) de la surface cellulaire des hémocytes 

par rapport au témoin. La fraction A20 permet la plus forte stimulation (p<0,05) de la surface 

cellulaire (>139%).  

 

 
Figure 104: Surface des cellules en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA4 (en % du témoin ). 
Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
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Figure 105: Surface des cellules en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA25 (en % du témoin ). 
Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
 

Les hémocytes témoins comptent 3,69% de cellules fibroblastes-like. L’ensilage LBBMA4 

non fractionné (AA) montre une proportion de cellules fibroblastes-like significativement 

supérieure (p<0,05) à celle dosée dans le milieu de culture des hémocytes témoins recevant une 

solution de Tris HCl (45%) (Figure 106). De plus, le fractionnement de l’ensilage LBBMA4 

montre que seules certaines fractions sont impliquées dans l’augmentation de la proportion de 

cellules fibroblastes-like des hémocytes. Les fractions A2, A11-12, A13-14 et A19 permettent 

une augmentation significative (p<0,05) de la proportion de cellules fibroblastes-like parmi 

hémocytes par rapport au témoin. La fraction A13-14 permet la plus forte stimulation (p<0,05) 

de la proportion de cellules fibroblastes-like (>150%).  

La Figure 107 représente la proportion de cellules fibroblastes-like mise en culture sans 

hémolymphe en présence de différentes fractions de l’ensilage LBBMA25. Les hémocytes 

témoins compte 3,69% de cellules fibroblastes-like. L’ensilage LBBMA25 non fractionné (AA) 

montre une proportion de cellules fibroblastes-like significativement supérieure (p<0,05) à celle 

dosée dans le milieu de culture des hémocytes témoins recevant une solution de Tris HCl (52%). 

En outre, le fractionnement de l’ensilage LBBMA25 montre que seules certaines fractions sont 

impliquées dans l'augmentation de la proportion de cellules fibroblastes-like parmi les 

hémocytes. Les fractions A2, A3-4, A5-6, A13-14 et A20 permettent une augmentation 

significative (p<0,05) de la proportion de cellules fibroblastes-like des hémocytes par rapport au 
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témoin. La fraction A20 permet la plus forte stimulation (p<0,05) de la proportion de cellules 

fibroblastes-like (>54%).  

 

 
Figure 106: Proportion des cellules fibroblastes-like en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA4 (en 
%). Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
 

 
Figure 107: Proportion des cellules fibroblastes-like en fonction de la fraction de l’ensilage LBBMA25 
(en %). Témoin             Ensilage         . * : significativement différents du témoin (p>0,05). 
 

Les ensilages LBBMA4 et LBBMA25 ne possèdent pas d’activité anti-bactérienne 

lorsqu’ils sont utilisés directement sur une bactérie pathogène Vibrio carchariae (Tableau 39). 

En revanche, l’acide lactique entraîne l’inhibition de la croissance de ce pathogène.  
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Tableau 39 : Surface d’inhibition du pathogène Vibrio carchariae en présence des ensilages ou de l’acide 
lactique après 48 heures de mise en culture des bactéries. 
 

Solutions testées Ensilage LBBMA4 Ensilage LBBMA25 
Témoin positif : acide 

lactique 
Surface 

d’inhibition 
(mm2) 

0 0 156 ± 11,4 

 
Les résultats montrent que quelle que soit la méthode de mise en culture, le tapis cellulaire 

d’hémocytes n’a aucun effet sur la croissance du pathogène Vibrio carchariae (Tableau 40). En 

revanche, le milieu de culture de ces hémocytes montre une forte activité anti-bactérienne, pour 

toutes les méthodes de mise en culture, en présence des ensilages.  

 
Tableau 40 : surface d’inhibition du pathogène Vibrio carchariae en présence du milieu de culture ou du 
tapis cellulaire d’hémocytes, ayant reçu ou non des ensilages LBBMA4 ou LBBMA25 au cours de leur 
culture, après 48 heures de mise en culture des bactéries. 
 

Solutions testées 
Milieu de 
culture 

LBBMA4 

Milieu de 
culture 

LBBMA25 

Tapis 
cellulaire 
LBBMA4 

Tapis 
cellulaire 

LBBMA25 

Témoin 
négatif sans 

ensilage 
Surface  

d’inhibition  
(mm2) selon une mise 
en culture classique 

136 ± 6 172 ± 3 0 0 0 

Surface  
d’inhibition  

(mm2) selon une mise 
en culture modifiée 

160 ± 10 185 ± 4 0 0 0 

 
Le fractionnement des ensilages et leur ajout dans le milieu de culture des hémocytes 

entraîne la présence d’activité anti-microbienne pour certaines fractions, au niveau du milieu de 

culture (Tableau 41). Ainsi, en ce qui concerne l’ensilage LBBMA4, les fractions F2, F9-10, 

F11-12, F13-14, F15-16, F17-18, F19 et F20 entraînent une inhibition de croissance ou une 

destruction du pathogène marin Vibrio carchariae. Pour l’ensilage LBBMA25, ce sont les 

fractions F2, F3-4, F5-6, F9-10, F13-14, F15-16 et F20 qui montrent un effet anti-microbien. Le 

maximum d’activité est observé pour la fraction F15-16  pour l’ensilage LBBMA4 et pour la 

fraction F3-4 en ce qui concerne l’ensilage LBBMA25.  
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Tableau 41: surface d’inhibition du pathogène Vibrio carchariae en présence du milieu de culture ou du 
tapis cellulaire d’hémocytes, ayant reçu différentes fractions des ensilages LBBMA4 ou LBBMA25 au 
cours de leur culture, après 48 heures de mise en culture des bactéries. 
 

Solutions testées F1 F2 F3-4 F5-6 F7-8 F9-10 
F11-
12 

F13-
14 

F15-
16 

F17-
18 

F19 F20 

Surface 
d’inhibition 

(mm2) Milieu de 
culture LBBMA4 

0 58 ± 8 0 0  0  115 ± 
10  

58 ± 8 28 ± 6  
136 
± 11  

75 ± 9 
75 ± 

9 
115 ± 

10 

Surface 
d’inhibition 

(mm2) Milieu de 
culture 

LBBMA25 

0 
 58 ± 8 

160 ± 
12  

75 ± 9 0  115 ± 
10  

0  58 ± 8 
115 
± 10 

0  0  160 ± 
12 

Surface 
d’inhibition 
(mm2) Tapis 

cellulaire 
LBBMA4 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Surface 
d’inhibition 

(mm2) Tamis 
cellulaire 

LBBMA25 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
La séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire sur gel de polyacrilamide 

en SDS-PAGE permet de voir si les différents traitements utilisés entraînent une différence de 

répartition en poids moléculaire et donc des synthèses de protéines différentes. La Figure 108 

montre que le tapis cellulaire contient toujours le même profil protéique, quels que soient le 

mode de mise en culture ou encore les substances ajoutées au milieu de culture. Il n’y a donc pas 

de différences notables observées à l’aide de la technique de SDS-PAGE au niveau du tapis 

cellulaire dans les conditions testées.  

Le milieu de culture contient toujours le même profil protéique quel que soit le mode de 

mise en culture (Figure 108). Cependant, la bande située entre 25 et 30kDa est plus intense 

lorsque l’ensilage LBBMA25 est ajouté au milieu de culture. De plus, le profil est différent en 

bas du gel, pour des molécules de poids moléculaire d’environ 15kDa. En effet, la plupart des 

bandes disparaissent et il n’y a plus qu’une à deux bandes lorsque l’ensilage LBBMA25 est 

ajouté au milieu de culture. Ce phénomène est observé pour les deux types de mises en culture.  
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Figure 108 : Gel SDS-PAGE. Les échantillons correspondant à chaque ligne sont : A) Poids moléculaires 
standards (de 250 to 10 kDa). B) Tapis cellulaire de cellules témoins mises en culture modifiée. C) Tapis 
cellulaire de cellules recevant de l’ensilage LBBMA4, mises en culture modifiée. D) Tapis cellulaire de 
cellules recevant de l’ensilage LBBMA25, mises en culture modifiée. E) Tapis cellulaire de cellules 
témoin mises en culture classique. F) Tapis cellulaire de cellules recevant de l’ensilage LBBMA4, mises 
en culture classique. G) Tapis cellulaire de cellules recevant de l’ensilage LBBMA25, mises en culture 
classique. H) Poids moléculaires standards (range 250 to 10 kDa). 
 

 

Figure 109 : Gel SDS-PAGE. Les échantillons correspondant à chaque ligne sont : A) Poids moléculaires 
standards (de 250 to 10 kDa). B) Milieu de culture de cellules témoins mises en culture modifiée. C) 
Milieu de culture de cellules recevant de l’ensilage LBBMA4, mises en culture modifiée. D) Milieu de 
culture de cellules recevant de l’ensilage LBBMA25, mises en culture modifiée. E) Milieu de culture de 
cellules témoin mises en culture classique. F) Milieu de culture de cellules recevant de l’ensilage 
LBBMA4, mises en culture classique. G) Milieu de culture de cellules recevant de l’ensilage LBBMA25, 
mises en culture classique. H) Poids moléculaires standards (range 250 to 10 kDa). 
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4. Discussion 

Chez les mollusques, les hémocytes constituent la principale première ligne de défense 

contre les invasions (Bachère et al., 1995). Tandis que le rôle des anticorps, opsonines, 

lymphocytes et macrophages est bien établi dans la réponse immunitaire chez les vertébrés, chez 

les invertébrés, seules quelques protéines et cellules sont proposées en tant que composantes du 

système de défense immunitaire (Hernandez-Lopez et al., 2003). Cependant, les invertébrés 

possèdent des mécanismes pour une réponse rapide et efficace capable de reconnaître et de 

détruire le matériel du non-soi. Cette réponse est réalisée selon des mécanismes caractéristiques 

tels que la coagulation, la phagocytose, l’encapsulation, la formation de nodules et la 

mélanisation (Hernandez-Lopez et al., 2003).  

Au cours de cette investigation, plusieurs paramètres impliqués dans la réponse 

immunitaire ont été étudiés. Les activités lysozymale, phénoloxydase, anti-protéasique et anti-

microbienne ont été recherchées au niveau des hémocytes d’ormeaux, mais aussi au niveau du 

milieu de culture.  

La mise en culture classique, en présence de l’hémolymphe permet un étalement des 

hémocytes. En revanche, la méthode modifiée, où l’hémolymphe est retirée, permet l’obtention 

d’hémocytes adhérants mais non étalés. Dans tous les cas (mise en culture classique ou 

modifiée), l’ajout des ensilages bruts dans le milieu de culture entraîne une augmentation du 

nombre d’hémocytes étalés. De plus, l’ajout des ensilages entraîne une augmentation importante 

de la taille et du nombre de prolongements cytoplasmiques. Pour effectuer l’étude de l’effet des 

ensilages sur le phénotype des hémocytes, nous avons choisi la méthode modifiée qui permet de 

mieux discriminer les hémocytes épithéliales-like des fibroblastes-like. Plusieurs témoins ont été 

réalisés afin de déterminer l’origine des activités dosées. Ainsi, chaque activité testée a été 

recherchée dans les ensilages, dans le milieu de culture des hémocytes et dans les hémocytes mis 

en culture selon les 2 méthodes présentées précédemment. Ces analyses ont montré que les 

ensilages ne présentent pas d’activités lysozymale, phénoloxydase, anti-protéasique ni anti-

microbienne. Les variations d’activités observées au niveau des cultures primaires d’hémocytes 

sont dues à des synthèses par les hémocytes de molécules impliquées dans les défenses 

immunitaires. Les ensilages stimulent donc les défenses immunitaires. En outre, les ensilages 

stimulent la synthèse et/ou la sécrétion des molécules anti-microbiennes dans le milieu de culture 

des hémocytes. Les effecteurs humoraux sont des facteurs solubles dont certains sont produits 

par les hémocytes. Parmi eux, les enzymes lysozymales, originaires des hémocytes, interviennent 

dans la défense anti-microbienne des invertébrés et agissent de manière non-spécifique contre les 
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envahisseurs (Bachère et al., 1995; Malham et al., 1998). Les études chez les mollusques, ont 

montré que de nombreuses enzymes lysozymales sont présentes dans les hémocytes et 

l’hémolymphe (Malham et al., 1998). De telles fonctions de défense ont déjà été démontrées 

expérimentalement avec le lysozyme inductible qui possède une activité bactériolytique (Cheng 

et al., 1975). Le lysozyme, l’une des plus communes de ces enzymes, a été identifiée et 

caractérisée chez de nombreux invertébrés. Le système d’activation de la prophénoloxydase est 

considéré, chez les invertébrés, comme un composant impliqué à la fois dans la reconnaissance 

du non-soi et sa destruction. La prophénoloxydase est une enzyme clé dans la réponse 

immunitaire des cellules incluant l’encapsulation mélanique et la phagocytose (Ling and Yu, 

2005). L’encapsulation mélanique cellulaire est un mécanisme complexe qui requiert la 

participation et la coordination des hémocytes et de protéines plasmatiques incluant le système 

d’activation de la phénoloxydase. Chez le homard Panulirus interruptus, un lysat d’hémocyte est 

capable d’activer la prophénoloxydase plasmatique indiquant la localisation de l’enzyme 

activatrice du prophénoloxydase dans les hémocytes (Hernandez-Lopez et al., 2003). Cette 

enzyme est une sérine protéase qui transforme la forme prophénoloxydase inactive en la forme 

active : la phénoloxydase. L’activation de la prophénoloxydase se fait par une libération de la 

prophénoloxydase et de l’enzyme d’activation à partir de granules. Chez la crevette et 

l’écrevisse, la prophénoloxydase et l’enzyme d’activation sont localisées dans des vésicules à 

zymogènes situées dans les hémocytes. Un stimulus microbien permet la sécrétion du contenu 

des granules (Hernandez-Lopez et al., 2003). En dehors de la cellule, l’enzyme d’activation est 

activée par le Ca2+ plasmatique et va alors transformer le prophénoloxydase en phénoloxydase. 

Les pathogènes possèdent des activités protéasiques extracellulaires importantes. Il existe une 

corrélation entre la production de protéases par les pathogènes et leur pathogénicité (Stewart-

Tull et al., 2004). En effet, ces enzymes lytiques vont dégrader les cellules et les liaisons 

intercellulaires. L’activité anti-protéasique est importante dans les défenses immunitaires. Ainsi, 

elle aide les défenses de nombreux organismes en régulant et inhibant les activités 

potentiellement destructrices des protéases provenant des pathogènes (Malham et al., 1998). En 

général, ces inhibiteurs de protéases agissent par leur liaison au site actif des protéases et 

préviennent l’hydrolyse des protéines (Malham et al., 1998). L’importance de la réponse des 

hémocytes en terme d’activité anti-protéasique est donc particulièrement importante dans la 

réponse immunitaire. Enfin, il existe des molécules, synthétisées par l’hôte, capables d’inhiber la 

croissance ou encore de tuer les pathogènes. Ces molécules sont dites anti-microbiennes et ont 

été détectées chez de nombreux invertébrés marins. Cependant, leur nature est peu connue et 

variable (glycosides stéroïdes, stérols polyhydroxylés, lysozymes, substances complément-
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like…), de plus, peu de composés ont été caractérisés (Haug et al., 2002; Haug et al., 2002). Une 

lectine anti-microbienne a tout de même pu être isolée chez le crabe Scylla serrata, et des 

peptides anti-microbiens ont été isolés et caractérisés chez le crabe Carcinus maenas et la 

crevette Penaeus vannamei (Haug et al., 2002). Ces activités anti-microbiennes peuvent être 

détectées dans de nombreux tissus mais sont souvent observées de façon majoritaire au niveau 

des hémocytes et de l’hémolymphe chez les invertébrés (Haug et al., 2002). Les résultats obtenus 

montrent que le phénotype fibroblaste-like n’est pas à l’origine des différences observées en 

terme d’activités immunitaires. Ainsi, l’ajout des ensilages entraîne une stimulation des activités 

lysozymale, phénoloxydase ainsi que anti-protéase, et l’existence des propriétés anti-

microbiennes quelle que soit la méthode de mise en culture.  

 

Au cours de ces investigations les hémocytes recevant des ensilages dans leur milieu de 

culture montrent une tendance à l’agrégation contrairement aux hémocytes témoins. Ce 

phénomène est observé pour tous les ensilages testés et pour l’ensemble des méthodes de mise en 

culture. La phénoloxydase active a tendance à adhérer à la surface des hémocytes et entraîne la 

formation d’agrégat (Ling and Yu, 2005). Cette liaison de la phénoloxydase à la surface des 

cellules requiert des interactions. Celles ci sont soit directes entre la phénoloxydase et la surface 

des hémocytes, soit indirecte en faisant intervenir des protéines de l’hémolymphe comme 

protéines accessoires pour former un complexe protéique (Ling and Yu, 2005). Ce sont des 

protéines de la superfamille des lectines qui correspondent à ces protéines accessoires (Ling and 

Yu, 2005). Chez les insectes, la reconnaissance du non-soi, est accompagnée par une rapide 

transformation des hémocytes circulant non adhérents en hémocytes adhérents (Nardi et al., 

2006). Les hémocytes vont alors former des agrégats regroupant plusieurs hémocytes. 

Cette étude montre que certaines fractions des ensilages sont capables de stimuler à la fois 

l’activité lysozymale, phénoloxydase, anti-protéase, le nombre de cellules fibroblastes-like, la 

surface cellulaire et l’activité anti-microbienne en comparaison avec les hémocytes témoins. 

Donc, l’ajout des ensilages entraîne à la fois une augmentation du nombre de cellules 

fibroblastes-like, mais aussi d’activités impliquées dans l’immunité. Dans tous les cas (mise en 

culture classique ou modifiée), l’ajout des ensilages dans le milieu de culture entraîne une 

augmentation du nombre d’hémocytes étalés ainsi que de la taille et du nombre de 

prolongements cytoplasmiques. En règle générale, les fractions actives dans l’ensilage 

LBBMA25 sont de poids moléculaires inférieures aux fractions actives de l’ensilage LBBMA4. 
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Enfin, les activités sont généralement plus fortes en présence des fractions LBBMA25 qu’en 

présence des fractions de l’ensilage LBBMA4.  

L’étude du profil protéique du tapis cellulaire et du milieu de culture en SDS-PAGE 

montre que pour tous les modes de mise en culture et toutes les substances ajoutées, le profil 

protéique est le même en ce qui concerne le tapis cellulaire. Il n’y a donc pas de différences 

notables observées à l’aide de la technique de SDS-PAGE au niveau du tapis cellulaire dans les 

conditions testées. De plus, le milieu de culture contient toujours le même profil protéique quel 

que soit le mode de mise en culture. Cependant, la bande située entre 25 et 30kDa est plus 

intense lorsque l’ensilage LBBMA25 est ajouté au milieu de culture. De plus, le profil est 

différent pour des molécules de poids moléculaire d’environ 15kDa. En effet, la plupart des 

bandes disparaissent et il n’y a plus qu’une bande lorsque l’ensilage LBBMA25 est ajouté au 

milieu de culture. Ce phénomène est observé pour les deux types de mises en culture. Ce résultat 

concorde avec les observations faites concernant l’effet de la mise en culture sur différentes 

activités immunitaires. L’ajout de l’ensilage LBBMA25 entraîne donc la présence de protéines 

différentes ou en quantité différente dans le milieu de culture mais rien de notable n’est observé 

au niveau du tapis cellulaire. Les molécules présentes de façon différencielle sont donc des 

protéines extracellulaires sécrétées.  

Plusieurs hypothèses peuvent être émises concernant ces protéines synthétisées et sécrétées 

de façon différencielle au niveau des hémocytes en présence des ensilages.  

D’abord, nous pouvons émettre l’hypothèse de la stimulation de la synthèse de lectines-

like par les hémocytes en présence des ensilages. Ainsi, les lectines de type C jouent un rôle 

crucial dans la première ligne de défense contre le non-soi (Endo et al., 2006). Les lectines, qui 

sont des protéines de liaisons aux glucides, sont impliquées dans une multitude de processus, 

incluant la réponse immunitaire innée, critique pour la détection des micro-organismes infectieux 

(Kang et al., 2006). Ces lectines sont appelées immulectines et sont des récepteurs possédant des 

domaines glucidiques impliqués dans la reconnaissance et la liaison au non soi (Green et al., 

2006; Ling and Yu, 2006). Les lectines jouent un rôle central dans la reconnaissance du non-soi 

et la destruction des envahisseurs chez les invertébrés (Luo et al., 2006). Certaines lectines 

d’invertébrés, sont impliquées dans la stimulation de la phagocytose, des activités anti-

bactériennes, l’activation du système prophénoloxydase, l’agglutination, l’immobilisation, la 

lyse et la formation de nodules (Vasta et al., 2004; Luo et al., 2006). De nombreuses lectines ont 

été caractérisées comme étant engagées dans la reconnaissance du non-soi chez les invertébrés 

marins (Kang et al., 2006). Chez les arthropodes, un groupe de lectines reconnaissant les 
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molécules associées aux pathogènes, a été trouvé au niveau des hémocytes (Kang et al., 2006). 

De la même façon, chez un tunicier, Styela plicata, il est démontré que l’hémolymphe sécrète 

une lectine lors d’une inflammation (Kang et al., 2006). La plupart des lectines sont des 

protéines multimériques, composées d’une seule sous-unité de poids moléculaire de 25 à 40kDa 

(Luo et al., 2006). Néanmoins, Luo et al. (2006) ont purifié une lectine à partir du sérum de la 

crevette Penaeus monodon et ils ont démontré que c’est un monomère de 18kDa. Ces auteurs 

expliquent que la capacité d’hémaglutination observée avec cette lectine démontre qu’elle peut 

être un oligomère. De plus, d’autres auteurs ont isolé et caractérisé une lectine à partir de 

l’hémolymphe du gastropode Belamyia bengalensis, c’est une protéine monomère de poids 

moléculaire de 33kDa (Banerjee et al., 2004). Récemment, une lectine-like de poids moléculaire 

de 36kDa a été purifiée chez un urochordé, l’ascidie H. roretzi, (Endo et al., 2006). De plus, chez 

la lamproie Lampetra japonica, une lectine a été caractérisée dans le sérum, son poids 

moléculaire est de 24kDa (Endo et al., 2006).  

Ensuite, la stimulation de protéines anti-microbiennes par les hémocytes est observée. 

Haug et al. (2002) ont montré l’existence de protéines anti-microbiennes chez de nombreux 

crustacés et suggèrent que ces activités soient liées à des composés de poids moléculaire compris 

entre 2 et 12kDa. Ces auteurs proposent que les activités anti-microbiennes testées soient liées à 

l’activité lysozyme-like présente au niveau de l’hémolymphe et des hémocytes des crustacés 

étudiés. En effet, le lysozyme est un agent anti-bactérien qui cause la lyse de bactéries par 

hydrolyse enzymatique des peptidoglycanes détectés au niveau de la paroi bactérienne (Facon 

and Skura, 1996). De plus, des lysozymes, possédant des propriétés anti-microbiennes, ont été 

isolés et caractérisés chez l’étoile de mer Asteria rubens pour un poids moléculaire de 15,5kDa 

(Haug et al., 2002). Chez un mollusque bivalve Chlamys islandica avec un poids moléculaire de 

11kDa (Nilsen  et al., 1999). Chez la moule Mytilus edulis avec un poids moléculaire de 13kDa 

(Oldsen et al., 2003) et chez l’huître Crassostrea virginica avec un poids moléculaire de 

18,4kDa (Xue et al., 2004).  
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La Figure 110 synthétise les résultats obtenus au cours de cette expérience : 

Figure 110 : Synthèse des résultats obtenus concernant la recherche dans les ensilages de molécules bio-
actives sur le système immunitaire.  
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D. Conclusion 

L’ensemble de cette étude concernant la recherche dans les ensilages de molécules bio-

actives sur le système immunitaire a permis plusieurs observations :  

D’abord, l’impact de cet ensilage sur le dévelopement du rein céphalique de juvénile de 

bar in vivo est observée. Ainsi, au cours du développement, la taille du rein céphalique augmente 

régulièrement quelle que soit l’alimentation. Cependant, la taille du rein céphalique est 

rapidement plus importante pour les animaux alimentés avec l’aliment LBBMA25 5%. De plus, 

l’ensemble de ces résultats montre un retard dans le dévelopement du système excréteur et 

hématopoïétique situé au niveau du rein céphalique, chez les juvéniles témoins par rapport aux 

juvéniles alimentés avec l’aliment LBBMA25 5%. Pourtant, l’ensemble des résultats obtenus, 

montre que l’ontogenèse prend importante dans l’évolution des activités impliquées dans la 

réponse immunitaires dosées. L’utilisation de compléments alimentaires permet de stimuler à la 

fois l’immunité et l’ontogenèse, mais ne peut en aucun cas aller contre l’évolution physiologique 

et morphologique programmée génétiquement. 

Par ailleurs, le dosage d’activités impliquées dans l’immunité innée a permis de voir in 

vivo, sur des juvéniles de bars et in vitro, sur des hémocytes d’ormeaux, que les ensilages 

possèdent des propriétés immuno-stimulantes. Ainsi, ils sont capables d’induire l’augmentation 

des activités lysozymale, phénoloxydase et anti-protéasiques chez un poisson et un mollusque 

marin. La présence d’activité anti-microbienne contre le pathogène marin Vibrio carchariae, 

induite par l’ajout d’ensilage, a même été détectée au niveau du milieu de culture d’hémocytes 

d’ormeaux.  

Ensuite, l’ajout des ensilages dans le milieu de culture d’hémocytes d’ormeaux induit à la 

fois une stimulation des activités immunitaires, mais aussi une modification phénotypique de ces 

cellules. Ainsi, on observe une augmentions du nombre d’hémocytes fibroblaste-like, du nombre 

de prolongements cytoplasmiques et une tendance à l’agrégation des hémocytes. En outre, des 

différences concernant le profil protéique du milieu de culture des hémocytes en présence de 

l’ensilage LBBMA25 a été noté. La bande située entre 25 et 30kDa est plus intense lorsque 

l’ensilage LBBMA25 est ajouté au milieu de culture. De plus, le profil est différent pour des 

molécules de poids moléculaire d’environ 15kDa. En effet, la plupart des bandes disparaissent et 

il n’y a plus qu’une bande lorsque l’ensilage LBBMA25 est ajouté au milieu de culture.  

Le fractionnement des ensilages, a permis d’observer que certaines fractions sont 

impliquées dans la stimulation des activités immunitaires innées et le phénotype des hémocytes. 

En effet, les fractions A2 (>74 kDa), A11-12 (8,1 à 10,4kDa) et A19 (environ 1,5kDa) de 
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l’ensilage LBBMA4 ainsi que les fractions A3-4 (58 à 74kDa), A5-6 (35 à 45kDa), A13-14 (5 à 

6,4kDa) et A20 (<1kDa) de l’ensilage LBBMA25 stimulent ces divers paramètres.  

En conclusion, les ensilages ont des propriétés immuno-stimulantes in vivo et in vitro. 

Cette stimulation de la réponse immunitaire innée est corrélée avec une forte stimulation de la 

croissance et de l’ontogenèse in vivo ainsi qu’un changement phénotypique des hémocytes in 

vitro. Seules certaines fractions des ensilages sont à l’origine de ces changements. De plus, les 

ensilages entraînent une synthèse et/ou une sécrétion de protéines différentes au niveau des 

hémocytes, pouvant être à l’origine des variations d’activités dosées. Des recherches menées in 

vivo et in vitro, permettront de caractériser les facteurs immuno-stimulants des ensilages.  

 

 

V. Conclusion 

L’ensemble de ce chapitre, concernant la recherche de composés bio-actifs dans les 

ensilages LBBMA4 et LBBMA25, a permis d’observer l’action de ces ensilages sur la digestion, 

la croissance et l’immunité d’animaux marins in vitro et/ou in vivo.  

Tout d’abord, concernant la recherche de molécules bio-actives sur la croissance, les 

ensilages possèdent un comportement proche de celui de facteurs de croissance, lorsqu’ils sont 

utilisés en tant que complément de milieu de culture de cellules isolées de mollusques. En effet, 

ils peuvent stimuler à la fois l’hyperplasie et l’hypertrophie de cellules isolées de mollusques. 

Ces données sont en accord avec les observations zootechniques faites sur des poissons, des 

mollusques ou encore des crustacés. Ainsi, les ensilages entraînent des stimulations de 

croissance particulièrement fortes. 

Ensuite, l’étude concernant la recherche de molécules bio-actives sur la digestion, montre 

que les ensilages sont capables de réguler les capacités digestives de manière proche de celle 

d’hormones telle que la gastrine ou l’insuline. Le fractionnement de l’ensilage démontre que 

c’est la fraction protéique de poids moléculaire inférieur à 5,02kDa qui est impliquée dans ce 

mécanisme. De plus, les ensilages entraînent une optimisation du système digestif des juvéniles 

de poissons via une augmentation du nombre de cellules à mucus et de la taille de la bordure en 

brosse. Plusieurs niveaux de régulation de la digestion et de la maturation du système digestif 

sont observés chez les larves et les juvéniles par les ensilages. La régulation des capacités 

digestives est essentielle à une bonne digestion chez les larves et des juvéniles, mais c’est la 
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régulation de l’ontogenèse du système digestif qui détermine la survie et la croissance des 

animaux.  

Enfin, l’étude concernant la recherche de molécules bio-actives sur le système 

immunitaire, démontre que les ensilages peuvent moduler la réponse immunitaire in vivo et in 

vitro. L’ensilage utilisé in vivo sur des juvéniles de poisson permet à la fois de stimuler 

l’ontogenèse du rein céphalique impliqué dans l’hématopoïèse et d’augmenter la réponse 

immunitaire innée, jouant ainsi un rôle immuno-stimulant. De plus, l’utilisation in vitro de ces 

ensilages permet une immuno-stimulation et un changement phénotypique des hémocytes 

d’ormeaux. Ces modifications sont corrélées avec des synthèses et/ou sécrétion, par les 

hémocytes, de molécules correspondant à des poids moléculaires de 25 à 30kDa et 15kDa 

environ. Le fractionnement des ensilages a permis de montrer que ce sont les fractions A2 (> 

74kDa), A11-12 (8,1 à 10,4kDa) et A19 (environ 1,5kDa) de l’ensilage LBBMA4 ainsi que les 

fractions A3-4 (58 à 74kDa), A5-6 (35 à 45kDa), A13-14 (5 à 6,4kDa) et A20 (<1kDa) de 

l’ensilage LBBMA25 qui sont impliquées dans la stimulation de ces divers paramètres.  

L’ensemble de ces données montre la multiplicité d’action des ensilages. En effet, ils sont 

capables de stimuler à la fois la digestion, la croissance et les capacités immunitaires d’animaux 

marins. Des recherches, permettront de savoir quelles sont les molécules impliquées dans ces 

différents phénomènes et les voies de stimulation utilisées. Les résultats obtenus laissent déjà 

présager de multiples applications à ces molécules issus de l’ensilage de co-produits de la seiche 

Sepia officinalis.  
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Les débarques de céphalopodes constituent une part majeure de la pêche dans la région 

Basse-Normandie. De plus, la demande croissante en produits transformés, entraîne l’installation 

progressive des industries de transformations dans la région. Cela conduit à l’existence de co-

produits de la pêche en quantité importante, entraînant un coût élevé pour leur enlèvement. Ces 

co-produits représentent pourtant une matière première en quantité suffisante et à faible coût en 

vue de leur valorisation. L’objectif de ce travail consistait donc à développer une technique de 

valorisation des co-produits issus de la transformation des céphalopodes.  

Dans ce but, la qualité biochimique et enzymatique a d’abord été abordée. Les études 

combinées de l’évolution post-mortem et de l’impact de différents traitements sur la qualité 

biochimique et enzymatique des co-produits, ont permis de connaître les voies de valorisation 

envisageables. Il apparaît que les co-produits obtenus après transformation possèdent une bonne 

qualité biochimique, un contenu enzymatique satisfaisant et un très bon profil en acide gras 

puisque le pourcentage élevé en acide gras poly-insaturé est maintenu. De plus, l’analyse de 

l’évolution post-mortem des viscères de seiche a fourni de précieuses informations. La capacité 

enzymatique des viscères est un paramètre essentiel pour la compréhension de la dégradation des 

protéines, glucides et lipides ainsi que pour la production d’ensilage de viscère de seiche. Sur la 

base de ces résultats et par volonté de développer une technique simple, peu coûteuse et 

facilement applicable aux usines de transformation, un protocole de fabrication d’ensilages à 

partir des co-produits issus de la transformation de la seiche Sepia officinalis a été élucidé. Ainsi, 

la technologie nécessaire à la fabrication de ces ensilages est particulièrement simple et 

l’équipement nécessaire est réduit.  

Après analyse de la composition des lysats obtenus, nous avons investigué sur leurs 

utilisations potentielles. Les peptones sont couramment utilisées pour la culture des micro-

organismes. La possibilité d’utiliser les lysats in vitro en tant qu’alternative aux peptones 

existantes a d’abord, été explorée. Pour cela, les cinétiques de croissance et les biomasses, de 

divers micro-organismes (bactéries et levures), ont été abordées. Les résultats obtenus 

démontrent la possibilité d’utiliser l’ensilage LBBMA25 en tant que peptone puisqu’il permet 

d’obtenir des cinétiques de croissance équivalentes à celles obtenues avec des peptones 

commerciales de diverses origines (viande, soja et caséine). En revanche, les caractéristiques de 

l’ensilage LBBMA4 ne permettent pas d’envisager son utilisation en tant que peptone pour la 

culture de micro-organismes. Dans de futures expérimentations, de nouvelles cinétiques de 

croissance devront être faites en élargissant le choix de micro-organismes (diverses origines, 

besoins particuliers) mais aussi en diversifiant les peptones de manière à améliorer cette étude.  
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Dans un second temps, nous avons abordé l’éventualité d’utiliser les ensilages en 

aquaculture. Nous avons étudié les différentes voies d’utilisation de ces lysats in vivo. L’impact 

d’ingrédients en tant qu’enrichissements de l’alimentation de post-larves et de juvéniles a été 

effectué sur des mollusques, des crustacés et des poissons. Les paramètres zootechniques et les 

différentes analyses biochimiques ont permis de conclure à la possibilité d’utiliser les lysats en 

aquaculture. Ainsi, les ensilages LBBMA4 et LBBMA25 inclus à un faible pourcentage dans 

l’aliment, pendant un temps court (quelques semaines) permettent une forte stimulation de la 

croissance, un maintien ou une amélioration du taux de survie, une qualité de chair identique et 

une tendance à la diminution du taux de malformations des animaux de manière durable même 

après l’arrêt de l’enrichissement. En conclusion, les ensilages de co-produits issus de la 

transformation de la seiche Sepia officinalis peuvent être inclus dans la formulation d’aliments 

pour jeunes animaux élevés en aquaculture et permettre ainsi de très bonnes performances de 

production. Ces résultats sont très prometteurs pour la valorisation des co-produits issus de la 

transformation de la seiche. Ainsi, la valeur ajoutée à la transformation de la seiche serait 

importante en raison de la forte demande dans le domaine de l’aquaculture c’est à dire par les 

aquaculteurs et par les fabricants d’aliments qui sont très demandeurs de nouveaux ingrédients à 

propriétés fonctionnelles (stimulation de la croissance, une augmentation de la survie, une 

diminution des malformations…).  

Enfin, nous avons caractérisé des facteurs actifs présents dans les lysats, via l’utilisation de 

différents bio-essais développés au sein du laboratoire. Des primo-cultures de cellules de 

mollusques ont permis d’aborder la présence potentielle de molécules facteur de croissance-like 

via leurs impacts sur des cellules isolées de glande digestive de seiche ou impliqué dans 

l’immunité via leurs effets sur des hémocytes d’ormeaux. D’abord, concernant la recherche de 

molécules bio-actives sur la croissance, les ensilages possèdent un comportement proche de celui 

de facteurs de croissance, lorsqu’ils sont utilisés en complément de milieu de culture de cellules 

isolées de mollusques. En effet, ils peuvent stimuler à la fois l’hyperplasie et l’hypertrophie de 

cellules isolées de mollusques. Ces données sont en accord avec les observations zootechniques 

faites sur des poissons, des mollusques ou encore des crustacés puisque les ensilages entraînent 

des stimulations particulièrement importantes. De plus, l’utilisation in vitro des ensilages permet 

une immuno-stimulation et un changement phénotypique des hémocytes d’ormeaux. Ces 

modifications sont corrélées avec des synthèses et/ou sécrétion, par les hémocytes, de molécules 

correspondant à des poids moléculaires de 25 à 30kDa et 15kDa environ. Le fractionnement des 

ensilages a permis de montrer que ce sont les fractions A2 (>74kDa), A11-12 (8,1 à 10,4kDa) et 

A19 (environ 1,5kDa) de l’ensilage LBBMA4 ainsi que les fractions A3-4 (58 à 74kDa), A5-6 
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(35 à 45kDa), A13-14 (5 à 6,4kDa) et A20 (<1kDa) de l’ensilage LBBMA25 qui sont impliquées 

dans la stimulation de ces divers paramètres. La recherche de molécules immuno-stimulantes a 

aussi pu être abordée in vivo sur des juvéniles de bars. L’ensilage utilisé in vivo sur des juvéniles 

de poissons permet à la fois de stimuler la morphogénèse du rein céphalique impliqué dans 

l’hématopoïèse et d’augmenter la réponse immunitaire innée, jouant ainsi un rôle immuno-

stimulant. L’étude concernant la recherche de molécules bio-actives sur le système immunitaire, 

démontre que les ensilages peuvent moduler la réponse immunitaire in vivo et in vitro.  

La recherche des molécules à potentiel sécrétagogue a été menée via l’utilisation d’un bio-

essai impliquant une culture standardisée de nauplii d’artémie et des analyses enzymatiques sur 

des juvéniles de bars. La recherche de molécules bio-actives sur la digestion a montré que les 

ensilages sont capables de réguler les capacités digestives de manière proche de celle 

d’hormones telle que la gastrine ou l’insuline. Le fractionnement de l’ensilage démontre que 

c’est la fraction protéique de poids moléculaire inférieur à 5,02kDa qui est impliquée dans ce 

mécanisme. De plus, les ensilages entraînent une optimisation du système digestif des juvéniles 

de poissons via une augmentation du nombre de cellules à mucus et de la taille de la bordure en 

brosse. Il y a donc plusieurs niveaux de régulation de la digestion et de la maturation du système 

digestif chez les larves et les juvéniles, par les ensilages. La régulation des capacités digestives, 

est essentielle à une bonne digestion des larves et des juvéniles, mais c’est la régulation de 

l’ontogenèse du système digestif qui détermine la bonne survie et croissance des animaux.  

Nos travaux ont permis, sur la base de la caractérisation partielle des ensilages, d’observer 

la capacité de ces produits à stimuler à la fois la digestion, la croissance et les capacités 

immunitaires d’animaux marins. Les résultats obtenus laissent présager de multiples applications 

à ces composés issus de l’ensilage de co-produits de la seiche Sepia officinalis. Les travaux 

futurs de purification et de caractérisation, permettront de savoir quelles sont les molécules à 

l’origine de ces différents phénomènes et quelles sont les voies de stimulation utilisées.  

 

 

Ces travaux débouchent sur de nombreuses perspectives pour les usines de transformation. 

En effet, la valorisation des co-produits issus de la transformation de la seiche, au travers de la 

fabrication d’ensilages, s’est avérée simple, peu coûteuse et les résultats obtenus à l’aide de 

nombreuses expérimentations menées in vivo et in vitro laissent envisager un avenir prometteur à 

ces produits. De plus, les différentes études parallèles menées dans le cadre d’une étape de pré-

innovation et incubation ont conduit à un dépôt de brevet. L’étude de marché laisse entrevoir des 
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demandes au niveau des fabricants d’aliments aquacoles. L’objectif final de ce projet est de 

pouvoir créer une structure industrielle, associée aux usines de transformation des céphalopodes, 

qui valorisera les co-produits de la seiche. Des contacts favorables au développement d’une telle 

structure ont déjà été pris avec des industriels régionaux.  

Néanmoins, cette voie de valorisation n’est certainement pas la seule perspective 

envisageable. En effet, il y a une grande richesse lipidique des co-produits de la seiche tant au 

niveau quantitatif que qualitatif. Ainsi, les viscères sont composés d’environ 10 % de lipides. Ils 

se caractérisent par la présence d’une grande variété d’acides gras. De plus, ils ont un contenu 

important en acides gras dits « essentiels », tels que les acides gras à longues chaînes de la 

famille des n-3, caractéristiques des huiles marines : acide eicosapentaénoïque (précurseur des 

prostaglandines) et acide docosahexaénoïque (précurseurs des phospholipides des cellules 

nerveuses). A l’avenir, le développement d’une méthode d’extraction de l’huile des co-produits 

de la transformation de la seiche pourra être envisagé. Ces huiles marines sont extrêmement 

prisées au niveau des marchés de la cosmétique, de la pharmaceutique et de l’alimentation.  

De plus, ces travaux ont démontré la richesse enzymatique présente dans les viscères de 

seiches. La fabrication d’autolysat de poissons s’avère de plus en plus problématique en raison 

de la faible qualité des co-produits obtenus à l’heure actuelle (M. Noël, PDG DIELEN 

Laboratoires, communication personnelle). En effet, nos discussions avec les industriels 

fabricants des lysats de poissons ont montré que les co-produits de poissons obtenus ne 

possèdent plus suffisamment d’activités enzymatiques endogènes pour permettre la fabrication 

d’autolysat. Cela est dû à un ensemble de phénomènes : d’abord, une concurrence de plus en 

plus importante vis-à-vis de ces co-produits qui ont vu leur statut passer de déchets à matières 

premières. Cela entraîne de nombreux problèmes pour les industriels en ce qui concerne 

l’approvisionnement en matières premières de qualité. De plus, les matières premières obtenues 

sont de plus en plus souvent éviscérées, leur contenu enzymatique est donc pratiquement nul. 

Enfin, les industriels doivent s’approvisionner de plus en plus loin. Les co-produits obtenus sont 

donc généralement congelés et subissent un transport long. Tout ces facteurs entraînent une 

dégradation des enzymes endogènes, déjà présentes en faible quantité. En conséquence, les 

industriels sont contraints d’avoir recours à l’hydrolyse via l’utilisation d’enzymes 

commerciales. L’utilisation de ces enzymes représente alors un coût supplémentaire pour la 

fabrication des lysats. De plus, en règle générale, les hydrolysats sont le résultat de l’hydrolyse 

des matières premières par une enzyme unique protéolytique commerciale. Cependant, les 

matières premières hydrolysées sont composées par de multiples molécules dont la lyse 

nécessiterait l’action simultanée de diverses enzymes : protéases, lipases et amylases. Ainsi, 
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l’hydrolyse par l’utilisation d’enzymes commerciales purifiées ne peut pas rivaliser avec une 

autolyse ou une hydrolyse utilisant l’ensemble du matériel enzymatique des viscères. Les 

enzymes d’origine marine présentent de nombreux avantages par rapport à celles d’origine 

bactérienne, végétale ou animale, couramment utilisées dans l’industrie. Elles se distinguent par 

leurs conditions optimales d’activité : elles sont fonctionnelles dans des solutions fortement 

salines, sont généralement multifonctionnelles et surtout possèdent une forte activité catalytique 

à basse température (Pour revue : Haard, 1992). Il apparaît donc assez innovant d’élaborer des 

techniques d’obtention d’un cocktail d’enzymes stabilisées de viscères de seiche. Une étude 

complémentaire permettra de déterminer la quantité et la qualité des enzymes contenue dans le 

cocktail. Ce mélange enzymatique pourra alors être utilisé pour la fabrication d’hydrolysat de 

poissons.  
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Résumé 

 

Résumé 

En Basse-Normandie, la pêche de la seiche Sepia officinalis représente une 

part majeure de la pêche. Ces animaux sont principalement exportés sous forme 

pelée, eviscérée et congelée vers les pays méditérranéens et le Japon. Il existe donc 

une quantité importante de co-produits issu de la transformation des céphalopodes. 

L’étude enzymologique et biochimique des co-produits a démontré un fort potentiel 

de valorisation des viscères par la technique de l’ensilage. Les ensilages développés 

au sein du laboratoire (LBBMA4 et LBBMA25) ont d’abord été testés in vitro en 

tant que milieu de culture pour micro-organismes. Il s’avère que l’ensilage 

LBBMA25 permet une cinétique de croissance et l’obtention de biomasse 

équivalente à ce qui est obtenue avec des peptones commerciales. De plus, 

l’utilisation des ensilages en tant que compléments alimentaires pour post-larves de 

crustacés ou juvéniles de mollusques et de poissons, montre un très fort potentiel. 

Ainsi, leur utilisation permet une nette amélioration des paramètres zootechniques, 

associée à une stimulation de l’ontogénèse. La recherche de molécules bio-actives 

dans les ensilages, montre la présence de molécules à caractère facteur de 

croissance, régulateur de la digestion et immuno-modulateur. L’ensemble de ces 

données permet d’envisager de nombreuses applications aux ensilages de co-

produits de la seiche.  

Valorisation of waste from cephalopods transformation 

factories: applications to the cuttlefish Sepia officinalis 

Summary 

The cuttlefish Sepia officinalis, is one of the main species capted in the Basse-

Normandie fisheries. These animals are principally exportated in eviscerated and 

frozen form to mediteranean countries and to Japan. Then, high quantities of co-

products are available from factories transformation of cephalopods. Enzymological 

and biochemical studies on co-products demonstrated an elevated potential in the 

valorisation of viscera by silage technical. Two silages are developed in our 

laboratory: LBBMA4 and LBBMA25. Primarly, they are studed in vitro as substrate 

for the culture of micro-organisms. This study established that silage LBBMA25 

permits to obtain good growth cinetic and biomass, with comparable results to 

commercial peptone. Secondary, silages can be used as dietary complement. In this 

way, using silage LBBMA4 or LBBMA25 at low level in diet of post-larvae 

crustacean or juvenile mollusca and fish allowed to increase zootechnical 

parameters and to stimulate ontogenesis. Research on bioactive molecules in silage 

shows the presence of growth factors-like, digestion regulator and 

immunostimulator molecules. All data obtained during this study, demonstrated 

that our cuttlefish silage from co-products possess numerous applications.  

Mots clés : Aquaculture, Caractérisation molécules bioactives, Céphalopodes, 

Co-produits, Ensilages, Micro-organismes, Mollusque, Sepia officinalis, Valorisation 

Discipline : Sciences Agronomiques, Biotechnologies Alimentaires 
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