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R É S U M É 

Une b iops ie de f r a g m e n t de t issu branch ia l a é té e f fec tuée , du ran t tou te la pér iode 
de s m o l t i f i c a t i o n , su r d e s j u v é n i l e s de s a u m o n s A t l a n t i q u e (Salmo salar) é l e v é s e n 
p isc icu l ture . Le m i c r o d o s a g e de l 'act ivi té de la N a + / K + A T P a s e b ranch ia le , ef fectué sur 
ce f r a g m e n t de t i s su , a é té c o m p a r é au m a c r o d o s a g e o b t e n u à par t i r des b ranch ies 
en t iè res . A u c u n e mor ta l i té n'a é té obse rvée chez les s a u m o n s b iops ies don t le taux de 
c ro i ssance ( l inéaire et pondéra le ) est resté ident ique à ce lu i des po i ssons témo ins . La 
bonne c o r r e s p o n d a n c e des c iné t iques de l 'act ivi té e n z y m a t i q u e o b t e n u e s par les deux 
m é t h o d e s va l ide la t e c h n i q u e de m ic rodosage et con f i rme l ' absence d ' in f luence sur le 
d é v e l o p p e m e n t p h y s i o l o g i q u e u l té r i eu r du s m o l t b i o p s i e . N o s résu l t a t s m o n t r e n t les 
mod i f i ca t ions env i sageab les pour amél io re r la sens ib i l i té de la m é t h o d e . Ce t te techn ique 
est t rès p romet teuse pour l 'analyse des popu la t ions na ture l les . 

Mots-c lés : b iops ie, N A + / K + ATPase, branch ie , Salmo salar. 

B I O P S Y A N D M E A S U R E M E N T O F B R A N C H I A L N A + / K + A T P A S E A C T I V I T Y : 
VA Ll DIT Y A N D I M P A C T O N A T L A N T I C S A L M O N (SALMO SALAR L.) S M O L T 

D E V E L O P M E N T . 

A B S T R A C T 

A biopsy of a f ragment of gill t issue w a s per fo rmed, dur ing the who le smol t ing per iod, 
on j uvén i l e h a t c h e r y r e a r e d A t lan t i c s a l m o n (Salmo salar L.). T h e m i c r o a s s a y of t h e 
N a + / K + ATPase act iv i ty w a s c o m p a r e d wi th the m a c r o a s s a y d o n e on the tota l i ty of gi l l 
a rches . No mortal i ty w a s obse rved in the gill b iopsy group w h o s e growth rate ( length and 
weight ) was simi lar to the contro l g roup. The good co r respondence of the kinet ics on the 
e n z y m e activi ty va l idâtes the m ic roassay me thod a n d conf i rms that the b iopsy has n o effect 
on the pos te r io r phys i o l og i e d e v e l o p m e n t of s m o l t s . O u r resu l t s s h o w the env i sag ing 
c h a n g e s in t h e m e t h o d to e n h a n c e t h e m i c r o a s s a y sens i t i v i t y . T h e t e c h n i q u e is ve ry 
promis ing for the analys is of natural popula t ions. 

K e y - w o r d s : b iopsy, N A + / K + ATPase, gil l , Salmo salar. 
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I N T R O D U C T I O N 

C h e z les sa lmon idés , l 'augmentat ion de l 'activité de l 'Adenos ine T r i -Phospha tase 
S o d i u m - P o t a s s i u m b r a n c h i a l e a u c o u r s de la t r ans fo rma t i on pa r r - smo l t en fait un bon 
ind ica teur du n iveau de smol t i f icat ion et donc un bon indicateur de l 'adaptat ion du poisson 
au mi l ieu mar in ( F O L M A R et D ICKHOFF , 1980 ; B O E U F et al., 1982 ; M c C O R M I C K et al., 
1985 ; S O I V I O et al., 1989 ; BOEUF, 1992 ; R O P A R S , 1993 ; TANGUY, 1993). 

J u s q u ' à présent , la mesu re de l'activité de la Na+ /K+ ATPase branchia le demanda i t 
d e s quan t i t és de t i ssus te l les qu 'e l le nécessi tai t de sacr i f ier le po isson (LASSER et al., 
1978 ; S T A G G et S H U T T L E W O R T H , 1982 ; Z A U G G . 1 9 8 2 ) . Lors des é tudes en mi l ieu 
na tu re l , ce sacr i f ice sys témat ique induit une modi f icat ion art i f iciel le des effectifs et du taux 
de surv ie don t les effets sur la dynam ique de populat ion sont diff iciles à est imer. 

M c C O R M I C K (1993) et S C H R O C K et al. (1994) ont déve loppé respect ivement sur 
s a u m o n s At lan t ique (Salmo salar) et sur saumons du Paci f ique (Oncorhynchus spp) des 
t echn iques de dosage f in (m ic rodosage) de l 'activité de la Na+ /K+ ATPase ne nécessi tant 
q u ' u n e fa ib le quant i té de t issu branch ia l . Ce f ragment de t issu peut être pré levé par biopsie 
en m in im isan t de ce fait les t raumat i smes occasionnés au po isson . 

L'étude présentée a pour but de comparer les résul tats ob tenus par ,cet te méthode 
(m ic rodosage) à ceux observés par l 'analyse des branch ies ent ières (macrodosage) , non 
p lus ponc tue l lement , ma is sur une pér iode de temps cont inue (4 mois) . Dans ce cadre, el le 
pe rme t éga lemen t de véri f ier à m o y e n terme l 'absence d ' impact de la biopsie sur la survie 
m a i s é g a l e m e n t s u r la c r o i s s a n c e tan t l i n é a i r e q u e p o n d é r a l e a i n s i q u e s u r le 
d é v e l o p p e m e n t phys io l og ique du j e u n e sa lmon idé . Il convena i t é g a l e m e n t d 'éva luer la 
f iabi l i té d e s résu l ta ts ob tenus af in de déterminer les possib i l i tés d 'appl icat ion d 'une tel le 
m é t h o d e p o u r des é t u d e s en rou t i ne , no tammen t sur d e s p o p u l a t i o n s de t ru i tes far io 
(Salmo trutta) e t de pouvoi r proposer, le cas échéant , que lques amél iora t ions. 

Le t e s t d e c e t t e n o u v e l l e m é t h o d e a é té e f f e c t u é en m i l i e u c o n t r ô l é , su r une 
popu la t ion de s a u m o n s a t lant iques (Salmo salar) pendant toute la pér iode de smolt i f icat ion 
(mars à ju in ) . 

M A T É R I E L ET M É T H O D E S 

Réco l tes d e s d o n n é e s e n p i s c i c u l t u r e 

Les poissons 

La mé thode de b iops ie a été tes tée sur des juvéni les de s a u m o n at lant ique (Salmo 
salar) é levés à la p isc icul ture expér imenta le du Drennec, cogérée par l ' INRA et l ' IFREMER. 
Les po issons éta ient ma in tenus dans des bacs de plein air a l imentés cont inuel lement en 
e a u couran te à partir de l 'eau de la r iv ière voisine, l 'Elorn. 

Les s a u m o n s é ta ien t p ré levés de façon a léato i re d a n s un bac (A) con tenan t des 
juvén i les issus d 'une m ê m e cohor te et identifiés c o m m e pré-smol ts ou smol ts au début de 
m a r s d ' a p r è s leur p h é n o t y p e ( r o b e a r g e n t é e , d i s p a r i t i o n d e s m a r q u e s de d i g i t a t i on 
la téra les, appar i t ion de str ies noires sur la nageoi re cauda le ) . Les po issons non pré levés 
const i tua ien t le lot t é m o i n . Les smol ts biopsies étaient p lacés dans un bac séparé (B) pour 
cont rô ler leur surv ie , leur c ro issance et leur état généra l . 

Protocole et manipulation des poissons 

Sept c a m p a g n e s de mesu res on t été mises en place entre le début du mois de mars 
et la m i - ju in , de man iè re à couvr i r tou te la pér iode de smol t i f i ca t ion . Les p ré lèvements 
é ta ient e s p a c é s de qu inze jours , sauf le dernier, espacé d 'un mois . 

Les po i ssons éta ient man ipu lés sous anes thés ie (Phénoxy -é thano l 3ml/ l ) , sur des 
suppor ts humides . Durant les d i f férentes manipulat ions, ils éta ient s tockés dans une eau 
ident ique à cel le des bacs d 'é levage. 

A c h a q u e c a m p a g n e de m e s u r e s , v ing t -quat re ind iv idus don t l ' avancement de la 
smol t i f ica t ion a été éva lué se lon les critères phénotyp iques p récédemmen t décr i ts, ont été 
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mesurés ( longueur fou rche et totale) et pesés. Douze ont é té b iops ies au mi l ieu du premier 
a rc b r a n c h i a l g a u c h e e t m i s e n b a c B. L e s b r a n c h i e s d e s d o u z e a u t r e s o n t é t é 
comp lè temen t p ré levées pour effectuer une mesure de l 'activité Na+ , K+ , ATPasique par 
m a c r o d o s a g e . P u i s , les p o i s s o n s b i o p s i e s lo rs d e s c a m p a g n e s p r é c é d e n t e s ont é t é 
contrô lés (nombre , longueur fourche, longueur tota le, po ids , état sani ta i re et avancemen t 
de la c icatr isat ion) et compa rés à un échant i l lon a léato i re de c inquante témo ins non traités 
pour pouvoi r déce le r d 'éventue l les di f férences de c ro issance . 

Lors de la dern ière c a m p a g n e de mesures , des p ré lèvements supp lémenta i res ont 
été réal isés de la man iè re su ivante. Sur un smol t , une b iops ie a été réal isée au mil ieu de 
c h a q u e arc b ranch ia l ( 8 p ré lèvements ) ; ensu i te , d o u z e smo l t s ont été b iops ies puis la 
total i té de leur t issu branch ia l a été pré levée pour ef fectuer un mac rodosage de l'activité 
ATPas ique , en f in , douze smol ts man ipu lés au cours des c a m p a g n e s p récéden tes ont é té 
pris au hasard dans le bac B et b iops ies une seconde fois. 

Prélèvement du tissu branchial 

Pour la b iops ie , l 'opercule était ma in tenu écar té à l 'aide d 'une p ince à bou ts ronds, 
qui servai t é g a l e m e n t à sou lever le p remier arc. U n échant i l lon de 4 à 6 f i laments était 
pré levé avec une pa i re de peti ts c iseaux ch i rurg icaux à po intes recourbées. Pour éviter une 
h é m o r r a g i e i m p o r t a n t e , la c o u p u r e é ta i t f a i te a u - d e s s u s d u s e p t u m ca r t i l ag i neux q u i 
maint ient les f i l aments soudés sur la moit ié de leur longueur (cas des s a l m o n i d é s et de 
cer ta ines aut res espèces ) . 

Les f i l a m e n t s é t a i e n t e n s u i t e i m m e r g é s d a n s d e s t u b e s E p p e n d o r f s de 1.5 ml 
contenant 1 0 0 ul de SEI (solut ion tampon : 0 : 3 mol/l sucrose, 0 . 0 2 mol/l N a 2 E D T A , 0 . 1 mol/l 
imidazole, pH 7 . 1 ) à la température de la g lace. 

Pou r le m a c r o d o s a g e , la to ta l i té des b r a n c h i e s é ta i t p r é l e v é e , r i ncée d a n s u n e 
solut ion de SEI pour é l iminer le sang et p lacée dans des tubes Eppendor fs . 

Les Eppendor fs éta ient ensui te conge lés ins tan tanément dans l 'azote l iquide, pu is 
s tockés à - 8 0 °C. 

A n a l y s e s p h y s i o l o g i q u e s 

Analyse par macrodosage 

L'analyse,des échant i l lons de branch ies ent ières a été ef fectuée se lon une techn ique 
de m a c r o d o s a g e d é r i v é e de ce l le de Z A U G G ( 1 9 8 2 ) . L 'act iv i té N a + / K + A T P a s i q u e es t 
m e s u r é e e n d o s a n t le p h o s p h o r e i n o r g a n i q u e l i b é r é p a r h y d r o l y s e d e l ' A d é n o s i n e 
t r iphosphate (ATP). Elle est mesurée en mic romo le de phospha te l ibéré par mi l l igramme de 
p ro té ine et par heu re (umo l P i . m g - 1 . h - 1 ) . L 'act iv i té de ce t te e n z y m e es t ca lcu lée pa r 
d i f férence ent re l 'activité ATPas ique totale et l 'activité ATPas ique en présence d f Ouaba ïne 
( inhibiteur spéc i f ique de la Na+ /K+ ATPase) . 

Prépara t ion des échant i l lons 

Les t u b e s E p p e n d o r f s de 1 . 5 ml con tenan t les a rcs b ranch iaux o n t - é t é sort is du 
congé la teur jus te avan t leur uti l isation et ont été ma in tenus sur g lace en p e r m a n e n c e . 

L e s é c h a n t i l l o n s o n t t o u t d ' a b o r d é t é h o m o g é n é i s é s p a r b r o y a g e d e s a r c s 
branch iaux dans 1 ml de SEI (Sucrose 0 . 3 M, Na^EDTA 0 . 0 2 M, Imidazole 0 . 1 M, P H 7 . 1 ) à 
l 'aide d 'un pot ter W e a t h o n 7 m l . Les t issus ainsi sépa rés des parties car t i lag ineuses sont 
t ransvasés dans des tubes Eppendor fs de 2 ml et d i lués dans 1 ml d 'eau dist i l lée. 

U n e p r e m i è r e c e n t r i f u g a t i o n de 7 m i n u t e s à 2 0 0 0 g p e r m e t d e r é c u p é r e r l es 
m e m b r a n e s cel lu la i res conservées dans le culot. Un b royage de ce culot dans 4 5 0 à 9 5 0 ul 
de S E I D (SEI + 1 g/1 de sod ium déoxycho la te) à l 'aide du pot ter W e a t h o n , permet la mise 
e n s o l u t i o n d e s e n z y m e s m e m b r a n a i r e s . C e s d e r n i è r e s s o n t r é c u p é r é e s d a n s le 
surnageant après une nouvel le centr i fugat ion de 6 minu tes à 2 0 0 0 g. 
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Pro toco le de dosage 

Le dosage du phosphate inorganique l ibéré a été réalisé selon une méthode dérivée 
de cel le de A T K I N S O N et al. (1973) en duplicats dans des tubes de 5 ml contenant d 'une part 
500 ul de solut ion A (23 mmol / l M g C I 2 , 6 H 2 0 , 155 mmol/ l NaCI, 75 mmol/ l KCI, 115 mmol/l 
im idazo le , pH 7) pour la mesure de l'activité totale et d'autre part 500 ul de solut ion A plus 
0 . 5 8 m m o l e s / l d ' o u a b a ï n e ( so lu t i on B) pour la m e s u r e de l 'act iv i té des A T P a s e s non 
sens ib les à l 'ouabaïne. 2 0 ul de préparation enzymat ique puis 100 ul d 'une solut ion d'ATP 
(0.03 M de Na 2 ATP, PH 7) ont été distr ibués dans chaque tube. Toutes ces opérat ions ont été 
e f fec tuées d a n s un bain-mar ie froid (0 °C). Ensuite, les tubes ont été p lacés dans un bain-
mar ie à 3 7 °C pendant 10 minutes puis immédiatement refroidis dans la g lace. 200 ul d 'eau 
dist i l lée ont é té ajoutés dans chaque tube, ainsi que 3 ml de mélange lubrol-molybdate à 1/1 
( lubrol 17A17 : 10 g/l ; a m m o n i u m heptamolybdate : 10g/I heptamolybdate, 100 ml/l H 2 S 0 4 ) 
pour s topper la réaction et f ixer le phosphate inorganique libéré sous forme d'un complexe 
so lub le j aune . 

S i m u l t a n é m e n t à c e s o p é r a t i o n s , 2 b l a n c s et 5 s t a n d a r d s o n t é té p r é p a r é s en 
dup l i ca ts d a n s des tubes de 5 ml et soumis a u x m ê m e s condi t ions. Les b lancs contenaient 
5 0 0 ul d e solut ion B, 2 0 ul de S E I D , 100 ul d e solut ion d'ATP, 200 ul d 'eau dist i l lée et 3 ml 
d e m é l a n g e l u b r o l - m o l y b d a t e à 1 /1 . Dans les s t a n d a r d s , 2 0 à 100 ul d e so lu t i on de 
p h o s p h a t e inorgan ique (0.1 m g Pi / ml) ont é té subst i tués au m ê m e vo lume d 'eau dist i l lée. 

A p r è s 2 0 minu tes à 25 °C, les préparat ions ont été répar t ies sur une mic rop laque 
(96 pui ts) à ra ison de 300 ul par pu i ts . Le n iveau de phospha te inorgan ique a a lors été 
m e s u r é p a r s p e c t r o p h o t o m é t r i e à 4 0 5 n m , s u r un l e c t e u r d e m i c r o - p l a q u e s E L I S A 
( e n z y m e - l i n k e d i m m u n o s o r b e n t assay ) . 

Le d o s a g e d e s p ro té ines a été réal isé se lon la mé thode de B R A D F O R D (1976) , 
d a n s d e s t u b e s d e 10 m l , e n d u p l i c a t s . C h a q u e t u b e c o n t e n a i t 2 0 ul d e p répa ra t i on 
e n z y m a t i q u e et 5 ml de réactif (B iorad dye prote in assay reagent) di lué à 1/4. Les 2 blancs 
(en dup l i ca ts ) con tena ien t 2 0 ul de SEID et 5 ml de colorant d i lué. Les 5 s tandards (en 
dup l ica ts ) contena ient en p lus 20 à 100 ul de BSA (Bovine Sé rum A lbumine 1 mg/ml ) . Les 
m i c rop laques ont é té rempl ies imméd ia tement de la manière p récédente , et la lecture faite 
à 6 3 0 n m . 

Analyse par microdosage 

La mesu re de l 'act iv i té N a + / K + ATPas ique sur les échant i l l ons de b iops ie de t issu 
b ranch ia l a é té réa l isée se lon une méthode proche de cel le p roposée par M c C O R M I C K 
( 1 9 9 3 ) . 

Prépara t ion des échant i l lons 

L ' h o m o g é n é i s a t i o n d e s é c h a n t i l l o n s e t l a m i s e e n s o l u t i o n d e s e n z y m e s 
m e m b r a n a i r e s ont été assu rées par un unique broyage dans 25 ul de SE ID concent ré (5 g/l 
s o d i u m d e s o x y c h o l a t e ) , p r é p a r é j u s t e avan t le d o s a g e e n ra i son de s o n i m p o r t a n t e 
v iscos i té . Un mic robroyeur é lec t r ique (Kontes, V ine land, NJ, USA) a été uti l isé, à ra ison de 
1 m inu te par échant i l lon. Une seu le centr i fugat ion de 1 minute à 5000 g a été réal isée, le 
su rnagean t étant c o n s e r v é dans le tube Eppendorf d 'or igine pour évi ter les per tes. 

P ro toco le de dosage 

Le dosage du phospha te inorganique l ibéré par l 'activité enzymat ique a été réalisé 
s e l o n le m ê m e p r i n c i p e q u e ce lu i décr i t p r é c é d e m m e n t , d a n s d e s t u b e s de 3 ml en 
dup l ica ts . Chacun contenai t 200 ul de solut ion A ou B, 15 ul de préparat ion enzymat ique , 
4 0 ul de so lut ion d'ATP, 100 ul d 'eau disti l lée et 1.2 ml de mé lange lubro l -molybdate. Pour 
ce d o s a g e , 9 s tandards et 2 b lancs ont été préparés en dupl icats. Dans les b lancs et les 
s t a n d a r d s , la p répara t i on e n z y m a t i q u e a é t é remp lacée par 15u l de S E I D . Dans les 9 
s tanda rds , 5 à 60 pl de so lu t ion de phosphate inorganique (0.1 mg Pi/ml) étaient subst i tués 
au m ê m e vo lume d 'eau dist i l lée. 

Le dosage des pro té ines étai t similaire à celui de la mac romé thode . Les tubes (3 ml) 
con tena ien t 15 pl de prépara t ion enzymat ique , 800 pl d 'eau dist i l lée et 200 ul de réactif 
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(biorad dye) non di lué. Dans les b lancs et les s tandards , 15 ul de SE ID di lué remplaçaient 
la p r é p a r a t i o n e n z y m a t i q u e . Les s t a n d a r d s é t a i e n t a u n o m b r e de 13 d u p l i c a t s e t 
con tena ien t de 1 à 40 ul de BSA, le vo lume d 'eau dist i l lée a jouté étant d im inué d 'autant 
pour un m ê m e vo lume f ina l . 

T r a i t e m e n t d e s d o n n é e s 

Données biométriques 

Pour c h a q u e c a m p a g n e de m e s u r e , la m o y e n n e a r i t hmét ique et l 'écart t ype d e s 
longueurs et des poids ont -é té ca lcu lés pour le lot de smol ts anc iennement b iops ies et le 
lot de 50 témo ins . Les di f férences éventue l les ont é té tes tées par ana lyse de var iance et 
ana lyse de m o y e n n e . 

Données physiologiques 

Pour ce r ta ins échant i l l ons de pet i te ta i l le , tou t ou part ie des résu l ta ts de la lecture 
é ta ient négat i fs : la quant i té de phospha te i no rgan ique l ibérée par l 'act ivi té "des e n z y m e s 
A T P a s i q u e s e t /ou la quant i té de p ro té ines m e m b r a n a i r e s é ta ient in fér ieures au seui l de 
sens ib i l i té de la m é t h o d e . C e s échant i l l ons n'ont d o n c pas pu être ana lysés . Les autres 
d o n n é e s on t é té t ra i tées de la m ê m e man iè re que ce l les o b t e n u e s par le m a c r o d o s a g e . 

L 'équat ion des courbes s tandards était de la f o rme a + b X + c Exp(d X 2 ) pour le 
dosage du phospha te inorganique et a + b x + c x 2 pour le dosage des pro té ines. L'écart 
entre les dupl icats était infér ieur ou éga l à 10 ( imol pour le phospha te inorganique et 2 ug 
pour les pro té ines . La va leur moyenne ob tenue pour chaque échant i l lon a donc pu être 
re tenue. Le calcul de l 'activité totale et de l 'activité en p résence d 'ouabaïne a été effectué à 
part i r de la fo rmu le p r é c é d e m m e n t c i tée . L'act ivi té N a + , K+ , ATPas ique es t dédu i te pa r 
d i f férence ent re l'activité ATPas ique tota le et l 'activité ATPas ique en présence d 'ouabaïne , 
inhibi teur spéc i f ique de la Na+ / K+ ATPase . Pour c h a q u e lot de 12 smol ts b iops ies à une 
m ê m e date, la moyenne ar i thmét ique des act iv i tés Na+ /K+ ATPas iques , l 'écart t ype et le 
coef f ic ient de var ia t ion ont été ca lcu lés. Les d i f fé rences éventue l les ont é té tes tées par 
ana lyse de var iance et de moyenne . 

RÉSULTATS 

S u r v i e , c r o i s s a n c e et état s a n i t a i r e 

Survie et état sanitaire 

A u c u n e mortal i té n'a été observée à la su i te des b iops ies et les smol ts manipu lés ont 
m o n t r é un b o n é ta t de s a n t é g é n é r a l e p e n d a n t t o u t e la d u r é e d e l ' e x p é r i m e n t a t i o n . 
S igna lons , toutefo is , qu 'un po isson b iops ie une seconde fois lors de la dern ière campagne 
de p ré lèvements présenta i t encore des lés ions sur l'arc branchia l anc iennement manipu lé . 

Croissance 

Les p o i s s o n s du lot b i o p s i e n 'on t p a s p r é s e n t é de d i f f é r e n c e s i g n i f i c a t i v e d e 
c ro issance tant l inéaire que pondéra le avec le lot t émo in (Fig. 1 et 2, Tableau I) pendant la 
du rée de l 'étude. 

A n a l y s e s p h y s i o l o g i q u e s 

La cinétique enzymatique 

Q u e l q u e s o i t l e d o s a g e u t i l i s é , l ' a c t i v i t é N a + , K + , A T P a s i q u e a u g m e n t e 
régu l iè rement au cours de la pér iode de smol t i f icat ion pour a t te indre un m a x i m u m le 2 0 
av r i l , pu i s e l le déc ro î t r a p i d e m e n t . P o u r le m i c r o d o s a g e , o n o b s e r v e c e p e n d a n t une 
remontée de l 'activité à la dern ière c a m p a g n e de p ré lèvements ( tableau II et f ig . 3 ) . Mais 
cet te remontée semblera i t rel iée à un artefact de dosage . 
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F i g u r e 1 : E v o l u t i o n d a n s le t e m p s d e la l o n g u e u r f o u r c h e m o y e n n e d e s l o t s t é m o i n s 
et b i o p s i e s . 

F i g u r e 1 : E v o l u t i o n i n t i m e o f t h e m e a n f o r k l e n g t h o f t h e c o n t r o l a n d t h e g i l l b i o p s y 
s a m p l e s . 

F i g u r e 2 : E v o l u t i o n d a n s le t e m p s d u p o i d s m o y e n d e s l o t s t émoins et b i o p s i e s . 

F i g u r e 2 : E v o l u t i o n in t i m e o f t h e m e a n w e i g h t o f t h e c o n t r o l a n d t h e g i l l b i o p s y 

s a m p l e s . 
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T a b l e a u I : E v o l u t i o n d e la t a i l l e ( l o n g u e u r f o u r c h e Lf e n c m ) e t d u p o i d s (P e n 
g r a m m e s ) d e s l o t s b i o p s i e s e t t é m o i n s d e j u v é n i l e s d e s a u m o n s 
A t l a n t i q u e (Salmo salar) p e n d a n t la p é r i o d e d ' é t u d e . S E r e p r é s e n t e 
l ' e r r e u r s t a n d a r d : o Nn. 

T a b l e I : E v o l u t i o n o f s i z e ( f o r k l e n g t h L f in c m ) a n d o f w e i g h t (P in g r a m s ) of t h e 
g i l l b i o p s y a n d t h e c o n t r o l s a m p l e s o f juvéni le A t l a n t i c s a l m o n (Salmo 
salar) d u r i n g t h e d u r a t i o n o f t h e s t u d y . SE is t h e s t a n d a r d e r r o r : c /Vn. 

lot témoin poissons précédemment biopsies 

date nombre P + / - SE L f +/- SE nombre P +/ - SE L f + / - SE 

8-mars 50 54.96+/-3.31 16.22+/-0.41 / / / 

23-mars 50 66.5+/-2.20 17.68+/-0.20 12 72.92+/-3.06 18.66+/-0.30 

6-avril 50 77.5+A2.99 18.7+/-0.23 24 75.88+A3.42 18.9+/-0.2 

20-avril 50 73.74+A2.28 18.8+/-0.21 36 79.5+/-3.04 19.2+/-0.22 

4-mai 50 82.78+A3 19.7+/-0.22 48 90.92+/-3.57 20.08+/-2 

18-mai 50 95.96+/-4.19 20.7+/ -0 .27 60 94.07+/-3.5 20.36+/-0.2 

15-juin 50 105.12+/-3.41 21.4+/-0.21 72 112.88+7-4.2 21.72+/-0.19 

T a b l e a u II : E v o l u t i o n d a n s le t e m p s d e la v a l e u r d e l'activité d e la N a + / K + A T P a s e 
b r a n c h i a l e m e s u r é e p a r m i c r o d o s a g e s u r l e s l o t s b i o p s i e s e t p a r 
m a c r o d o s a g e s u r d e s l o t s s a c r i f i é s d e s a u m o n s A t l a n t i q u e (Salmo 
salar). CV représente le c o e f f i c i e n t d e v a r i a t i o n : o / m o y e n n e . 

T a b l e II : E v o l u t i o n in t h e t i m e o f t h e g i l l N a + / K + A T P a s e a c t i v i t y v a l u e m e a s u r e d 
b y m i c r o a s s a y o n t h e g i l l b i o p s y s a m p l e s a n d b y m a c r o a s s a y o n t h e 
k i l l e d s a m p l e s o f A t l a n t i c s a l m o n ( S a l m o sa la r ) . C V is t h e c o e f f i c i e n t o f 
v a r i a t i o n : a / m e a n . 

microdosage 
(smolts biopsies) 
manipulateur 1 

macrodosage 
(smolts biopsies) 
manipulateur 1 

macrodosage 
(témoins) 

manipulateur 2 

microdosage 
(deuxième biopsie) 

manipulateur 1 
date nombre 

d'individus 
activité 

(umol/mg/h) 
nombre 

d'individus 
activité 

(umol/mg/h) 
nombre 

d'individus 
activité 

(umol/mg/h) 
nombre 

d'individus 
activité 

(umol/mg/h) 
08-mar 9 1.6 

O = 0.72 
CV =43.6% 

10 30.3 
a = 4.19 

CV=13.8% 
23-mar 10 5.6 

a = 2.01 
CV=35.9% 

12 41.7 
a = 3.48 

CV =8.3% 
06-avr 7 9.6 

0 = 3.37 
CV 35.2% 

12 42.2 
a = 4.72 

CV=11.2% 
20-avr 12 11.4 

0 = 3.52 
CV =30.9% 

11 57.3 
0 = 7.01 

CV=12.2% 
04-mai 8 4.9 

rj = 1.9 
CV=38.3% 

12 47.4 
a = 6.91 

CV = 14.6% 
18-mai 9 1.8 

a = 0.68 
CV =38.5% 

8 44.4 
G = 4.34 

CV=9.8% 
15-jun 12 3.8 

C = 1.43 
CV=37.2% 

~ 12 14.626 
a = 3.42 

CV=23.3% 

12 19.3 
O = 2.77 

CV=14.4% 

11 3.9 
r j= 1.53 

CV=38.6% 
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F i g u r e 3 : C iné t ique d e l 'activité Na+ , K + A T P a s i q u e b r a n c h i a l e mesurée par m i c r o et 
m a c r o d o s a g e . 

F i g u r e 3 : K i n e t i c s o f g i l l N a + , K + A T P a s e a c t i v i t y m e a s u r e d b y m i c r o a n d 

m a c r o a s s a y . 

L e s v a l e u r s s ' é c h e l o n n e n t e n t r e 1.6 e t 11 .4 u m o l / m g de p r o t é i n e s p o u r le 
m i c r o d o s a g e et de 19 à 60 umo l /mg pour le macrodosage . Cependant , les coeff ic ients de 
var ia t ion pour les di f férents lots de smol ts b iops ies sont t rès é levés (de 30.9 à 43.6 % ) pour 
le m i c r o d o s a g e par rappor t à ceux d u mac rodosage (de 9.8 à 14.6 % ) e t les écar ts les p lus 
impor tan ts s 'observent pour les échant i l lons de pet i tes tai l les. 

Impact de la biopsie sur le développement physiologique du poisson 

A u c u n e d i f férence s igni f icat ive n'est obse rvée ent re l 'activité des smol ts b iops ies 
u n e p r e m i è r e fo is le 15 ju in et ce l le des s m o l t s b iops ies pour la s e c o n d e fo is à ce t te 
p é r i o d e (Tab leau II). L e s s m o l t s b iops ies s e m b l e n t donc poursu iv re un d é v e l o p p e m e n t 
phys io log ique simi laire à celui de smol ts non manipu lés . 

Valeur de la Na+/K+ ATPase sur les différents arcs branchiaux d'un même poisson 

biopsie 

Il ex is te une g rande var iabi l i té d'activité Na+ /K+ ATPas ique entre les di f férents arcs 
b r a n c h i a u x d 'un m ê m e cô té e t en t re les a r c s b ranch iaux d e d e u x cô tés o p p o s é s d 'un 
m ê m e po isson (Tableau III). 

Comparaison entre micro et macrodosage 

La compara i son ent re le micro et le mac rodosage n'a été ef fectuée qu 'à la dern ière 
c a m p a g n e de mesure o ù 11 smo l t s ont sub i une b iopsie puis un p ré lèvement total des 
b ranch ies e n vue d 'un d o s a g e c lass ique (Tableau IV). Cet te compara ison mont re une très 
b o n n e corré lat ion entre les deux dosages (Fig.4) ( R 2 - 0.98 renforcée par la va leur du F de 
F isher t rès supér ieure à la va leur cr i t ique de F (501.2 contre 5.12)). Le rapport entre macro 
et m i c rodosage donne une va leur de 3.95 (Tableau IV). 
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T a b l e a u III : Act iv i té N a + / K + A T P a s i q u e d e s di f férents a r c s b r a n c h i a u x d ' u n m ê m e 
p o i s s o n m e s u r é e p a r m i c r o d o s a g e a u 15 j u i n 1994. 

T a b l e III : N a + / K + A T P a s i q u e a c t i v i t y in t h e différent g i l l a r c h e s o f t h e s a m e f i s h 
m e a s u r e d b y m i c r o a s s a y o n t h e 15 th o f j u n e 1994. 

Activité (ug Pi/mg protéine/h) 

arc branchial Gauche Droite 

1 3.3 4.3 

2 9.5 8.6 

3 11.9 9.8 

4 6.2 3.4 

T a b l e a u IV : C o m p a r a i s o n d e s r a p p o r t s m a c r o d o s a g e s u r m i c r o d o s a g e . E n g r a s 
i t a l i q u e , les v a l e u r s t rouvées pa r M c C O R M I C K e n 1993. C V représente 
le c o e f f i c i e n t d e v a r i a t i o n : a / m o y e n n e . 

Tab le IV : C o m p a r i s o n o f m a c r o - m i c r o a s s a y r a t i o s . In h e a v y f a c e d i t a l i c s , t h e 
v a l u e s f o u n d b y M c C O R M I C K in 1993. CV is t h e c o e f f i c i e n t of v a r i a t i o n : 
a / m e a n . 

Activité microdosage Activité macrodosage Rapport macro/micro 
(ug Pi/mg protéine/h) (Ug Pi/mg protéine/h) 

3.7 13.7 3.69 
1.8 9.7 5.43 
2.9 12.8 4.40 
6:4 19.9 3.12 
2.9 12.9 4.51 
1.9 9.7 5.03 
4.2 15.1 3.59 
5.2 18.2 3.49 
4.1 14.6 3.59 
4.5 15.5 3.43 
6.0 18.9 3.14 

moyenne 4.0 (3.7+/- 0.5) 14.6 (16 +/- 1) 2.1(4.3) 

a 1.527 3.406 0.78 

C V (%) 38.53 23.29 19.66 

D I S C U S S I O N 

L'expér imentat ion réal isée ici a permis de conf i rmer à m o y e n te rme (contrôle cont inu 
sur p resque quatre mois) , les observa t ions de M c C O R M I C K (1993) en mi l ieu cont rô lé et de 
S H R O C K et al. (1994) en mi l ieu naturel concernan t la c ro issance et la surv ie des poissons. 
Les po issons b iops ies ne présentent pas de di f férences s igni f icat ives de cro issance linéaire 
et pondéra le avec les po issons non man ipu lés et la surv ie n'a été a u c u n e m e n t d iminuée, et 
ce , quel le que soit la date de p ré lèvement durant la pér iode mars à ju in e t le niveau de 
smol t i f icat ion des po issons . De p lus , il appara î t que la b iops ie ne s e m b l e pas altérer le 



Bull. Fr. Pêche Piscic. (1996) 340 : 43 -55 — 52 — 

F i g u r e 4 : R e l a t i o n e n t r e m i c r o d o s a g e et m a c r o d o s a g e a u 15 j u i n 1994. 

F i g u r e 4 : R e l a t i o n s h i p b e t w e e n m i c r o a s s a y a n d m a c r o a s s a y o n t h e 15 th o f j u n e 

1994 . 

d é v e l o p p e m e n t phys io log ique ul tér ieur du po isson pu isque les n iveaux d'act ivi té N A + / K + 
A T P a s i q u e s ne son t pas d i f férents en fin d 'expér imen ta t ion pour les po issons b iops ies 
p o u r la d e u x i è m e fo is q u e p o u r les po issons m a n i p u l é s pou r la p rem iè re fo is . Ce t te 
o b s e r v a t i o n mér i te ra i t t ou te fo i s d 'ê t re con f i rmée par l 'ana lyse de la c iné t ique af in de 
préc iser si la mon tée et le m a x i m u m d'activité Na+ /K+ ATPas ique ne sont pas modi f iés . 
N é a n m o i n s , ces p rem iè res observa t ions permet tent de mont rer que la biopsie n'affecte 
pas le smo l t dans sa c ro issance ni dans sa phys io log ie . De plus, la c icatr isat ion semb le 
ê t re rap ide pu isque sur tou te la pér iode d 'é tude, seu l un po isson a présenté une plaie 
ouver te au con t rô le su ivant . 

Les va leu rs d 'act iv i té q u e nous avons ob tenues par m ic rodosage sont du m ê m e 
o r d r e q u e ce l l es o b t e n u e s pa r M c C O R M I C K (1993 ) . La c o u r b e t raçan t l 'évo lu t ion de 
l 'activité N a + / K+ ATPas ique dans le temps est éga lement con forme à ce que l'on pouvai t 
a t t e n d r e d a n s pare i l c a s , si on e x c e p t e le de rn ie r po in t de m e s u r e qui fa i t r e m o n t e r 
l 'activité. La cou rbe d'act iv i té ob tenue par macrodosage conf i rme d'ai l leurs l'allure généra le 
d e la c o u r b e de m i c r o d o s a g e et la date d u p ic d 'ac t i v i té ( f ig .3 ) . Tou te fo i s , m a c r o et 
m i c r o d o s a g e s n'ont pas été ef fectués sur les m ê m e s po issons et les di f férences de profi l 
des d e u x courbes ob tenues ne peuven t donc pas être imputées plus à la di f férence de 
m é t h o d e u t i l i sée q u ' à la v a r i a b i l i t é i n te r i nd i v i due l l e ( J O H N S O N et al., 1 9 7 7 ) . C e t t e 
obse rva t i on est ren forcée par la t rès bonne corré lat ion que l'on retrouve entre micro et 
m a c r o d o s a g e s e f fec tués sur les m ê m e s po i ssons à la de rn iè re c a m p a g e de m e s u r e s 
( f ig .4) . Par a i l leurs , la co r ré la t i on obtenue a une va leur (r = 0 .991) supér ieu re à ce l le 
o b t e n u e en m o y e n n e par S C H R O C K et al. (1994) (r = 0 .96) . De p lus, le rapport ent re 
l 'activité mesurée par mac rodosage et l'activité mesurée par mic rodosage (Tableau IV) est 
du m ê m e ordre de va leur que les 4.3 obtenus pour des présmol ts et les 3.95 obtenus pour 
d e s s m o l t s par M c C O R M I C K (1993) et pe rme t de lever le dou te . Il serai t ma in tenan t 
in téressant de déterminer si cet te corrélat ion se conf i rme à tout momen t de la c inét ique et 
s'il ex is te une relat ion s tab le ent re micro et mac rodosage quel le que soit la pér iode du 
p ré lèvement . 

Cependan t , la techn ique de microdosage mise au point pour cet te expér imentat ion 
d o n n e d e s c o e f f i c i e n t s d e v a r i a t i o n a l lan t d e 3 0 . 9 à 4 3 . 6 %, ce qu i es t é l e v é e n 
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c o m p a r a i s o n a v e c les 12 % de m o y e n n e o b t e n u s pa r m a c r o d o s a g e . D e te ls éca r t s 
dev iennent rédhibi to ires pour une compara ison de c inét ique enzyma t i que selon l 'année et 
le si te géog raph ique chez le s a u m o n et pour une ana l yse d 'act iv i té chez la t ru i te fario 
(Salmo trutta L.) o ù les var ia t ions in ter - ind iv idus son t dé jà t rès impor tan tes (S IEGLER, 
données non publ iées) . Il y a sans doute une responsabi l i té non nég l igeab le de l 'opérateur 
dans la f luctuat ion ob tenue . Sur deux dosages simi la i res (mac rodosages du 15 ju in ) , deux 
m a n i p u l a t e u r s d i f f é r e n t s o n t o b t e n u d e s c o e f f i c i e n t s d e v a r i a t i o n de 2 3 . 3 et 1 4 . 4 % 
respect ivement (Tableau II). O n peut donc a isément imaginer qu 'une di f férence sensib le se 
sera i t re t rouvée lors d 'un m i c r o d o s a g e . Il est d o n c p ré fé rab l e q u e les d o s a g e s soient 
e f f e c t u é s p a r un m ê m e e x p é r i m e n t a t e u r e n t r a î n é a f i n d ' a b o u t i r à u n e m e i l l e u r e 
homogéné i té des résul tats. Néanmo ins , m ê m e si cet te var iabi l i té est du m ê m e ordre de 
grandeur que cel le ca lcu lée à part ir des résul tats de M c C O R M I C K (1993) , soit 33 .7 %, le 
p ro toco le ' de ' p ré lèvement ou de dosage doit pouvoi r ê t re af f iné. Que lques amél iorat ions 
peuvent d 'ores et dé jà être p roposées . 

La t e c h n i q u e d e d o s a g e appara î t ê t re sens ib l e à la quan t i t é de t i ssus p ré levés 
(f ig.5), le b royage un ique ef fectué étant sans dou te plus ef f icace sur des gros échant i l lons. 
Ce détai l techn ique pourrai t expl iquer, entre aut res , la remon tée surp renan te d'act ivi té lors 
de la dern ière c a m p a g n e de pré lèvement où les po issons ont é té sacr i f iés ; le manipulateur 
a sans doute mo ins hési té à pré lever un échant i l lon de t issu branch ia l p lus important. Il 
sera i t d o n c nécessa i r e de d é t e r m i n e r la ta i l le d ' échan t i l l on m a x i m u m p r é l e v a b l e sans 
préjudice et ce , sur des po issons sauvages mo ins rés is tants aux manipu la t ions q u e des 
po issons d 'é levage (ce qui n'a j ama is été fait j usqu 'à présent ) . 

F i g u r e 5 : I n f l u e n c e d e la quan t i t é d e t i s s u b r a n c h i a l p r é l e v é ( e x p r i m é e e n mg d e 

p r o t é i n e s ) s u r l a v a r i a b i l i t é d u m i c r o d o s a g e ( p m o l e d e P i / m g d e 

proté ines) . 

F i g u r e 5 : E f fec t o f t h e q u a n t i t y o f g i l l t i s s u e r e m o v e d ( e x p r e s s e d in m g o f p r o t e i n s ) 

o n t h e v a r i a b i l i t y o f t h e m i c r o a s s a y ( u m o l o f Pi / m g o f p r o t e i n s ) . 
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D e p lus, il apparaî t que les niveaux de Na+/K+ATPase sont plus importants sur les 
a rcs b ranch iaux 2 et 3 (Tableau III). Il serait sans doute appréc iab le de s tandard iser le 
p ré l èvemen t sur un de ceux-c i , m ê m e si le pré lèvement se révélait plus dél icat que sur l'arc 
1 . E n effet des n iveaux d'act iv i té plus importants sont moins assujet t is à la précis ion du 
d o s a g e ( S C H R O C K et al., 1994) . 

La m é t h o d e de b iops ie b ranch ia le es t donc in té ressan te , te l le qu 'e l le , pour des 
é tudes ponctue l les , chez cer ta ines espèces, lorsque l'on veut connaî t re le niveau d'activité 
Na+ /K+ATPas ique d 'un po isson sans le tuer. Mais, pour la m ê m e prob lémat ique chez la 
t ru i te fa r io (Salmo trutta), ou pour faire une compara ison spat io - tempore l le des n iveaux 
N a + / K + A T P a s i q u e s chez le s a u m o n At lant ique (salmo salar), cet te techn ique se révèle 
impréc i se et il est nécessa i re de l'améliorer. Si les modi f icat ions p roposées permet tent de 
rédu i re de façon signi f icat ive la var iabi l i té des résultats, la b iopsie pour ra alors être uti l isée, 
en m i l i eu nature l , pour nos é t u d e s actuel les sur les d i f férents éco t ypes de t ru i tes far io 
(Salmo trutta). El le nous permet t ra i t ainsi d e relier le n iveau de l 'activité de la NA+-K+ 
A T P a s e au phéno type et au deven i r du juvén i le sans tuer l ' individu de façon à ne pas 
modi f ie r d 'une manière art i f iciel le les paramètres de la dynamique de populat ion des deux 
f o rmes migrante et rés idante et permett re ainsi un suivi comparat i f ent re les années et les 
d i f férents s tocks . 

C e t r a v a i l a é t é r é a l i s é d a n s le c a d r e de la c o n v e n t i o n I N R A - C S P n° 9 3 1 4 8 
conce rnan t la capaci té adapta t ive de la truite (Salmo trutta L.). 
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