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A. Introduction 
 

1. Généralités 
 

Les poissons téléostéens constituent le groupe le plus dominant parmi les vertébrés et représentent 
avec plus de 30 000 espèces, 47 % des vertébrés (Lecointre et al., 2010; Nelson et al., 2016). 99 % des 
poissons actuels sont des téléostéens et font partie de la classe des actinoptérygiens ou poissons à 
nageoires rayonnées (Lecointre et al., 2010). Ils ont investi tous les milieux aquatiques : mers, océans, 
fleuves, torrents, abysses, …, des zones tropicales aux régions polaires (Le Guyader et Lecointre, 2013). 
Les téléostéens, par leur étonnante diversité en termes de morphologie (Fig. 1), d'écologie et de 
physiologie sont des exemples vivants d’un succès adaptatif impressionnant et constituent un modèle 
intéressant pour comprendre l’évolution et la diversité des vertébrés (Volff, 2005). 
 

 
Fig. 1 : Diversité des téléostéens 
Sélection de peintures de téléostéens de Francis de Laporte de Castelnau, 1856. De gauche à droite et de haut en bas : poisson cornet 
(Fistularia tabacaria), mylossoma argenté (Mylossoma duriventre), mesotauna (Mesonauta acora), poisson-chat émeraude (Corydoras 
splendens), poisson-chat blindé (Pseudacanthicus spinosus), poisson chirurgien bleu (Acanthurus coeruleus), demoiselle à pointe jaune 
(Stegastes pictus). Source : https://en.wikipedia.org/wiki/Teleost# 

 

Selon plusieurs études, la duplication de génomes entiers (WGD : Whole Genome Duplication) serait 
un facteur dominant dans l’évolution de la complexité et de la diversité des vertébrés et notamment à 
l’origine des nombreuses espèces qui composent le clade des téléostéens (Glasauer et Neuhauss, 2014; 
Meyer et Van De Peer, 2005; Ohno et al., 1968; Parey et al., 2020; Van De Peer et al., 2009; Volff, 2005). 
Ohno (1970) a émis l’hypothèse que l’augmentation de la taille du génome chez les vertébrés serait due 
à deux évènements successifs de duplications de génomes entiers (1R-WGD et 2R-WGD), survenus chez 
l’ancêtre commun des vertébrés (Ohno, 1999, 1970). La duplication de génomes entiers est un 
phénomène biologique par lequel tout le génome d'une cellule d'un organisme est doublé, ce qui 
conduit à l'acquisition d'un ensemble supplémentaire de chromosomes (Glasauer et Neuhauss, 2014; 
Moriyama et Koshiba-Takeuchi, 2018). Suite aux deux évènements 1R-WGD et 2R-WGD, il a été 
démontré que le devenir le plus probable des gènes dupliqués était la non-fonctionnalisation, causée 
par l’absence de contrainte sélective pour maintenir la fonction (Brunet et al., 2006; Jaillon et al., 2004). 
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Toutefois, les gènes dupliqués peuvent également être conservés. Contrairement à la non-
fonctionnalisation, les mécanismes qui permettent la conservation des doublons sont la sous-
fonctionnalisation correspondant au partage des fonctions du gène ancestral par les gènes dupliqués 
et la néo-fonctionnalisation définie comme l’acquisition d’une nouvelle fonction par les gènes dupliqués 
(Moriyama et Koshiba-Takeuchi, 2018). Les gènes dupliqués issus des évènements de WGD sont dits 
paralogues, tandis que les gènes ayant divergé après un évènement de spéciation sont dits orthologues.  
 
L’essor des technologies de séquençage haut-débit et le développement d’outils bio-informatiques ont 
permis de corroborer l’hypothèse de Ohno (1970) concernant les deux évènements de duplication du 
génome chez les vertébrés et de les dater d’environ 520 à 550 millions d’années (Ma) (Holland et al., 
2008; Putnam et al., 2008; Van De Peer et al., 2009). Le séquençage du génome complet de plusieurs 
espèces de téléostéens, associé à des analyses de synténie, ont permis de mettre en évidence 
l’existence d’un troisième évènement de duplication de génome entier spécifique aux téléostéens (3R-
WGD), survenu il y a environ 320 à 350 Ma (Aparicio et al., 2002; Howe et al., 2013; Jaillon et al., 2004; 
Kasahara et al., 2007; Schartl et al., 2013). En plus des duplications de génomes chez l’ancêtre commun 
des téléostéens, des duplications plus récentes ont été mises en évidence chez les salmonidés (Ss4R) et 
les cyprinidés (Fig. 2), il y a 50 à 80 Ma et 5.6 à 11.3 Ma, respectivement (Alexandrou et al., 2013; Wang 
et al., 2012). 
 

 
 
Fig. 2 : Phylogénie simplifié des téléostéens 
La lignée des téléostéens se sépare à partir des poissons à nageoires rayonnées (actinopterygiens) et a commencé à diverger après un 
évènement de duplication de génome entier (3R-WGD) qui s’est déroulé entre 320 et 350 Ma. Des duplications de génomes entiers 
supplémentaires se sont produits à la base des salmonidés, il y a 50 à 80 Ma et chez un ancêtre proche de la carpe commune, il y a 5,6 à 
11,3 Ma. Les points orange décrivent les évènements de duplications dans l’évolution des téléostéens. Les évènements de duplications 
en dehors des téléostéens ne sont pas affichés. Ma : millions d’années. Modifié d’après (Glasauer et Neuhauss, 2014). 
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Chez le poisson-zèbre (Danio rerio), des chercheurs ont estimé que 20 % des gènes dupliqués étaient 
conservés (Postlethwait, 2000; Postlethwait et al., 2004; Woods et al., 2005), ce pourcentage serait le 
taux maximal après le 3R-WGD, spécifique aux téléostéens (Glasauer et Neuhauss, 2014). Chez la truite-
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), le séquençage a permis de montrer que la moitié des gènes codant 
pour les protéines ont été conservés sous forme de duplicata après le quatrième cycle de duplication 
spécifique des salmonidés (Berthelot et al., 2014). Le nombre supplémentaire de gènes résultant de ces 
événements successifs de duplication aurait facilité le rayonnement évolutif et la diversification 
phénotypique des téléostéens (Hoegg et al., 2004). Il a été suggéré que le troisième évènement de 
duplication aurait augmenté la flexibilité génomique des poissons leur permettant de s'adapter 
rapidement aux changements environnementaux sélectifs (Wittbrodt et al., 1998). Il a été également 
proposé que l’anadromie (désigne les espèces qui migrent de l’eau de mer vers l’eau douce pour se 
reproduire, comme le saumon par exemple), était une conséquence de la duplication de génome à la 
base des salmonidés (Alexandrou et al., 2013) mais une autre hypothèse suggère que ce sont des 
facteurs écophysiologiques liés à un refroidissement climatique qui seraient à l’origine de cette 
innovation génétique (Macqueen et Johnston, 2014).  
 
Parmi les téléostéens entièrement séquencés, le génome du loup européen (Dicentrarchus labrax) 
possède le plus grand nombre de copies de gènes impliqués dans l’osmorégulation (94 gènes), 
notamment les claudines, les aquaporines, la prolactine et ses récepteurs (Tine et al., 2014). Les 
génomes du loup et du poisson-zèbre contiennent 18 gènes appartenant à la famille des aquaporines 
(protéines qui forment des « pores » perméables aux molécules d'eau dans les membranes 
biologiques), ce qui représente le plus grand répertoire d’aquaporines fonctionnelles chez les vertébrés 
(Tine et al., 2014; Tingaud-Sequeira et al., 2010). L’existence de ces gènes dupliqués dans la lignée 
ancestrale du loup suite à la duplication du génome entier des téléostéens (3R-WGD) favoriserait la 
tolérance aux changements rapides de salinité (Tine et al., 2014; Vandeputte et al., 2019).  
 
L’écophysiologie animale s’intéresse aux interactions entre les organismes et leur environnement à 
différentes échelles, d’un point de vue mécanistique. Cette discipline se focalise sur les mécanismes 
physiologiques pour tenter de comprendre comment les organismes font face aux contraintes de 
l’environnement dans lequel ils évoluent. Grâce à une approche intégrative, qui va de l’écologie à la 
physiologie, à la biologie cellulaire et moléculaire et à l’évolution, l’écophysiologie permet de relier les 
réponses fonctionnelles des organismes à leur environnement. 
 
Les capacités à faire face aux variations de l’environnement constituent un élément déterminant sur la 
survie, la distribution et les traits d'histoire de vie des organismes aquatiques. En effet, la survie et 
l’établissement d’une espèce dans un habitat donné sont conditionnés par la capacité d’acclimatation 
et d’adaptation de chacun de ses stades de développement, aux paramètres biotiques (disponibilité 
alimentaire, prédation, parasitisme, …) et abiotiques (température, pH, salinité, …). Face aux 
modifications de leur milieu extérieur, les organismes aquatiques qui s’acclimatent avec succès le font 
soit en modifiant leur comportement (évitement des milieux contraignants), soit en mettant en place 
des mécanismes physiologiques, cellulaires et moléculaires permettant de tolérer les changements de 
leur environnement. Dans les milieux de transitions comme les estuaires et les lagunes, les facteurs 
abiotiques comme la salinité, la disponibilité en oxygène et la température sont particulièrement 
variables et dans certains cas représentent un facteur de stress pour les organismes. 
 
Les mécanismes d’acclimatation mis en place lors d’un changement du milieu extérieur sont réversibles 
et s’étendent sur une durée de quelques heures à plusieurs jours ou semaines (Eckert et al., 1999). La 
réponse d'acclimatation est liée à la plasticité phénotypique, qui détermine la capacité d’un individu à 
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vivre dans certains habitats et définit ainsi les limites écologiques de la distribution de l’espèce 
(McCormick et Bradshaw, 2006). A une échelle de temps plus importante, si les changements 
environnementaux persistent au-delà d’une génération et induisent des variants phénotypiques et 
génétiques, plus adaptés sur plusieurs générations, on parlera d’adaptation (Cuenot, 1925; Thomas et 
al., 2010). Ce processus évolutif est généralement irréversible. Dans ce cas, les changements 
environnementaux peuvent agir comme un facteur évolutif en modifiant la séquence d’ADN génomique 
de certaines populations qui, si elle est exprimée au niveau du phénotype sera soumise à la sélection 
naturelle.  
 
Plusieurs travaux récents ont montré que la diversité génétique ne permet pas d’expliquer à elle seule, 
les variations phénotypiques inter et intraspécifiques. D’autres processus peuvent être à l’origine de 
ces variations. Il s’agit de mécanismes épigénétiques, qui induisent, suite à l’influence de 
l’environnement, des changements héritables et/ou réversibles dans la régulation de l’expression des 
gènes sans modifier la séquence de l’ADN (Bird, 2007; Richards, 2006). Ces mécanismes épigénétiques 
peuvent conférer au génome une plasticité, permettant à un seul génotype d’exprimer plusieurs 
phénotypes en fonction des conditions environnementales (Angers et al., 2010; Massicotte et Angers, 
2012). A l’échelle de l’individu, les réponses à des modifications de l’environnement dépendent donc à 
la fois des facteurs génétiques et épigénétiques permettant l'acclimatation et l’adaptation. 
 
Il est admis que les individus d’une même espèce peuvent présenter des réponses physiologiques et 
comportementales divergentes à des stimuli ou à des facteurs de stress (Øverli et al., 2007; Rey et al., 
2016). Il existe de nombreux exemples de variabilité intraspécifique en lien avec l’acclimatation à l’eau 
douce chez les téléostéens et notamment chez le loup. Des expérimentations en milieu contrôlé ont 
montré que suite à des transferts directs ou progressifs dans l’eau douce, certains juvéniles de loups 
s’acclimatent alors que d’autres meurent (Cataudella et al., 1991; Venturini et al., 1992). Un taux de 
mortalité d’environ 30 % parmi les loups exposés à l’eau douce a été rapporté dans plusieurs études 
(Giffard-Mena et al., 2008; L’Honoré et al., 2020, 2019; Nebel et al., 2005b). Cette mortalité 
différentielle suggère que les juvéniles de loups ne possèdent pas tous les mêmes capacités 
osmorégulatrices pour faire face à l’eau douce (Allegrucci et al., 1994; Dendrinos et Thorpe, 1985; 
Giffard-Mena et al., 2008; Jensen et al., 1998; Nebel et al., 2005b).  
 
Cet exemple de variabilité intraspécifique démontre l’intérêt de ne pas considérer les individus d’une 
même espèce comme étant physiologiquement similaires, au risque de négliger la présence de 
variabilité phénotypique au sein d’une même espèce. La variabilité entre individu peut refléter un large 
éventail de mécanismes physiologiques, comportementaux et écologiques (Bolnick et al., 2003). 
 
 

2. Milieux aquatiques 
 

Le milieu aquatique regroupe les milieux marins (pleine mer et côtes), les deltas, estuaires et lagunes, 
les eaux fluviales, les milieux lacustres et souterrains. Ces milieux varient en fonction des facteurs 
abiotiques, telles que la salinité, la température, le pH, la nature des courants, la turbidité ou la 
profondeur. La salinité correspond à la quantité de sels dissous dans l’eau, exprimée en mOsm.kg-1 ou 
‰. On parle alors d’osmolalité, c'est-à-dire la quantité de moles de toutes les molécules 
osmotiquement actives contenues dans un kilogramme de solvant. L’eau de mer a une composition 
ionique relativement stable. En revanche celle de l’eau douce ou saumâtre varie selon la nature du 
terrain (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Composition ionique de différentes eaux  
Les ions majoritaires dans la composition de l’eau sont le sodium et le chlorure. Source : Licence Biologie UE physiologie cellulaire et 
animale Etienne Roux. 
 

 Sodium 

Na+ 

Chlorure 

Cl- 

Potassium 

K+ 

Calcium 

Ca2+ 

Magnésium 

Mg2+ 

Sulfate 

SO4
2- 

mOsm.kg-1 (‰) 

Eau de mer 478 558 10 10 54 28 ≈ 1050 (35 ‰) 
Eau douce 0.39 0.23 0.04 0.52 0.21 0.21 < 5 (0,2 ‰) 
Eau douce dure 6.13 13.44 0.11 5.01 0.66 1.40 < 30 (1‰) 

 

 

Les ions sodium (Na+) et chlorure (Cl-) sont les osmolytes les plus abondants dans l’eau et le sang et 
sont donc majoritairement impliqués dans les mécanismes d’acclimatation à la salinité. Les téléostéens, 
suivant les espèces, peuvent vivre dans des milieux allant de l’eau douce (0,2 à 1 ‰) à l’eau de mer (≈ 
35 ‰) et même dans des milieux sursalés tels que certaines lagunes ou mers intérieures (> 38 ‰).  
 
Les estuaires, lagunes et deltas sont des milieux de transition entre la terre et la mer remplissant de 
nombreuses fonctions écosystémiques (Fig. 3). Ces milieux se caractérisent par des fluctuations 
environnementales et nécessitent des capacités d’acclimatations et d’adaptations physiologiques 
importantes afin d’assurer la survie et le maintien des populations qui y vivent (Kara et Quignard, 2018). 
 

 
Fig. 3 : Lagunes, estuaires et deltas 
Les estuaires et les deltas se trouvent à l’embouchure des fleuves, tandis que les lagunes sont généralement séparées de la mer par un 
cordon littoral (lido) et plus ou moins connectées avec la mer grâce à des ouvertures (graus). © Agence française pour la biodiversité / 
Réalisation Matthieu Nivesse (d'après OIEau, 2018). Source https://www.eaufrance.fr/les-estuaires-lagunes-et-deltas, modifié. 

 
Les lagunes sont des écosystèmes dont les propriétés physico-chimiques sont très fluctuantes, surtout 
celles peu profondes, et elles présentent un gradient de facteurs abiotiques plus ou moins élevés. La 
salinité varie selon un gradient de la terre vers la mer et fluctue selon les saisons, la salinité étant plus 
forte en été en raison de l’évaporation liée aux fortes températures et plus faible en hiver notamment 
en raison de l’augmentation des précipitations et de la baisse des températures (Fig. 4). Les lagunes 
grâce à la présence d’herbiers servent de nurserie (habitat et nourriture) pour de nombreuses espèces. 
Ce sont de véritables réservoirs de biodiversité et elles sont donc d’un grand intérêt pour l’étude de 
l’acclimatation des espèces aquatiques en réponse aux changements de leur environnement et plus 
particulièrement aux variations de salinité.  

https://www.eaufrance.fr/les-estuaires-lagunes-et-deltas
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Fig. 4 : Variation du taux de salinité des lagunes méditerranéennes 
Relevés mensuels du taux de salinité de sept lagunes méditerranéennes de 2005 à 2013. Le climat, l’influence des marées faibles en 
Méditerranée et les saisons induisent d’importantes variations de salinité. Les taux les plus faibles de salinité ont été relevés en hiver aux 
mois de février et mars et les taux les plus élevés en été au mois d’août. Source : Ifremer, 2013 Réseau de Suivi Lagunaire du Languedoc-
Roussillon. 

 
 

3. Tolérance à la salinité chez les téléostéens 
 

Selon leur tolérance à la salinité, les poissons téléostéens sont considérés comme sténohalins ou 
euryhalins (Gilles et al., 2006). L’euryhalinité peut se définir comme la capacité, pour des organismes 
aquatiques, à tolérer une grande variation de salinité sans compromettre les processus vitaux, par 
opposition à la sténohalinité (Boutet et al., 2006). Cette capacité de survivre à des modifications de 
salinités allant souvent de l’eau douce (douce ou dure) à l’eau de mer, voire à l’eau hypersalée est 
associée à une large variété d’habitats. Ce trait est répandu parmi les téléostéens et a évolué à plusieurs 
reprises (Kültz, 2015; Schultz et McCormick, 2012). C'est peut-être l'une des raisons pour lesquelles les 
téléostéens sont distribués dans presque tous les habitats aquatiques. L'euryhalinité représente un 
avantage évolutif favorisant l’expansion et le rayonnement adaptatif des téléostéens dans un contexte 
environnemental où la salinité peut être changeante (Kültz, 2015).  
 
Les espèces euryhalines, telles que le tilapia du Mozambique (Oreochromis mossambicus) (Hwang et 
al., 1989), le choquemort (Fundulus heteroclitus) (Scott et al., 2004) et le loup (Barnabé, 1989), ont la 
capacité de supporter une gamme étendue de salinités et donc d’occuper les milieux lagunaires, 
estuariens et côtiers caractérisés par une grande variabilité de la salinité. Il a été estimé que 95 % des 
espèces de téléostéens sont sténohalines et vivent exclusivement en eau douce ou en eau de mer. Les 
5 % restantes sont euryhalines et ont développé des mécanismes physiologiques leur permettant de 
compenser le stress osmotique induit par les fluctuations environnementales de la salinité. Ces 
mécanismes intègrent les capacités de détecter et de quantifier ces fluctuations, et d’activer les 
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réponses compensatoires adaptées (Fiol et Kültz, 2007; McCormick et al., 2013) notamment au niveau 
des branchies, intestin et rein (McCormick et Bradshaw, 2006).  
 
Les téléostéens sténohalins (par exemple, le cyprin doré (Carassius auratus) où plus communément le 
poisson rouge) présentent une tolérance faible aux changements de salinité et sont limités à des 
habitats de salinité stable, soit l’eau douce soit l’eau de mer, car ils ne possèdent pas les mécanismes 
nécessaires pour en supporter les variations. Une autre catégorie est représentée par les espèces 
amphihalines qui sont des espèces migratrices qui tolèrent bien les changements de salinité mais 
uniquement à certains stades de développement précis. Leur cycle biologique alterne des migrations 
entre l’eau de mer et l’eau douce, en fonction de leur stade de développement. Les espèces 
catadromes, comme l’anguille (Anguilla anguilla), vivent en eau douce et migrent en mer pour se 
reproduire. Les espèces anadromes, comme le saumon (Salmo salar), vivent en eau de mer et 
remontent les cours d’eau douce pour se reproduire.  
 
Dans ce travail de recherche, l’acclimatation à la salinité sera étudiée car ce facteur est considéré 
comme l’une des caractéristiques physiques les plus importantes du milieu aquatique qui régit la 
répartition des espèces, favorise la spéciation et est à la base de nombreux modèles d’évolution chez 
les poissons (Gibson et al., 2002; Kozak et al., 2014; Strydom, 2015; Wedderburn et al., 2016). 
 
 

4. Le loup européen, comme modèle biologique 
 

Le loup Dicentrarchus labrax (Fig. 5A) est un téléostéen marin de la famille des Moronidés considéré 
comme fortement euryhalin et eurytherme. Il tolère des salinités allant de 5 à 60 ‰ (Eroldoǧan et 
Kumlu, 2002; Jensen et al., 1998) et supporte des températures allant de 2 à 32 °C (Barnabé, 1989; 
Conides et Glamuzina, 2001), ce qui lui permet de coloniser une grande diversité d’habitats. Son aire 
de distribution géographique inclut l’océan Atlantique Nord-Est, du Maroc à l’Ecosse et à la Norvège, la 
mer Noire et la mer Méditerranée (Fig. 5B) (Pickett et Pawson, 1994). On retrouve le loup dans une 
grande variété d’habitats tels que la haute mer (jusqu’à une profondeur de 100 mètres), les rives 
rocheuses, les lagunes côtières, les estuaires et les parties inférieures de certaines rivières (Kelley et 
Farm, 1988).  
 

 
 
Fig. 5 : Dicentrarchus labrax et son aire de distribution géographique 
Dicentrarchus labrax (A), également appelé loup en Méditerranée et bar dans l’océan Atlantique, vit dans les eaux côtières jusqu’à une 
profondeur d’environ 100 m, mais est plus courant dans les eaux peu profondes, sur divers types de fonds ; entrant souvent dans les 
estuaires et parfois dans les rivières ascendantes. Sources : (A) https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Dicentrarchus_labrax01.jpg 
Echelle 2 cm, (B) http://www.fao.org/fishery/species/2291/enFAO 2019 
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Le nom vernaculaire de Dicentrarchus labrax varie en fonction de la localisation. D. labrax est appelé 
« loup » en mer Méditerranée et « bar » dans l’océan Atlantique. Cette étude porte sur des individus 
issus de géniteurs sauvages provenant de l’ouest de la mer Méditerranée : le terme loup fera référence 
à l’espèce D. labrax, « European sea bass » en anglais. Le loup est un poisson marin économiquement 
important en Europe. Il est réputé pour la pêche de capture et de loisir, mais est surtout une espèce 
d’aquaculture avec une production de 191 003 tonnes en 2016 (Fig. 6). C’est la première espèce marine 
ne faisant pas partie des salmonidés qui a été cultivée commercialement (Vandeputte et al., 2019). La 
structure génétique des populations de loup suggère qu'il existe des lignées génétiquement distinctes 
en Atlantique et en Méditerranée séparées par le détroit de Gibraltar (Bahri-Sfar et al., 2000; García De 
León et al., 1997; Naciri, 1999). Les populations du bassin méditerranéen sont différenciées en un 
groupe oriental et un groupe occidental, séparés le long du détroit Siculo-Tunisien (Souche et al., 2015).  
 

 
Fig. 6 : Production mondiale de Dicentrarchus labrax en aquaculture 
Les premiers essais d’élevage larvaire du loup ont débuté en France et en Italie dans les années 1970 et la technique d’élevage utilisée 
actuellement dans la plupart des pays de la Méditerranée a été mise au point durant les années 1980, ce qui explique l’augmentation 
exponentielle de la production depuis. La Grèce, la Turquie, l’Italie, l’Espagne, la Croatie et l’Egypte sont aujourd’hui les grands pays 
producteurs. Source http://www.fao.org/fishery/species/2291/enFAO 2019. 

 
Le cycle biologique du loup commence en mer, la ponte des œufs à lieu à quelques milles des zones 
côtières entre décembre et mars en Méditerranée (Fig. 7). Après l’éclosion, les larves dérivent 
passivement avec les courants le long des côtes, vers des milieux côtiers caractérisés par des variations 
plus ou moins importantes de la salinité (Sabriye et al., 1988). A partir de l’ouverture de la bouche, leur 
tolérance aux variations de la salinité augmente progressivement (Varsamos et al., 2001). Bien que la 
salinité soit très variable dans ces zones, la nourriture abondante favorise la croissance rapide et permet 
de réduire la période de vulnérabilité face aux prédateurs (Alderdice, 1988). Environ 60 jours après 
l’éclosion, du printemps à l’automne, les larves se métamorphosent en juvéniles et peuvent migrer 
activement vers les estuaires et les lagunes, parfois même jusqu’aux fleuves (Kelley et Farm, 1988). En 
automne/hiver, lorsque la température de l’eau des lagunes et estuaires diminue, les loups retournent 
en mer pour des périodes plus ou moins longues (Pickett et Pawson, 1994). 
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Fig. 7 : Illustration du cycle de vie du loup  
Les adultes se retrouvent en pleine mer pour la reproduction en hiver (décembre à mars). Après éclosion les larves dérivent avec les 
courants le long des côtes. Du printemps à l’automne, les larves se métamorphosent en juvéniles qui migrent vers les estuaires et les 
lagunes, parfois même jusqu’aux fleuves. En hiver, les adultes retournent en mer pour la reproduction et complètent ainsi leur cycle 
biologique. Modifié d’après Carroll 2014. 
 

Des différences ont été observées concernant le comportement migratoire de certains juvéniles en mer 
Méditerranée. Tandis que certains migrent vers les lagunes et parfois remontent les fleuves jusqu’à 
être exposés à l’eau douce (le Rhône et le Lez par exemple), d’autres en revanche n’investissent pas ces 
zones de salinité inférieure et variable, et restent en mer pendant la période estivale (Lemaire et al. 
2000, Bourgeat, comm.pers). Des travaux antérieurs ont démontré une différenciation génétique 
significative entre les loups des lagunes et ceux vivant en pleine mer (Allegrucci et al., 1997, 1995; 
Lemaire et al., 2000). Ces résultats ont suggéré une possible base génétique liée à l’utilisation 
différentielle de l’habitat. En effet, les loups des lagunes se sont révélés génétiquement différenciés 
des individus évoluant le long des côtes méditerranéennes mais ces résultats restent à confirmer par 
des technologies plus performantes (séquençage de nouvelle génération, NGS : New Generation 
Sequencing). Plusieurs études sur d'autres espèces de poissons marins, côtiers et euryhalins, tels que 
le mulet cabot (Mugil cephalus) (Blel et al., 2010), la daurade royale (Sparus aurata) (Chaoui et al., 
2012), et le gobie des sables (Pomatoschistus minutus) (González-Wangüemert et Vergara-Chen, 2014), 
ont rapporté des observations similaires. 
 
L’espèce Dicentrarchus labrax est étudiée depuis de nombreuses années autant pour son écologie que 
pour sa physiologie car il s’agit d’une espèce d’intérêt commercial et aquacole. La disponibilité d’un 
génome de référence a permis le développement de nouvelles ressources génomiques (Vandeputte et 
al., 2019). La distribution et le cycle de vie du loup englobent des habitats contrastés sur le plan 
environnemental. Suite à l’identification de diverses stratégies de cycle de vie, le loup constitue un bon 
modèle pour étudier les mécanismes d’acclimatation lors des changements de salinité. De plus, ses 
capacités euryhaline et eurytherme, sa large distribution et son importance commerciale font de lui un 
très bon candidat pour comprendre comment les individus et les populations interagissent avec leur 
environnement. 
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5. Osmorégulation 
 

L’acclimatation à la salinité est un processus complexe résultant d’un ensemble de mécanismes 
anatomiques et physiologiques impliquant des régulations ioniques et hydriques au niveau de sites 
spécialisés appelées organes osmorégulateurs ou effecteurs (Marshall et Grosell, 2006). L’équilibre 
interne est maintenu à des niveaux « basaux » dans le cas de l’homéostasie ou à des niveaux variables 
afin de maintenir sa stabilité dans le cas de l’allostasie. McEwen et Wingfield (2003) ont défini 
l’allostasie comme «l’instauration de la stabilité au travers du changement» permettant de supporter 
l’homéostasie, c’est-à-dire l’équilibre interne de l’individu (McEwen et Wingfield, 2003). 
 

a. Les différents types d’osmorégulation 
 

Lorsqu’un individu est confronté à des changements de salinité dans son environnement, plusieurs 
réponses sont possibles, une réponse comportementale avec l’évitement, ou des réponses 
physiologiques avec la conformation ou la régulation. Chez les espèces aquatiques, on distingue les 
espèces iso-osmotiques ou osmoconformes (généralement des invertébrés), hypo-osmorégulatrices et 
hyper-osmorégulatrices (certains invertébrés dont des crustacés, et chez les vertébrés la plupart des 
téléostéens). Les espèces osmoconformes ont une osmolalité interne proche de l’osmolalité du milieu 
environnant. Pour ces espèces, les mécanismes d’osmorégulation sont généralement assez limités. Les 
espèces qui régulent ont une osmolalité interne différente de celle du milieu environnant (Fig. 8), soit 
supérieure (cas de l’hyper-osmorégulation en eau dessalée) ou inférieure (cas de l’hypo-
osmorégulation en eau salée). 

 
Fig. 8 : Stratégies d’osmorégulation en fonction de l’osmolarité du milieu extérieur 
Modifié d’après Willmer et al. (2009). 

 

Les espèces osmorégulatrices regroupent essentiellement tous les poissons téléostéens 
(actinopterygiens). Les téléostéens adultes maintiennent leur osmolalité sanguine entre 280-360 
mOsm.kg-1 en fonction de leur origine (Nordlie, 2009; Varsamos et al., 2005). Dans des salinités de 15 
‰ proche de la valeur d’iso-osmoticité (Fig. 8), les mouvements passifs d’ions sont faibles et l’énergie 
nécessaire à l’osmorégulation est relativement réduite (Varsamos et al., 2005). Dans le cas d’une 
salinité du milieu extérieur supérieure à l’osmolalité sanguine (c’est le cas en eau de mer), les 
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téléostéens sont capables d’hypo-osmoréguler en maintenant leur osmolalité interne inférieure à celle 
du milieu environnant (Fig. 11A). Dans le cas d’une salinité du milieu environnant inférieure à 
l’osmolalité sanguine, les téléostéens hyper-osmorégulent en maintenant leur osmolalité interne 
supérieure à celle du milieu environnant (Fig. 11B). 
 

b. A l’échelle de l’organisme : mécanismes d’hypo- et d’hyper-
osmorégulation 

 

Dans le cas des poissons euryhalins confrontés à un changement brusque de la salinité, la capacité de 
percevoir les modifications de leur environnement est indispensable pour initier les processus 
appropriés de régulation en fonction du milieu extérieur (Bossus et al., 2011; Fiol et Kültz, 2007). Cette 
capacité est définie comme l’osmodétection (Fig. 9). Il s’agit de la première étape de détection du 
changement de salinité aboutissant à la mise en place des mécanismes d’osmorégulation au niveau des 
effecteurs osmotiques (branchies, intestin et rein). L’osmodétection regroupe les mécanismes 
sensoriels qui permettent la perception des variations de salinité de l’environnement ou du sang grâce 
à la présence d’osmodétecteurs qui peuvent être présents dans différents organes (Kültz, 2012a). Ces 
osmodétecteurs déclenchent un réseau complexe de transduction du signal vers les effecteurs 
osmotiques permettant le maintien de l’homéostasie interne et de l’intégrité des cellules par la 
régulation du volume cellulaire. 
 

 
 
Fig. 9 : Osmodétection chez les poissons 
Plusieurs osmodétecteurs reconnaissent les changements de salinité et activent un réseau de signalisation, qui à son tour amplifie et 
régule les mécanismes effecteurs responsables de l’acclimatation suite aux variations de salinité environnementale. Modifié d’après Fiol 

et Kültz (2007). 

 
Dans ce mémoire l’attention sera portée sur les effecteurs et exclusivement au niveau des branchies. 
En analysant des effets à très court terme, nous allons aussi étudier des gènes codant pour des 
protéines potentiellement impliquées dans l’osmodétection. 
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i. Les effecteurs 
 
Les processus impliqués dans l’osmorégulation ne concernent qu’un nombre limité de tissus et 
d’organes. Le maintien de la composition ionique et de la pression osmotique des fluides 
extracellulaires est assuré grâce à une régulation hydrominérale réalisée au niveau de plusieurs sites 
osmorégulateurs : le tégument chez les jeunes stades, le rein, le tractus digestif et notamment 
l’intestin, particulièrement impliqué en eau de mer, et la branchie, principal organe osmorégulateur, 
qui joue un rôle essentiel en eau douce comme en eau de mer (Evans, 2008; Marshall et Grosell, 2006). 
Le rôle de ces différents sites dans les processus d’osmorégulation dépend du stade de développement 
(Varsamos et al., 2005) et des facteurs physico-chimiques du milieu extérieur dans lequel les poissons 
évoluent. Le tégument des larves (dépourvues de branchies) constitue le site principal des mouvements 
d’eau par osmose et d’ions par diffusion, qui sont plus ou moins importants selon la perméabilité de 
celui-ci. Une fois la mise en place des branchies et la différenciation de l’intestin et du rein achevées, le 
tégument change de rôle et fait office de barrière protectrice grâce à un épaississement et à la mise en 
place d’écailles associées à du mucus (Baldisserotto, 2003; Shephard, 1994). 
 
Les branchies sont considérées comme le site majeur de la régulation ionique chez les téléostéens 
euryhalins. Selon les espèces, elles sont capables, grâce à leur plasticité, de modifier leur structure et 
la fonction de leur épithélium pour soit absorber, soit sécréter des ions en fonction de la salinité du 
milieu extérieur. En fonction de la salinité du milieu, les branchies peuvent modifier leur perméabilité 
aux ions et à l’eau permettant d’optimiser les échanges transépithéliaux. Les branchies assurent le 
maintien de l’équilibre des ions, particulièrement du Na+ et Cl- du sang, grâce à des transports d’ions 
actifs. Elles ont également un rôle dans les échanges respiratoires grâce à une grande surface d’échange 
au niveau de l’épithélium hautement vascularisé (Fig. 10). L’élimination des déchets azotés, l’absorption 
de Ca2+ et la régulation de la balance acido-basique sont également assurées par les branchies au niveau 
des ionocytes ou cellules transporteuses d’ions (Dymowska et al., 2012; Hwang et al., 2011; Hwang et 
Lin, 2013). 
 

 
Fig. 10 : Structure anatomique des branchies de poissons 
Les poissons possèdent sous chaque opercule quatre branchies. Chaque branchie, soutenue par un arc branchial est constituée de deux 
rangées de filaments branchiaux. Les filaments portent transversalement de très fines lamelles branchiales fortement irriguées. La 
présence de ces filaments et lamelles augmente considérablement la surface d’échange avec le milieu extérieur. Modifié d’après 
https://www.animalpedia.it/come-respirano-gli-animali-2947.html 
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ii. Hypo-osmorégulation 
 
En eau de mer, les téléostéens hypo-osmorégulent et maintiennent leur osmolalité sanguine inférieure 
(≈ 350 mOsm.kg-1) à l’eau de mer (≈ 1000 mOsm.kg-1). Ils doivent faire face à des mouvements passifs 
d’eau par osmose et d’ions par diffusion aboutissant à une déshydratation et à une invasion ionique 
(Fig. 11A). Les téléostéens marins compensent la perte hydrique par un taux de boisson élevé d’environ 
10 à 30 mL.100g-1 par jour (Gilles et al., 2006). L’ingestion d’eau de mer est suivie d’une absorption 
ionique, passive au niveau de l’œsophage puis active au niveau de l’intestin. Cette absorption active 
entraine une entrée d’eau par osmose, grâce à la présence de canaux protéiques appelées aquaporines, 
fortement exprimés au niveau intestinal. Les ions absorbés par l’intestin doivent être activement 
excrétés au niveau branchial pour maintenir l’osmolalité des fluides extracellulaires. L’implication du 
rein dans l’osmorégulation en eau de mer consiste à absorber de l’eau en perméabilisant les tubules 
collecteurs induisant la production en faible quantité d’une urine isotonique au sang. Contrairement 
aux mammifères qui produisent une urine hypertonique au sang, les téléostéens ne sont pas capables 
de concentrer les ions dans les urines (Gilles et al., 2006). L’excès d’ions doit donc être excrété au niveau 
des ionocytes branchiaux des téléostéens. 
 

iii. Hyper-osmorégulation 
 
En eau douce ou dans des milieux de salinité inférieure à la salinité iso-osmotique (< 300 mOsm.kg-1), 
les téléostéens hyper-osmorégulent en maintenant leur osmolalité sanguine (≈ 300 mOsm.kg-1), 
supérieure à celle du milieu extérieur. Les poissons doivent faire face à une perte massive d’ions par 
diffusion et une invasion d’eau par osmose (Fig. 11B). La perte ionique est compensée au niveau des 
branchies, par une absorption active d’ions, effectuée par les ionocytes et grâce à un épithélium 
branchial relativement imperméable permettant d’éviter la perte d’ions par voie paracellulaire. Afin de 
compenser l’invasion hydrique, les tubes collecteurs du rein s’imperméabilisent à l’eau. Les ions sont 
activement réabsorbés vers le sang grâce à des transporteurs et canaux membranaires, tandis que 
l’excès d’eau est excrété grâce au rein via la production d’une urine abondante et hypotonique au sang 
(≈230 mOsm.kg-1 chez le loup) (Nebel et al., 2005b). De plus, pour limiter l’invasion d’eau, le taux de 
boisson des poissons en eau douce est pratiquement nul : environ 1 à 5 mL.100 g-1.j-1 (Gilles et al., 2006). 
En eau douce, le tube digestif a un rôle limité dû au faible taux de boisson, bien que certains ions soient 
absorbés par l’ingestion de nutriments provenant de l’alimentation (Gilles et al., 2006). 
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Fig. 11 : Mécanismes d’hypo et hyper-osmorégulation à l’échelle de l’organisme chez les téléostéens 
A : Mécanisme d’hypo-osmorégulation ; en eau de mer les poissons doivent faire face à une déshydratation et à une invasion ionique. Ils 
maintiennent leur osmolalité sanguine inférieure au milieu environnant. B : Mécanisme d’hyper-osmorégulation ; en eau douce les 
poissons doivent lutter contre une perte massive d’ions et une invasion d’eau. Ils maintiennent leur osmolalité sanguine supérieure à 
celle du milieu extérieur. Abréviations : Br : branchies, In : intestin, Re : rein, EM : eau de mer et ED : eau douce. 
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c. A l’échelle cellulaire : les ionocytes branchiaux 
 
Les branchies étant le site majeur de l’osmorégulation, les mécanismes abordés ci-dessous au niveau 
cellulaire et moléculaire concernent uniquement les processus ayant lieu dans les branchies des 
téléostéens. 
  
A l’échelle cellulaire, les branchies possèdent des cellules spécialisées dans le transport ionique actif, 
appelées ionocytes ou cellules riches en mitochondries (CRM) (Keys et Willmer, 1932; Marshall et 
Bryson, 1998; Rankin et Davenport, 1981). L’épithélium des branchies est composé majoritairement de 
cellules pavimenteuses ou respiratoires, mais comprend aussi une multitude de types cellulaires, 
notamment des cellules à mucus, des cellules accessoires, des cellules indifférenciées correspondant à 
des cellules souches et des ionocytes. Ces derniers sont caractérisés par des replis basolatéraux formant 
un réseau dense de tubules membranaires, qui augmentent la surface de la membrane en contact avec 
le sang (Evans et al., 2005; Varsamos et al., 2002). Cette ultrastructure particulière permet l’expression 
de nombreux canaux et transporteurs transmembranaires facilitant les échanges ioniques. De plus, 
ces cellules possèdent de nombreuses mitochondries (d’où le nom de cellules riches en mitochondries), 
offrant une source d’énergie à proximité des sites de transport actifs. L’épithélium branchial des 
téléostéens euryhalins est très différent entre l’eau de mer et l’eau douce et entre les espèces, 
particulièrement au niveau de son organisation cellulaire. Il a été démontré une modification de la taille, 
de la densité, de la morphologie et de la fonction des ionocytes en réponse aux changements de salinité 
de l'environnement (Kaneko et al., 2008). Chez de nombreuses espèces de téléostéens, notamment 
chez le saumon du Pacifique (Oncorhynchus keta) et le tilapia du Mozambique, la taille des ionocytes 
augmente suite à un transfert de l’eau douce vers l’eau de mer (Uchida et al., 2000, 1996). Cependant, 
chez d’autres espèces, telles que le choquemort, le poisson lait (Chanos chanos) et le loup, la taille et 
le nombre des ionocytes augmentent en eau douce par rapport à l’eau de mer (Katoh et al., 2001; Lin 
et al., 2006). 
 

i. En eau de mer 
 
En eau de mer, les ionocytes sont généralement localisés sur les filaments à la base des lamelles 
branchiales et leur taille est d’environ 10 µm (Varsamos et al., 2002). Ils forment des complexes 
multicellulaires avec les cellules accessoires (Fig. 15). La membrane apicale des ionocytes d’eau de mer 
est concave et enfoncée sous la surface des cellules pavimenteuses environnantes. Cette conformation 
forme une crypte créant un microenvironnement du côté apical facilitant les échanges ioniques avec le 
milieu extérieur (Fig. 12 A et C) (Evans et al., 2005). Des jonctions lâches se forment entre les ionocytes 
et les cellules accessoires, permettant l’excrétion paracellulaire du Na+ suivant un gradient 
électrochimique crée par la pompe à sodium Na+/K+-ATPase (NKA) (Evans et al., 2005; Wilson et Laurent, 
2002).  
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Fig. 12 : Ionocytes branchiaux chez le loup en fonction de la salinité. 
A-B : Immunolocalisation de la NKA dans les filaments branchiaux de loup. A : en eau de mer, les ionocytes sont localisés sur le filament 
(F) à la base des lamelles (L). B : en eau douce, on note l’augmentation du nombre d’ionocytes sur le filament et leur présence sur les 
lamelles. Echelle 20 µm. C-D : Région apicale des ionocytes. Microscopie électronique à balayage. C : en eau de mer, les ionocytes 
communiquent avec le milieu externe à travers une crypte (flèche blanche). D : en eau douce, la zone apicale est plus étendue et de forme 
convexe avec de nombreuses microvillosités (flèche noire) CP : cellules pavimenteuses. Echelle 2 µm. Source Masroor et al. (2017). 

 
ii. En eau douce 

 
En eau douce, les ionocytes sont présents à la base du filament et le long des lamelles (Fig. 12B). De 
plus, les ionocytes ne sont plus associés en cryptes avec des cellules accessoires (Fig. 15). Ils sont isolés 
et intercalés entre les cellules pavimenteuses, formant des jonctions serrées permettant de former une 
barrière relativement imperméable aux ions. La surface apicale est plus ou moins convexe en fonction 
du type d’ionocyte et parsemée de microvillosités ou excroissances membranaires permettant 
d’augmenter la surface d’échange (Fig. 12D). Le système tubulaire basolatéral est toujours présent et 
le nombre de mitochondries peut augmenter chez certaines espèces car la demande en énergie est plus 
élevée en eau douce (Evans et al., 2005). 
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d. A l’échelle moléculaire : les transporteurs ioniques et le contrôle 
hormonal 

 
i. Les transporteurs ioniques 

 
Le passage fonctionnel de l’hypo à l’hyper-osmorégulation implique des modifications structurelles au 
niveau de l’épithélium branchial mais également des modifications dans l’expression des transporteurs 
et canaux ioniques (Hwang et al., 2018; Nebel et al., 2005b). Les ionocytes doivent inverser leurs 
mouvements ioniques pour passer d’une fonction de sécrétion à une fonction d’absorption. Les 
ionocytes branchiaux ont également un rôle important dans le maintien du pH du milieu intérieur et 
contribuent chez les poissons pour 90 % à la régulation acido-basique, le reste étant assuré par le rein 
et l’intestin (Evans et al., 2005; Marshall et Grosell, 2006). A cela s’ajoute également un rôle dans 
l’excrétion des déchets azotés qui est aussi assurée en majeure partie par les ionocytes branchiaux. 
L’osmorégulation est ainsi couplée à la régulation acido-basique et à l’excrétion azotée grâce un 
ensemble de transporteurs ioniques et de protéines impliqués dans certaines de ces trois fonctions. 
 

1. En eau de mer 
 
Le mécanisme par lequel les ionocytes de type eau de mer sécrètent du NaCl est étudié depuis plusieurs 
décennies et le modèle proposé fait l’objet d’un consensus de la part de la communauté scientifique 
(Fig. 15). Le modèle actuel de sécrétion de NaCl par les ionocytes branchiaux comprend trois 
transporteurs essentiels : la NKA et le cotransporteur Na+/K+/2Cl− (NKCC1) localisés dans la membrane 
basolatérale et le canal à Cl- CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) localisé dans 
la membrane apicale. La NKA génère un gradient électrochimique à travers la membrane plasmique par 
transport de trois ions Na+ vers le sang contre l’absorption de deux ions K+ vers la cellule. Ce gradient 
permet l’entrée d’un ion Na+ via le NKCC1 basolatéral avec un ion K+ et deux ions Cl- dans la cellule. Le 
Cl- intracellulaire accumulé est ensuite secrété apicalement par le CFTR au niveau de la crypte apicale 
formée (Evans, 2008; Evans et al., 2005; Hirose et al., 2003; Hwang et Lee, 2007). L’accumulation de 
charges négatives dans cette crypte attire les charges positives accumulées dans la zone basolatérale 
des cellules et notamment le Na+ qui est ainsi transporté via la voie paracellulaire au niveau des 
jonctions lâches entre les ionocytes et les cellules accessoires pour être excrété (Hwang et al., 2011).  
 

2. En eau douce 
 
Les mécanismes d'absorption des ions chez les téléostéens en eau douce sont plus complexes et 
diffèrent selon les espèces (Dymowska et al., 2012; Hwang et al., 2011; Hwang et Lin, 2013). Plusieurs 
sous-types de ionocytes ont été identifiés parmi les différentes espèces de téléostéens, notamment 
chez le poisson-zèbre, la truite arc-en-ciel, le medaka (Oryzias latipes) et le tilapia du Mozambique 
(Dymowska et al., 2012; Hsu et al., 2014; Hwang, 2009). Les larves de poisson-zèbre ont été les plus 
étudiées concernant la caractérisation des différents types d’ionocytes en eau douce. Les modèles, ci-
dessous ont été identifiés grâce à des techniques de double et de triple immunomarquage, 
d’hybridation in situ et de perte de fonction par micro injection de morpholino ou d'ARNm dans des 
embryons, combinés à des mesures de flux ioniques (Dymowska et al., 2012) (Fig. 13). Cinq sous-types 
d'ionocytes ont été identifiés au niveau du tégument et des branchies. Ils comprennent des cellules 
riches en H+-ATPase (VHA), appelées « HR cell», des ionocytes riches en NKA « NaR cell », des ionocytes 
exprimant le cotransporteur Na+/Cl- (NCC) « NCC cell », des cellules exprimant l’échangeur Cl-/HCO3

- 
SLC26 « SLC26 cell » et des ionocytes sécrétant des ions potassium (K+) via le canal Kir.1 « KS cell » (Guh 
et al., 2015). Ces différents types cellulaires sont impliqués dans des fonctions similaires mais aussi 
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différentes grâce à des ensembles distincts de transporteurs : absorption de Na+/sécrétion de protons 
(H+)/excrétion d’ammonium (NH4

+) pour les cellules « HR », absorption de Ca2+ pour les cellules « NaR », 
absorption de Na+/Cl- pour les cellules « NCC », absorption de Cl-/excrétion de bicarbonate (HCO3

-) pour 
les ionocytes « SLC26 » et enfin la sécrétion de K+ pour les cellules « KS » (Fig. 13). 
 

 
Fig. 13 : Ionocytes et voies de transport des ions dans les branchies et la peau du poisson-zèbre 
Abréviations : AE1 : Echangeur d’anions HCO3

-/Cl- 1b, CA2 : anhydrase carbonique 2 like a, CA15 : anhydrase carbonique 15, ClC2 : canal 
2c à Cl-, ECaC : canal épithélial du Ca2+, HA : H+-ATPase également appelée VHA, ROMK : un orthologue du canal K+ rénal externe médullaire 
des mammifères (Kir1.1), NBC : cotransporteur Na+-HCO3

- électrogénique 1b, NCC : cotransporteur Na+/Cl- 2b, NCX : échangeur 
Na+/Ca2+ 1b, NHE3 : échangeur Na+/H+ 3b, NKA.5 : Na+/K+-ATPase sous-unité α1 (atp1a1a.1.5), PMCA : Ca2+-ATPase de la membrane 
plasmique, Rhcg1 : Glycoprotéine Rhésus transportant du NH3. Les points d’interrogation indiquent des voies de transports non 
identifiées. Source Guh et al. 2015. 

 
Chacun de ces types cellulaires assure une fonction particulière qui est activée par des voies différentes. 
Toutes ces cellules expriment la NKA, située basolatéralement dans les ionocytes, qui génère un 
gradient électrochimique facilitant le transport transépithélial d’ions via les transporteurs et canaux 
ioniques présents dans les membranes basales et apicales. La régulation du pH plasmatique est 
principalement effectuée par le transport de protons H+ et/ou d’ions HCO3

- et fait donc notamment 
intervenir les types cellulaires HR, SLC26 et NCC. Concernant le type cellulaire HR, impliqué dans la 
sécrétion acide, le CO2 intracellulaire en présence d’eau est hydrolysé par l’anhydrase carbonique 2 CA2 
en HCO3

- et H+. Les ions H+ sont sécrétés en échange d’ions Na+ via l’échangeur apical Na+/H+ NHE ou 
via la pompe VHA apicale (Fig. 13). Les ions HCO3

- sont absorbés basolatéralement via un échangeur 
d’anions Cl-/HCO3

- AE1. L’azote sous forme d’ammoniac (NH3) est excrété par ce même type cellulaire 
(P. A. Wright et Wood, 2009) grâce à un complexe d'échange apical « Na+/NH4

+ » constitué de plusieurs 
transporteurs membranaires comprenant le transporteur Rh RHCG1, VHA (aussi appelée HA) et 
NHE2/3, formant un groupe de protéines qui agissent ensemble appelé également métabolon 
(Tresguerres et al., 2006). Le NH3 ainsi sécrété via le RHCG1 se combine à un ion H+ sécrété soit via la 
VHA ou l’échangeur NHE2/3 apical permettant de former du NH4

+ et augmente ainsi le pH à proximité 
des membranes apicales des cellules HR ce qui favorise du point de vue thermodynamique le 
fonctionnement des NHE2/3 et favorise ainsi l’absorption de Na+. Les ionocytes exprimant le NCC ont 
également un rôle redondant dans les mécanismes d’absorption du Na+, mais dans le cas d’une 
exposition à un milieu difficile, tel qu’un pH acide, milieu dans lequel le NHE2/3 ne peut pas fonctionner. 
L’acidose aiguë, perturbe l’homéostasie des ions Na+ et Cl-, ce qui active le NCC permettant ainsi de 
compenser le déséquilibre des deux ions (Kwong et Perry, 2016). Du fait d’un partage de fonctions 
communes entre les types cellulaires, on parle de redondance fonctionnelle. L’absorption des ions Na+ 
peut par exemple être réalisée par les cellules « HR » en combinaison avec une sécrétion acide et/ou 
par les cellules « NCC » en combinaison avec une absorption de Cl-.  
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ii. Le contrôle hormonal 
 
Il est largement admis que les fonctions osmorégulatrices sont contrôlées par le système 
neuroendocrinien qui assure le lien entre les changements environnementaux et la réponse 
physiologique. La plupart des modifications des mécanismes de transport des ions sont induites par des 
facteurs neuroendocriniens ou endocriniens. Ces changements peuvent être divisés en deux 
catégories : les réponses régulatrices aigües activant des mécanismes de transport existants et les 
réponses d’acclimatation nécessitant la synthèse de nouvelles protéines et de cellules (Fig. 14).  
 

 
 
Fig. 14 : Contrôle hormonal du transport ionique et hydrique 
Un stress osmotique entraîne la libération d'hormones à action rapide (en bleu) qui activent les protéines et les cellules existantes pour 
augmenter le transport des ions et/ou de l'eau durant la phase aigüe (de quelques secondes à plusieurs heures). Le stimulus osmotique 
et les hormones à action rapide vont à leur tour induire l’augmentation des hormones agissant à long terme (en vert) pour soutenir 
l'augmentation de la synthèse des protéines, la prolifération cellulaire, la différenciation et la réorganisation des tissus qui permettront 
d'augmenter la capacité de transport durant la phase d'acclimatation (plusieurs heures à plusieurs jours). Abréviations : AVT : arginine 
vasotocine, ANG II : angiotensine II, UTS2 : urotensine II, CR : corticostéroïdes, GH : hormone de croissance, IGF-I : facteur de croissance 
analogue à l'insuline. Modifié d’après McCormick et Bradshaw (2006). 

 
Les réponses aigües sont rapides (de quelques secondes à quelques heures), et interviennent suite à la 
détection des variations de salinité (osmodétection), et sont le résultat de l'activation des protéines et 
des cellules existantes. L'arginine vasotocine, l'angiotensine II, l'urotensine II et les actions non 
génomiques des corticostéroïdes sont impliquées dans les réponses aigües du transport des ions et de 
l'eau. Ces réponses induisent la modification de la circulation sanguine vers les organes 
osmorégulateurs, l’insertion de canaux ou transporteurs dans les membranes via des processus 
d’exocytose et l’activation par phosphorylation des canaux ioniques et hydriques, des 
cotransporteurs et des pompes, existants (McCormick et Bradshaw, 2006). Les réponses 
d'acclimatation se produisent durant des heures et des jours et sont le résultat de la synthèse de 
nouveaux transporteurs (heures), de cellules (jours) ou même d'une réorganisation tissulaire (plusieurs 
jours à plusieurs semaines). L’effet du stress osmotique combiné à la libération des hormones à action 
rapide induisent l’augmentation de la production des hormones agissant à long terme : la prolactine, le 
facteur de croissance analogue à l'insuline (IGF1), l’hormone de croissance (GH) et le cortisol. Ces 
hormones agissent via des récepteurs hormonaux spécifiques, dont la présence et la régulation dans 
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les effecteurs osmotiques sont la preuve de l'implication de ces hormones dans le maintien de 
l'équilibre hydrominéral (McCormick, 2011). 
 
La prolactine est considérée comme la principale hormone impliquée dans les processus 
d'acclimatation en eau douce. Lors d’une exposition à un milieu de faible salinité, les niveaux de 
prolactine hypophysaire et plasmatique augmentent, permettant la régulation de l’équilibre 
hydrominéral en diminuant l’absorption d’eau et en augmentant la rétention des ions Na+ et Cl- dans 
les branchies, l’intestin et le rein (Boutet et al., 2007; Breves et al., 2014a). En se liant sur des récepteurs 
à prolactine (PRLR) exprimés dans les ionocytes, la prolactine inhibe la formation d’ionocytes de type 
eau de mer et favorise le développement de certains types d’ionocytes de type eau douce (McCormick, 
2011).  
 
L'axe GH/IGF1 est impliqué dans l'acclimatation à l’eau de mer, les trois hormones GH, IGF1 et le 
cortisol interagissent de manière positive pour favoriser la sécrétion de sels (Sakamoto et McCormick, 
2006). Le cortisol favorise l'acclimatation à l'eau de mer grâce à la différenciation des ionocytes qui 
sécrètent des ions Na+ et Cl-. Il serait impliqué dans l’augmentation de l’activité de la NKA (McCormick, 
1995), du nombre et de la taille des ionocytes (Sakamoto et al., 2001; Takei et al., 2014), ainsi que dans 
la régulation du taux de boisson (Varsamos et al., 2005). Bien que la fonction du cortisol dans la 
régulation des ions ait été principalement attribuée à la régulation des mécanismes de sécrétion des 
sels, il existe des preuves que le cortisol a également un rôle dans le maintien des protéines de transport 
qui sont importantes pour l'absorption des ions, dont la NKA (McCormick, 2011). 
 

 
 
Fig. 15 : Morphologie, mécanismes de transport et contrôle hormonal des ionocytes branchiaux 
Schémas d’ionocytes branchiaux : en eau de mer et en eau douce. Les ionocytes forment un complexe cellulaire avec les cellules 
accessoires et les cellules pavimenteuses. Les ionocytes sont en contact avec les milieux externes et internes par leur membrane apicale 
et basolatérale. Notez la présence des jonctions lâches en eau de mer et de jonctions serrées en eau douce. L'hormone de croissance et 
le cortisol peuvent individuellement induire la différenciation cellulaire des ionocytes de type eau de mer. La prolactine favorise le 
développement des ionocytes d'eau douce. Le cortisol favorise également l'acclimatation à l'eau douce en interagissant avec la prolactine. 

Modifié d’après McCormick 2011. 
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6. Rôle de l’épigénétique dans les processus d’acclimatation 
 
Le terme « épigénétique » a été utilisé pour la première fois par Conrad Waddington en 1942 pour 
décrire comment au cours du développement, les génotypes peuvent générer des phénotypes 
alternatifs (Waddington, 1942). Actuellement, la définition la plus largement acceptée de 
l'épigénétique est celle proposée par Deans et Maggert (2015), comme étant « l'étude des 
phénomènes et des mécanismes qui provoquent des modifications héréditaires de l'expression 
génique, liées aux chromosomes, qui ne dépendent pas des modifications de la séquence de l'ADN ». 
Dans ce cadre, le mot héréditaire est défini comme impliquant à la fois une transmission méiotique 
et/ou mitotique, ce qui implique que les mécanismes épigénétiques ne se limitent pas à des processus 
transmis d’une génération à l’autre mais doivent au moins être hérités au travers de divisions cellulaires 
(Fig. 16) et généralement réversibles. C’est cette définition qui a été retenue dans le cadre de ce projet 
car nous n’avons pas considéré la transmission de ces mécanismes à une descendance. 
 
De plus en plus d’études indiquent qu’une modification de marqueurs épigénétiques, en particulier la 
méthylation de l'ADN, peut jouer un rôle important dans l’acclimatation et l’adaptation à des 
environnements différents (Gao et al., 2010; Lira-Medeiros et al., 2010; Morán et al., 2013; Tan, 2010). 
Les changements environnementaux peuvent représenter un stress pour les organismes aquatiques qui 
répondent par une diversification des phénotypes (Derome et al., 2006; Mori et al., 2005; Sumner et 
al., 2006). Des processus à la fois épigénétiques et génétiques pourraient être à l’origine de phénotypes 
alternatifs (Angers et al., 2010; Gienapp et al., 2008). L'acclimatation peut se définir comme la réponse 
cellulaire, sur une échelle de temps courte à intermédiaire, à la modification des conditions biotiques 
et abiotiques (Hochachka et Somero, 2002). Ces réponses incluent souvent la modulation de 
l'expression des gènes ou des protéines et les modifications post-traductionnelles, qui peuvent se 
produire par le biais de mécanismes épigénétiques. 
 
Parmi les mécanismes épigénétiques, on distingue les modifications post-traductionnelles des 
histones (méthylation, acétylation, phosphorylation, …), la régulation par les ARN longs non codants et 
la méthylation de l’ADN. Les modifications post-traductionnelles des histones induisent des 
changements de la structure de la chromatine et donc de l’expression des gènes. Le niveau de 
compaction de la chromatine détermine les gènes qui sont accessibles ou non à l’ARN polymérase pour 
la transcription. Les ARN longs non codants régulent les processus biologiques de l’ADN comme la 
transcription (Bernstein, 2005; Mattick, 2001). Ils contrôlent l’expression des gènes au niveau 
transcriptionnel et post-transcriptionnel par des mécanismes épigénétiques (Bao et al., 2013), durant 
le développement. Des études ont montré l’implication des ARN longs non codants dans la réponse à 
un stress environnemental (Amaral et al., 2013). 
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Fig. 16 : Réponses épigénétiques au changement environnemental 
Les changements environnementaux induisent des modifications épigénétiques, à l’origine de la variation phénotypique. Ces 
modifications se transmettent par mitose, sont héritées à travers les divisions cellulaires et permettent l’acclimatation des individus par 
la production de variants phénotypiques. Abréviations : ac : acétylation, DNMT : ADN méthyltransférase, HAT : histone acétyltransférase, 
HDAC : histone désacétylase, me : méthylation, MPT : modification post-traductionnelle, RITS : « silencing » transcriptionnel induit par 
l'ARN, ARNpol : ARN polymérase, TET : « ten eleven » enzyme de translocation. Modifié d’après Eirin-Lopez et Putnam (2019). 

 
Actuellement, le mécanisme épigénétique le plus étudié est la méthylation de l'ADN au niveau des 
cytosines, qui a été identifiée pour la première fois en 1904 (Wheeler, 1904). La méthylation de l'ADN 
peut influencer la formation et la maintenance de la chromatine, le développement, et d'autres 
processus fondamentaux. L'ajout ou le retrait de groupements méthyles (CH3) peut réguler l'activité 
transcriptionnelle des gènes en modifiant la structure et la fonction de la chromatine et peut survenir 
de manière dynamique en réponse aux changements de l'environnement (Boyko et al., 2010; Cooney 
et al., 2002; Kucharski et al., 2008). 
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B. Objectifs 
 
Le groupe d’écophysiologistes de l’UMR MARBEC étudie depuis plus de vingt ans les mécanismes de 
l’osmorégulation chez les téléostéens. Plusieurs thèses de doctorat (Varsamos, 2001 ; Nebel, 2005 ; 
Giffard-Mena, 2007 ; Bodinier, 2009 ; Ouattara, 2009 ; Sucré, 2010 ; Bossus, 2012 ; Masroor, 2019 ; 
L’Honoré 2019), ont conduit à la publication d’articles dans des revues scientifiques sur ce sujet. La 
plupart de ces travaux ont été menés sur le loup, du fait de sa tolérance à la salinité, allant de l’eau 
douce à l’eau hypersalée.  
 
Basé sur une approche mécanistique, mon projet de recherche s’intègre dans l’étude écophysiologique 
de l’acclimatation du loup à un choc hypo-osmotique, situation qu’il rencontre en milieu naturel au 
cours de ses migrations entre mer et lagunes ou estuaires et lors de fortes précipitations dans ces 
derniers milieux. Le thème central de ce projet concerne l’étude de l’acclimatation à l’eau douce chez 
une espèce euryhaline, afin d’apporter de nouvelles connaissances sur les mécanismes d’hyper-
osmorégulation, notamment sur les points suivants : quels sont les gènes impliqués dans l’absorption 
ionique chez le loup ? Quels sont les facteurs qui régulent l’expression de ces gènes ? La salinité 
constitue-t-elle un marqueur épigénétique à l’échelle d’une génération ? Un changement de salinité 
affecte-t-il les profils de méthylation de l'ADN chez le loup ? 
 
 
Cette étude intégrative a été réalisée à diverses échelles : 

• Organisme : en abordant la réponse osmorégulatrice ; 

• Tissulaire : par l’analyse du site majeur de l’osmorégulation, la branchie ; 

• Cellulaire : par une caractérisation des cellules transporteuses d’ions ; 

• Moléculaire : par une étude de l’expression des transporteurs ioniques et l’étude de la 
méthylation de l’ADN ; 

 
Dans ce projet, une attention particulière a été portée aux gènes codant pour des transporteurs 
ioniques et à leurs implications dans l’acclimatation à la condition extrême, que peut représenter l’eau 
douce pour des organismes marins. L’étude des extrêmes permet de mieux comprendre les 
mécanismes physiologiques permettant aux organismes de s’acclimater à leur habitat.  
 
Ainsi en considérant ces différentes échelles, les objectifs de notre projet de recherche ont été les 
suivants : 

 Caractériser les mécanismes d’absorption ionique dans les branchies du loup ; 

 Evaluer par une approche in vitro les effets : 
- d’une baisse d’osmolalité extracellulaire sur l’expression des gènes impliqués dans 

l’absorption d’ions, 
- de la prolactine à deux concentrations sur l’expression de ces mêmes gènes, 
- de l’interaction entre l’osmolalité extracellulaire et la prolactine, 

 Etudier les changements et les profils de méthylation de l’ADN de loups exposés à une diminution 
de salinité. 

 
Dans ce mémoire, afin de distinguer les gènes des protéines, les noms des gènes (transcrits et ARNm) 
sont écrits en minuscule et italique tandis que les protéines apparaissent en majuscule. 
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C. Protocole expérimental 
 
Les échantillons utilisés dans notre étude sont issus de deux projets de recherche du laboratoire ( 

Fig. 17), réutilisés pour mon projet de recherche dans le cadre du diplôme de l’EPHE. Tous les poissons 
proviennent de la station Ifremer de Palavas-les-Flots (Hérault, France). Les échantillons de la partie I 
proviennent en partie d’un prélèvement réalisé dans le cadre d’une collaboration Franco-Taïwanaise 
(Projet Osmovill), avec pour objet d’étude l’effet de la salinité et de la température sur l’osmorégulation 
du loup. Ces échantillons ont servi pour les analyses de qPCR et d’immunohistochimie. Pour les analyses 
de la distribution par RT-PCR des gènes des échangeurs Na+/H+ dans les différents organes 
osmorégulateurs, nous avons pu obtenir des loups adultes maintenus dans l’eau douce pendant quatre 
mois dans le cadre de la thèse de Thibaut L’Honoré. Ces loups ont aussi permis de réaliser les 
expérimentations in vitro sur les filaments branchiaux de la partie II. Enfin, pour la partie III, les 
échantillons proviennent également d’un prélèvement réalisé dans le cadre de la thèse de Thibaut. 
L’Honoré, ayant pour objectif l’étude de la variabilité intraspécifique de la tolérance à la dessalure chez 
le loup. La mise en place du protocole expérimental et le suivi des expérimentations schématisés par la 
Fig. 17 ont été réalisés par Thibaut L’Honoré. Les détails de ce protocole sont détaillés dans les articles 
de L’Honoré et al. (2019, 2020). 
 
Les expériences ont été menées conformément aux directives de l’Union européenne (directive 
86/609) et de la loi française (décret 87/848) réglementant l'expérimentation animale. Le protocole 
expérimental a été approuvé par la législation française relative au bien-être des animaux 
d'expérimentation (permis APAFIS n ° 9045-201701068219555). 
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Fig. 17 : Origine et utilisation des échantillons utilisés dans ce projet de recherche 
Abréviations : EM : eau de mer, ED : eau douce, EMD : eau de mer diluée, j : jours, h : heures, m : mois, qPCR : quantitative Polymerase 
Chain Reaction, RT-PCR : Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, WGBS : Whole Genome Bisulfite Sequencing. 
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I. Etude des gènes clés impliqués dans l’osmorégulation de loups 
acclimatés à l’eau douce 

 
Les résultats issus de cette première partie ont été valorisés sous la forme d’un article scientifique 
publié dans la revue Gene (Blondeau-Bidet et al., 2019) et d’un poster présenté lors du congrès annuel 
de la SEB (Society of Experimental Biology) à Florence en 2018. Dans ce premier chapitre l’accent sera 
mis sur les principaux résultats, l’article complet se situe en Annexes page 100. 
 
L’objectif de cette étude est de caractériser les mécanismes d’absorption du Na+ au niveau branchial 
en prenant un modèle marin, le loup. Peu de données sont disponibles sur les transporteurs impliqués 
dans l’absorption ionique chez cette espèce, et comme nous l’avons vu les modèles d’ionocytes 
disponibles en eau douce sont essentiellement basés sur le poisson-zèbre, une espèce sténohaline 
d’eau douce (Hwang et Chou, 2013). La publication du génome du loup (Tine et al., 2014) nous a permis 
d’identifier et de caractériser des gènes que nous avons repérés dans la bibliographie et qui pourraient 
être impliqués dans l’absorption ionique chez cette espèce, notamment lors de déplacements du milieu 
marin vers des habitats dessalés ou d’eau douce.  
 
L’étude des transporteurs ioniques a nécessité une première étape de recherche bibliographique, 
concernant les modèles établis d’absorption ionique afin de lister les gènes impliqués dans les 
mécanismes d’acclimatation à la salinité. Une vingtaine de gènes présents dans le génome du loup ont 
été retenus, avec pour certains, jusqu’à cinq paralogues. Pour commencer, l’attention a été portée sur 
les gènes impliqués dans les mécanismes d’absorption du Na+. Ces mécanismes sont étroitement liés à 
l'excrétion de protons (H+) et souvent indépendants de l’absorption de Cl-. L’excrétion d'azote est 
également couplée à l’absorption de Na+ via un métabolon faisant intervenir plusieurs protéines. Ces 
transports impliquent plusieurs types cellulaires exprimant des transporteurs ioniques, bien 
caractérisés chez le poisson-zèbre (Fig. 13) (Hwang et al., 2011; Kumai et Perry, 2012). J’ai effectué un 
premier travail d’analyse de séquences et de phylogénie moléculaire à partir des séquences 
nucléotidiques identifiées dans le génome du loup. Cette analyse a permis de préciser la position de 
certains gènes paralogues par rapport à ceux issus d’autres espèces de téléostéens et d’émettre 
l’hypothèse que ces gènes pouvaient partager des fonctions biologiques communes. 
 
 

I.1. Matériels et méthodes 
 

I.1.1. Protocole expérimental 
 
Le protocole expérimental utilisé est schématisé, Fig. 17 page 25.  
Deux lots de poissons ont été utilisés dans ces expériences. Pour la PCR quantitative en temps réel 
(qPCR) et l'immunocytochimie (lot 1), la longueur et le poids moyen des loups étaient de 20,77 cm ± 
1,32 et de 86,87 g ± 20,23. Pour l'identification des gènes paralogues dans les principaux tissus 
osmorégulateurs (lot 2) (branchies, intestin postérieur et rein), la longueur et le poids moyen des loups 
étaient de 12,32 cm ± 1,70 et de 21,62 g ± 9,92. Les loups ont été maintenus 7 jours dans des cuves de 
3500 L contenant de l'eau de mer naturelle de la mer Méditerranée à 38 ‰ à une température de 18 
°C avec un pH de 7,78. Les poissons ont ensuite été transférés dans des réservoirs plus petits de 200 L 
contenant de l'eau du robinet déchlorée ou de l’eau de mer et ont été maintenus dans cette salinité 
jusqu'à l'échantillonnage. Les poissons ont été maintenus respectivement en eau de mer et en eau 
douce pendant 2 semaines (moyen terme, lot 1) ou 4 mois (long terme, lot 2) avant l'échantillonnage. 
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La composition ionique (en mEq.L−1) de l’eau douce était : Na+ (0,12), K+ (0,04), Ca2+ (5,70), Mg2+ (0,29), 
Cl− (0,98), NO3

- (0,06) et SO4
2− (0,61) avec un pH de 8,58. L'eau a été aérée et filtrée mécaniquement et 

biologiquement (Système Eheim, Lens, Pas-de-Calais, France). La température, la salinité, les niveaux 
d'oxygène et d'azote ont été vérifiés régulièrement. Un volume correspondant à 10 % de l'eau de 
chaque réservoir a été changé régulièrement. Les poissons ont été nourris avec des granulés de 
poissons (aliments Aphymar, Mèze, Hérault, France) jusqu'à 2 jours avant l'échantillonnage. À la fin de 
l'expérience, les poissons ont été anesthésiés dans une solution de phénoxy-2-éthanol (0,24 ml. L−1) (lot 
1) ou de benzocaïne (1 ml. L−1) (lot 2) avant toute manipulation.  
 

I.1.2. Analyse phylogénétique 
 
Le module de phylogénie dans le cadre de la formation à l’EPHE, que j’ai validé au mois de décembre 
2017 a été directement mis en application dans la première partie de mon projet de recherche. Les 
compétences acquises m’ont permis de réaliser des reconstructions phylogénétiques des gènes 
étudiés. Les séquences utilisées dans ces analyses ont été obtenues grâce à l’outil Blast des bases de 
données NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) et Ensembl  
(http://www.ensembl.org/Multi/Tools/Blast) et suite à des recherches dans les génomes de 
téléostéens représentatifs : l’épinoche (Gasterosteus aculeatus), le choquemort et fugu (Takifugu 
rubripes). Des alignements multiples ont été réalisés avec le logiciel MUSCLE V3.8.31 (Edgar, 2004) et 
les régions ambiguës ont été supprimées avec Gblocks V0.91b (Talavera et Castresana, 2007). Le 
meilleur modèle d'évolution a été sélectionné en utilisant Modelgenerator V.85 (Keane et al., 2006) en 
suivant le critère d'information Akaike corrigé. Les arbres phylogénétiques ont été réalisés en utilisant 
la méthode du maximum de vraisemblance implémentée dans le programme PhyML (v3.1 / 3.0 aLRT) 
(Guindon et Gascuel, 2003) avec le modèle de substitution sélectionné. La robustesse de l'hypothèse 
de phylogénie a été évaluée par le test du rapport des vraisemblances approximatives (aLRT) et par le 
test du bootstrap avec 1000 réplicats de jeux de données. Les taxons représentant le groupe externe 
(ou outgroup en anglais) ont été choisis parmi les espèces dont les séquences n’appartiennent pas au 
groupe interne (ou ingroup en anglais) mais tout en étant aussi proche que possible de celui-ci et dont 
les séquences des gènes étaient disponibles dans les différentes bases de données. 
 

I.1.3. Extraction de l’ARN et synthèse de l’ADN complémentaire 
 
L'ARN total a été extrait à partir des échantillons de branchies, intestin et rein en utilisant le réactif 
Trizol® selon les instructions du fabricant. La quantité d'ARN a été évaluée en mesurant le rapport 
A260/A280 avec un spectrophotomètre Nanodrop® (Nanodrop Technology Inc., Wilmington, DE, EUA). 
L'intégrité de l'ARN a été vérifiée en utilisant un Bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies, CA, 
EUA) équipé d'une puce Nano, les RIN (RNA integrity number) étaient supérieurs à 7. Un traitement à 
la DNase (Invitrogen™, Life Technologies) a été réalisé sur 1 µg d’ARN total puis l'ADN complémentaire 
(ADNc) a été généré en utilisant des amorces aléatoires (random primers) et la transcriptase inverse M-
MLV (Invitrogen™) en suivant les directives du fabricant. 
 

I.1.4. Électrophorèse sur gel dans les tissus osmorégulateurs 
 
La distribution tissulaire des gènes nhe1 (slc9a1), nhe1β-like (slc9a1β-like), nhe2a (slc9a2.1), nhe2b 
(slc9a2.2), nhe2c (slc9a2.3) et nhe3 (scl9a3) a été examinée dans les branchies (premier arc de la 
branchie droite), l'intestin postérieur et le rein. L'ADNc de quatre animaux par salinité (eau de mer et 
eau douce) a été regroupé en quantités égales. Pour l'amplification par PCR, 1μl d'ADNc dilué (à 1/10 
pour nhe1 (slc9a1), nhe1β-like (slc9a1β-like), nhe2a (slc9a2.1), nhe2b (slc9a2.2), nhe2c (slc9a2.3) et à 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ensembl.org/Multi/Tools/Blast
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1/20 pour nhe3 (slc9a3) a été utilisé comme matrice dans un volume de réaction final de 25 µl 
contenant 0.2 µM de dNTP, 1.25 unités d'ADN polymérase (GoTaq® G2 Flexi, Promega, Madison, EUA), 
2 mM de MgCl2 et 0.2 µM d’amorce. Les conditions utilisées dans la PCR étaient les suivantes : 
dénaturation de 2 min à 95°C suivie de 35 cycles (95°C pendant 30 s, 61°C pendant 45 s et 72°C pendant 
1 minute) suivis d'une étape d’élongation finale à 72°C pendant 4 minutes. Les produits de PCR 
résultants ont été visualisés par électrophorèse sur un gel d'agarose à 2% contenant 0.5 µg.ml-1 de 
GelRed® (Biotium, EUA) et examinés sous lumière UV (Gel Doc 1000 system, Bio-Rad, RU). 
 

I.1.5. PCR quantitative en temps réel 
 
Un robot d’assemblage de réactifs Echo®525 (Labcyte Inc., San Jose, CA, EUA) a été utilisé pour 
distribuer 0.75 µl de mélange DNA Master SYBR-Green I ™ (Roche, Mannheim, Allemagne), 0.037 µl de 
chaque amorce (à 0.5 µM), 0.21 µl d'eau ultrapure et 0.5 µl d'ADNc dilué dans une plaque de réaction 
de 384 puits. Chaque échantillon a été déposé en triplicata. Les conditions de qPCR étaient les suivantes 
: dénaturation à 95 °C pendant 10 min, suivie de 45 cycles d'amplification (95 °C, 15 s), hybridation (60 
°C, 5 s) et élongation (72 °C, 10 s) et une dernière étape à 40 °C pendant 30 secondes. Un programme 
de courbe de fusion a été réalisé pour contrôler la spécificité d'amplification. De l'eau ultrapure a été 
utilisée comme contrôle négatif. Les produits d’amplification ont été séquencés par la société Eurofins 
(Ebersberg, Allemagne) pour vérification. Le niveau d'expression des transcrits a été normalisé en 
utilisant l'expression du gène ef1α (elongation factor 1 alpha) et fau (ubiquitin like and ribosomal 
protein S30 fusion). Le gène ef1α a déjà été utilisé avec succès chez cette espèce (Blondeau-Bidet et al., 
2016) et fau a été recommandé pour la normalisation de la qPCR du loup par Mitter et al. (2009). Les 
niveaux d'expression relative ont été calculés en utilisant la méthode comparative du delta Ct (nombre 
de cycles seuil) (Pfaffl, 2001). La valeur des Ct des gènes de références n’a pas varié en fonction des 
conditions de salinité. Les analyses ont été réalisées sur la plateforme de qPCR de l’Université de 
Montpellier. 
 

I.1.6. Immunohistochimie 
 
Le premier arc branchial gauche de trois animaux (lot 1) par condition a été fixé pendant 48 heures dans 
le fixateur de Bouin. Après rinçage dans de l'éthanol à 70 %, les échantillons ont été déshydratés puis 
inclus dans du Paraplast® (Sigma). Des sections transversales (4 µm) ont été réalisées sur un microtome 
Leica, recueillies sur des lames porte-objet enduites de poly-L-lysine, séchées à 37 °C et conservées à 
température ambiante. Les coupes ont été déparaffinées (LMR et butanol), hydratées dans une série 
descendante de bains d'éthanol (de 100 % à 50 %) et rincées (PBS, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 
tampon phosphate, pH 7.4). Les lames ont ensuite été immergées dans un tampon de citrate de sodium 
(Tri-sodium citrate dihydrate dans 0.05 % de Tween 20, pH 6) et placées dans un four à micro-ondes (à 
80 % de puissance 2 fois 1 min) pour révéler les sites antigéniques. Les lames ont ensuite été incubées 
pendant 10 min dans du PBS complété avec du Tween 20 à 0.02 % et du NaCl à 150 mM. Après 
saturation à température ambiante pendant 20 minutes dans de l'albumine de sérum bovin à 5 % (BSA) 
dans du PBS, les lames ont été rincées deux fois avec du PBS. Un premier marquage a été réalisé 
pendant une nuit à 4 °C (NHE3) suivi de trois lavages dans du PBS, puis 2 h à température ambiante 
(NKA ou T4) dans une chambre humide. Les anticorps primaires ont été dilués dans une solution de BSA 
à 0,5 % dans du PBS : anticorps monoclonal de souris (α5, Hybridoma Bank, Université de l’Iowa) dirigé 
contre la sous-unité α de la NKA à 10 μg.ml-1, anticorps monoclonal de souris T4 (Hybridoma Bank, 
Université de l’Iowa) dirigé contre le NKCC1-2/NCC1-2 (SLC12A1-A2-A3) à 7 μg.ml-1 et anticorps 
polyclonal de lapin dirigé contre l'échangeur Na+/H+ 3b (NHE3b) de truite à 2 μg.ml-1 (fourni par le Pr 
Junya Hiroi). Des lames témoins sans anticorps primaire ont également été préparées. Après trois 
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lavages dans du PBS pour éliminer les anticorps non liés, les coupes ont été incubées pendant 1 h avec 
les anticorps secondaires à température ambiante (Alexa Fluor®488 anti-souris à 10 µg.ml-1 et 
Rhodamine anti-lapin à 4 µg.ml-1). Après trois lavages, les noyaux ont été colorés avec du 4', 6-
diamidino-2-phénylindole (DAPI) pendant 2 min, puis les coupes lavées trois fois dans du PBS. Les lames 
ont été montées avec un milieu de montage anti-blanchiment. Les observations ont été faites avec un 
microscope confocal Leica TCS SP2 de la plate-forme MRI, à l'Université de Montpellier. 
 

I.1.7. Analyses statistiques 
 
Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant RStudio version 1.1.383. En raison de la petite 
taille de l'échantillon, un test U de Mann-Whitney non paramétrique a été utilisé pour les comparaisons 
des échantillons. Les données sont présentées en tant que moyennes ± l’erreur type et le niveau de 
signification statistique a été fixé à p <0,05. 
 
 

I.2. Résultats 
 

I.2.1. Identification, annotation et phylogénie des gènes des échangeurs Na+/H+ chez 
le loup 

 
Dans le génome du loup, nous avons constaté que plusieurs gènes paralogues pour les échangeurs 
Na+/H+ (slc9a) sont présents, parmi lesquels : nhe1 (slc9a1) et nhe1-ß like (slc9a1β), trois gènes annotés 
nhe2 (slc9a2) que nous avons appelés nhe2a (slc9a2.1), nhe2b (slc9a2.2) et nhe2c (slc9a2.3) et un seul 
nhe3 (slc9a3). L'analyse phylogénétique des gènes annotés nhe2 a généré un arbre montrant trois 
clades comprenant les trois sous-types de nhe2 chez le loup ainsi que ceux d'acanthomorphes et de 
salmonidés. La recherche dans les génomes des autres espèces de téléostéens a révélé la présence d'un 
seul gène nhe2 pour le poisson-crapaud Opsanus beta et le medaka, de deux gènes nhe2a et b chez le 
choquemort (Edwards et al., 2010) et de trois gènes nhe2a, b et c chez l’épinoche. Les trois sous-types 
de nhe2 chez le loup sont apparentés avec les sous-types de nhe2 des autres espèces (Fig. 18). 
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Fig. 18 : Arbre phylogénique de nhe2 (scl9a2) 
Phylogramme des relations de maximum de vraisemblance entre les séquences nucléotidiques nhe2a, nhe2b et nhe2c des 
acanthomorphes représentatifs et des salmonidés. Les longueurs de branches représentent le degré de divergence, la barre d'échelle 
indique la distance représentant 0,1 substitution par position. Les chiffres indiqués correspondent aux valeurs des tests de robustesse de 
l’arbre. Quand deux valeurs sont présentes, la première correspond au pourcentage du test de Bootstrap et la seconde au test aLRT. Une 
seule valeur signifie que les deux tests ont le même score. Les valeurs correspondant aux nœuds robustes (> à 85%) sont indiquées en 
rouge.  

 

I.2.2. Modèles d'expression de l'ARNm des gènes paralogues dans les tissus 
osmorégulateurs 

 

 
Fig. 19 : Analyse de la distribution tissulaire des transporteurs ioniques 
Transcription inverse suivi d’une PCR et d’une électrophorèse sur gel d’agarose des gènes nhe1 (slc9a1), nhe1β-like (slc9a1β-like), nhe2a 
(slc9a2.1), nhe2b (slc9a2.2), nhe2c (slc9a2.3), et nhe3 (slc9a3), chez des loups adultes maintenus en eau de mer (en bleu) et acclimatées 
à l’eau douce (en vert) depuis 4 mois. Abréviations : EM : eau de mer ; ED : eau douce. 
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Nous avons comparé la distribution tissulaire en eau de mer et en eau douce des paralogues nhe1 
(slc9a1), nhe1β-like (slc9a1β-like), nhe2a (slc9a2.1), nhe 2b (slc9a2.2), nhe2c (slc9a2.3), et nhe3 (slc9a3) 
dans les branchies, le rein et l'intestin postérieur, avec l’expression du gène fau comme contrôle interne 
(Fig. 19). Nhe1 (slc9a1) est exprimé dans tous les tissus osmorégulateurs analysés, notamment dans 
l'intestin postérieur et le rein, en eau douce. Nhe2b (slc9a2.2) et nhe2c (slc9a2.3) s’expriment 
spécifiquement dans les branchies dans les deux salinités. Nhe2a semble être plus exprimé dans les 
branchies en eau douce et dans le rein en eau de mer. Nhe3 (slc9a3) est fortement exprimé dans les 
branchies et le rein aux deux salinités. 
 

I.2.3. Expression des transcrits 
 

 

 
Fig. 20 : Expression relative des ARNm des transporteurs ioniques 
A : nhe1 (slc9a1), de nhe1β-like (slc9a1-βlike), nhe2b (slc9a2.2), nhe2c (slc9a2.3) et nhe3 (slc9a3). B : nkcc1 (slc12a2) et ncc (slc12a3). C : 
vha-a (atp6v1a), vha-b (atp6v1b2), nka α1a (atp1a1a), nka α1b (atp1a1b), ca2, ncb1 (slc4a4) rhbg, rhcg1 et rhcg2 dans les branchies de 
loups exposés à l’eau de mer et à l’eau douce. L'expression a été normalisée en fonction de l'expression du facteur d'élongation ef1α et 
du gène de fusion de la protéine S30 analogue à l'ubiquitine et ribosomique fau. N = 8. Les données sont exprimées en tant que moyenne 
±l’erreur type. Pour chaque gène, les astérisques indiquent une différence significative (* p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 ; **** p 
<0.0001). Abréviations : EM : eau de mer ; ED : eau douce. 
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Les niveaux d’expression des transcrits ont été quantifiés en eau de mer et en eau douce (Fig. 20).  
 
Des différences d'expression significatives entre les salinités ont été observées pour les transcrits 
nhe1β-like (slc9a1β-like), nhe2c (slc9a2.3) et nhe3 (slc9a3) (Fig. 20A). L’expression de nhe1β-like 
(slc9a1β-like) et nhe2c (slc9a2.3) est significativement plus élevée en eau de mer qu’en eau douce, 
respectivement de 1,7 fois (p <0.01) et de 28 fois (p <0.001). Inversement, les niveaux d'ARNm de nhe3 
(slc9a3) sont 2,8 fois (p <0,01) significativement plus élevés en eau douce qu’en eau de mer. 
L'expression de nhe3 (slc9a3) est respectivement, 18 et 84 fois plus élevée en eau de mer et en douce 
(p = 0,0458 et p <0,0001), comparée à l’expression de nhe1ß-like (slc9a1β-like). Comparée aux niveaux 
d'ARNm de nhe2c (slc9a2.3), l’expression de nhe3 est significativement supérieure, de 17 fois en eau 
de mer (p = 0,024) et de 1351 fois en eau douce (p <0,0001).  
 
L'expression relative de nkcc1 (slc12a2) et ncc2a (slc12a3) a été examinée dans les deux salinités (Fig. 
20B). Le niveau d’ARNm de nkcc1 (slc12a2) est significativement plus élevé en eau de mer qu’en eau 
douce, de 1,7 fois (p = 0,001). L'expression de ncc2a (slc12a3) montre la tendance inverse, avec une 
expression 3 fois plus importante en eau douce comparée à l’eau de mer (p = 0,0003). 
 
L’expression relative de vha-a (atp6v1a), vha-b (atp6v1b2), nka α1a (atp1a1a), nka α1b (atp1a1b), de 
l’anhydrase carbonique cytoplasmique 2 (ca2), du cotransporteur HCO3

-/Na+ nbc1 (slc4a4), des 
transporteurs d'ammoniac (rhbg, rhcg1 et rhcg2) ont été examinés en eau de mer et en eau douce (Fig. 
20C). L’expression du gène du canal à sodium asic4 a également été quantifiée, mais les résultats 
étaient en dehors de la plage des valeurs quantifiables (Ct> 34) et n'ont pas pu être interprétés. Le 
transfert en eau douce induit une expression de nka α1a (atp1a1a) 2 fois plus élevée qu’en eau de mer 
(p = 0,0006) et 4 fois plus élevée, pour le transporteur d'ammoniac apical rhcg1 (p = 0,0001). 
L'expression des deux sous-unités vha a et b (atp6v1) est faible et ne varie pas selon la salinité. Fait 
intéressant, rhcg2 est fortement exprimé dans les deux salinités et ca2 semble avoir une expression 
légèrement mais pas significativement plus élevée en eau douce qu’en eau de mer (p = 0,06). 
 

I.2.4. Immunolocalisation des transporteurs 
 
Les techniques d’immunohistochimie par double marquage indirect, ont permis d’identifier les 
ionocytes coexprimant la NKA et le NHE3 en eau douce (Fig. 21A). NHE3 est localisé dans les membranes 
apicales des ionocytes (Fig. 21B), situés sur la lamelle. Nous n’avons pas observé de marquage apical de 
NHE3 en eau de mer mais uniquement dans les ionocytes en eau douce. Les ionocytes exprimant le 
NHE3 sont également immuno-positifs pour T4 (NKCC1-2/NCC1-2), localisé dans les membranes 
basolatérales (Fig. 21B). L’anticorps T4 n’est pas spécifique d’une protéine mais reconnait à la fois le 
NKCC1, le NCC1 et le NCC2. Or, de précédentes études ont montré que le NKCC1 correspond à la 
protéine exprimée basolatéralement. Une colocalisation intracellulaire de T4 basolatéral et de NKA est 
donc observée dans ces cellules au niveau des lamelles (Fig. 21C, indiqué par un *). Un autre type 
cellulaire, présente également un marquage de la NKA mais avec un marquage apical du T4 (Fig. 21C, 
numérotées), vraisemblablement du NCC2, car cette protéine est fortement exprimée en eau douce et 
que sa localisation apicale a été montrée chez d’autres espèces. Enfin, la présence de cellules exprimant 
uniquement la NKA, nous a permis de caractériser un troisième type cellulaire n'exprimant ni NHE3, ni 
NCC (non montré). 
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Fig. 21 : Immunolocalisation de la NKA, de NHE3 et de NKCC/NCC 
Double marquage des transporteurs de l’épithélium branchial de loups acclimatés à l'eau douce pendant 2 semaines. A : La NKA est 
marquée en vert et le NHE3 en rouge (flèches) Notez que les ionocytes exprimant NHE3 sont situés sur les lamelles B : Les échangeurs 
NKCC1/NCC (T4) sont marqués en vert et le NHE3 (flèches) en rouge. A-B : Les noyaux ont été contre-colorés avec du DAPI (en bleu). C : 
Les échangeurs NKCC1/NCC (T4) sont marqués en vert et la NKA en rouge. Au moins deux sous-types d'ionocytes avec un marquage apical 
du T4 (numéroté) et basolatéral (*) sont représentés. BF : champ clair. Echelle : 10 µm. 
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I.3. Discussion 
 

I.3.1. NHE3, une protéine clé exprimée dans les ionocytes lamellaires des branchies de 
loups en eau douce 

 
Un seul paralogue du gène nhe3 est présent dans le génome du loup ; sa séquence nucléotidique est 
très proche des séquences nhe3 du chaboisseau à long nez (Myoxocephalus octodecemspinosus), de 
l'épinoche et de la perche (Anabas testudineus), 90 %, 88 % et 86 %, respectivement. Comme ces 
espèces possèdent un seul gène nhe3, elles partagent potentiellement une fonction similaire pour la 
protéine NHE3. Nos résultats montrent que le gène nhe3 dans les branchies est significativement plus 
exprimé après un transfert en eau douce et que son expression est beaucoup plus élevée que tous les 
autres gènes des échangeurs Na+/H+ analysés, montrant clairement son rôle majeur dans les branchies 
du loup, notamment en eau douce. L’immunolocalisation de la protéine NHE3 a montré une localisation 
apicale dans un sous-ensemble d'ionocytes qui expriment également la protéine NKA, comme observé 
dans les cellules de type « HR » du poisson-zèbre (Fig. 13) (Guh et al., 2015) et du NKCC1 
basolatéralement. Contrairement aux branchies en eau douce, nous n’avons pas détecté de NHE3 dans 
les ionocytes des branchies en eau de mer mais il est possible que NHE3 soit présent dans les vésicules 
cytoplasmiques (Takei et Hwang, 2016) ou trop faiblement exprimé, ce qui rendrait l'observation par 
immunolocalisation plus difficile. 

 

I.3.2. L’absorption du Na+ via NHE3, pourrait être couplée à d’autres protéines via un 
métabolon 

 
Il a été montré que l’absorption de Na+ via le NHE3 en eau douce est, pour des raisons de contraintes 
thermodynamiques, peu probable, sauf si celle-ci est couplée - à une excrétion de NH3/NH4

+ (Parks et 
al., 2008), et - potentiellement aussi à la VHA, comme c’est le cas chez le medaka, la truite arc-en-ciel 
et le poisson-zèbre (Shih et al., 2008; T.-H. T. T.-H. Shih et al., 2012; Patricia A. Wright et Wood, 2009). 
Dans les cellules riches en VHA (HR) du poisson-zèbre, l'eau pauvre en Na+ est un déclencheur de la 
différenciation d'un complexe protéique apical, ou métabolon, impliquant NHE3b, RHCG1 et la pompe 
VHA apicale (Shih et al., 2008). Chez le loup, si la surexpression de nhe3 et rhcg1 en eau douce va dans 
ce sens, notre étude montre que la vha (sous-unités a et b) n'est pas fortement exprimée et que 
l'expression n'est pas induite après un transfert en eau douce dans les branchies du loup. Sinha et al. 
(2015) ont montré que l'activité de la VHA augmente à faible salinité (2,5 ‰) par rapport à l’eau de 
mer. Il est donc possible que des modifications post-transcriptionnelles activent la VHA dans les 
branchies en eau douce et qu’associées à une expression plus importante de rhcg1 et nhe3, cela 
contribue à l’absorption de Na+ couplée à une excrétion de NH3/NH4

+. L'implication ou non de la VHA 
dans le complexe fonctionnel décrit ci-dessus reste à élucider chez le loup.  
 

I.3.3. Deux gènes paralogues nhe2 sont exprimés dans les branchies du loup mais leur 
rôle dans l'absorption de Na+ semble mineur 

 
Parmi les autres paralogues nhe qui ont été analysés dans cette étude (nhe1, nhe1β-like, nhe2a, nhe2b 
et nhe2c), aucune induction de l’expression n'a été détectée en eau douce. Comme nous l’avons vu, 
nhe1 est omniprésent dans tous les tissus osmorégulateurs analysés. Contrairement à NHE2 et NHE3, il 
a été montré que NHE1 est localisé dans les membranes basolatérales des cellules épithéliales et 
participe à l'élimination de l'acide du cytoplasme et à la régulation du volume cellulaire (Demaurex et 
Grinstein, 1994). Chez la truite arc-en-ciel, aucune différence d'expression de nhe1 entre eau douce et 
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eau de mer n'a été démontrée dans différents tissus incluant les branchies, l'intestin antérieur et le rein 
(Genz et al., 2011). Nous avons identifié trois gènes paralogues nhe2 avec seulement deux d'entre eux 
exprimés dans les branchies, nhe2b et nhe2c. Aucune expression n'a été détectée dans l'intestin 
postérieur et le rein. C'est également le cas chez le poisson-crapaud, où nhe2 n'a pas été détecté dans 
l'intestin postérieur ni dans le rectum (Esbaugh et Grosell, 2014). Il convient de noter qu'un seul gène 
nhe2 a été étudié chez cette espèce, ce gène semblant jouer un rôle important dans le processus de 
désalinisation de l'œsophage. Nhe2b et plus étonnamment nhe2c sont faiblement exprimés dans les 
branchies du loup. L'implication de nhe2 dans l'absorption de Na+ apical semble donc peu probable, 
contrairement aux modèles existant chez d’autres espèces, telle que le choquemort (Edwards et al., 
2010). Le rôle du nhe2b du loup dans la régulation acido-basique reste à déterminer. Malgré sa très 
faible expression, nhe2c est environ 28 fois plus exprimé en eau de mer qu’en eau douce, suggérant 
son rôle dans la sécrétion d'acide comme indiqué précédemment pour plusieurs paralogues nhe2/3 en 
eau de mer (Chen et al., 2017; Claiborne et al., 1999; Liu et al., 2016). Contrairement au nhe2 de la 
truite, le nhe2b et nhe2c du loup ne sont pas exprimés dans l'intestin postérieur et le rein, et nhe2a est 
très faiblement exprimé dans les branchies et le rein. Ce n'est pas le cas chez le choquemort, où la 
protéine NHE2a a été identifiée dans des cellules cuboïdales, le type cellulaire exprimant la VHA 
basolatérale et étant impliqué dans l'absorption de Na+ (Edwards et al., 2010; Laurent et al., 2006). 
 

I.3.4. Transport couplé Na+/Cl- dans les ionocytes des filaments branchiaux via NCC2 
 
Dans le génome du loup, les gènes slc12a3 (ncc1), slc12a3-like (ncc2a) et le slc12a10 (ncc2b) ont été 
identifiés. Slc12a3-like est fortement exprimé dans les branchies du loup et est phylogénétiquement 
proche des autres séquences ncc2 des téléostéens. Nous l'avons donc appelé ncc2a et nous avons 
quantifié son expression dans notre étude. La petite taille de la séquence de slc12a10.2 (ncc2b) (486 
pb) et sa position phylogénétique proche de celle de slc12a3 (ncc2a) suggèrent que ces deux gènes 
pourraient être des variants d'épissage ou des paralogues. Ncc2a est significativement plus exprimé en 
eau douce qu'en eau de mer. Nos résultats d’immunohistochimie montrent aussi la présence d’un 
marquage apical du T4 (NKCC1-2/NCC1-2) des ionocytes filamentaires de loups acclimatés à l’eau douce 
pendant 2 semaines. Comme indiqué plus haut, l’anticorps T4 reconnait un large épitope (fragment de 
peptide de 38kDa), partiellement commun à plusieurs isoformes SLC12A, y compris NKCC1, NKCC2, 
NCC1 et NCC2. Le marquage apical, est probablement lié à la présence de NCC2 (Lorin-Nebel et al., 
2006). Un anticorps spécifique de NCC2 serait nécessaire pour affirmer cette hypothèse, mais l’absence 
d’expression de NCC1 et NKCC2 dans les branchies suggère que l’immunomarquage apical correspond 
bien au NCC2.  
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I.4. Conclusion  
 
Nous avons montré dans cette étude, que l’anhydrase carbonique (ca2), les glycoprotéines Rhésus 
transportant du NH3 (rhcg1), le cotransporteur Na+/Cl- (ncc2a) et la sous-unité α1a de la NKA (nka α1a) 
sont des acteurs clés dans les branchies en eau douce pour l'absorption des ions, couplée à l'excrétion 
d'azote et à la régulation acido-basique. 
 
Nous avons mis en évidence la présence de différents sous-ensemble d’ionocytes dans les branchies du 
loup, dont un sous-ensemble exprimant l’échangeur Na+/H+ NHE3 dans les membranes apicales des 
ionocytes localisés le long des lamelles branchiales en eau douce, potentiellement impliqués dans 
l’absorption de Na+ (Fig. 22). Ces cellules riches en NKA expriment du NKCC1 basal, suggérant une 
différenciation d’un type cellulaire d’eau de mer (riche en NKCC1 basolatéral) vers un type cellulaire 
d’eau douce, en réponse à un changement de salinité comme récemment montré chez le bar du Japon 
(Lateolabrax japonicus) (Inokuchi 2017). Un autre sous-ensemble d’ionocytes, est présent le long du 
filament avec un fort marquage du NCC2 apical couplé à une surexpression des ARNm de ncc2a en eau 
douce. 
 
Ces types cellulaires restent à caractériser par l'analyse au niveau transcriptionnel mais aussi au niveau 
protéique (localisation), de nouveaux transporteurs d'ions notamment ceux impliqués dans 
l'absorption de Cl- et Ca2+, afin de générer un modèle complet de l'absorption d'ions chez le loup. 
 

 
Fig. 22 : Modèle proposé de l’ionocyte en eau de mer, et des différents ionocytes d’eau douce chez le loup 
Le premier type cellulaire en eau douce, correspond aux ionocytes exprimant le NHE3 au niveau apical, la NKA et le NKCC1 au niveau 
basolatéral. Le second type concerne les ionocytes exprimant le NCC2 au niveau apical et la NKA basolatérale mais pas le NHE3. 
Abréviations : CA : cellule accessoire, CP : cellule pavimenteuse, JS : jonction serrée, CFTR : canal à chlorure, ClC 3 : canal à chlorure 3. 
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II. Etude des mécanismes d’absorption ionique par une approche in 
vitro 

 
La préparation des échantillons en vue de l’analyse en qPCR (extraction d’ARN et transcription inverse) 
a fait l’objet d’un stage de 8 semaines, pour lequel j’ai encadré Julie Jouis, étudiante en première année 
de BTS Analyses agricoles biologiques et biotechnologiques (ANABIOTEC). 
 

II.1. Introduction 
 
L'acclimatation à la salinité nécessite la détection des changements osmotiques et l'activation 
ultérieure des réponses physiologiques permettant le rétablissement de l'homéostasie hydrominérale. 
Ces réponses physiologiques impliquent plusieurs organes ainsi que des voies de signalisation 
complexes permettant de faire le lien entre les différents organes concernés. 
 

II.1.1. Etudes in vivo versus in vitro 
 
L’approche in vivo sur des organismes entiers permet d’étudier l’individu dans son environnement. 
Cependant, la complexité des organismes vivants rend difficile l’exploration des fonctions biologiques 
séparément les unes des autres.  
 
Les études in vitro permettent de mettre en évidence les facteurs régulateurs et d’analyser leurs 
mécanismes, à l’échelle de l’organe, du tissu ou de la cellule. L’organe ou le tissu isolé est soustrait de 
l’ensemble des régulations qui ont lieu normalement in vivo, de sorte que les autres facteurs internes 
n’interfèrent pas lors des expérimentations (Dufour et al., 1994). L’utilisation d’organes, de tissus ou de 
cellules isolées incubées dans un milieu de culture, offre plusieurs avantages. La maîtrise des conditions 
physico-chimiques du milieu d’incubation (pH, température, osmolalité, concentration des réactifs) 
permet d’analyser l’effet d’un seul composant et/ou les effets synergétiques ou antagonistes de deux 
ou plusieurs composants. La possibilité de travailler sur un nombre réduit de matériel biologique par 
puits de culture, permet de limiter le nombre d’individus utilisés par rapport aux expérimentations in 
vivo (Dufour et al., 1994; Mazon et al., 2004). L’approche in vitro risque cependant de représenter une 
situation trop éloignée des conditions physiologiques naturelles. C'est pour cette raison que les études 
in vitro et in vivo sont complémentaires et que les résultats issus de ces deux approches doivent être 
confrontés, afin d’intégrer les résultats obtenus in vitro dans un schéma plus global de régulation. 
 
Plusieurs études in vitro ont montré que les ionocytes branchiaux isolés et dispersés ne peuvent pas 
survivre dans des conditions de culture cellulaire simple car des facteurs endogènes inconnus sont 
indispensables à la survie des ionocytes chez les téléostéens (Avella et Ehrenfeld, 1997; Fletcher et al., 
2000; Leguen et al., 2007; McCormick et Bern, 1989; Wood et Pärt, 1997). Etant donné que les ionocytes 
forment un épithélium avec des cellules pavimenteuses, un système de culture appelé « double-seeded 
insert (DSI) » a été mis au point chez la truite arc-en-ciel, afin de conserver les interactions entre les 
cellules (Fletcher et al., 2000). Cette méthode consiste à ensemencer des cultures primaires provenant 
de branchies sur des inserts pendant 2 jours, afin de reproduire un épithélium branchial constitué de 
plusieurs types cellulaires, comprenant essentiellement des cellules pavimenteuses et des ionocytes 
qui s’insèrent entre les cellules pavimenteuses. Cependant, lors de la préparation des cultures 
primaires, les ionocytes subissent une étape de dissociation avec un traitement à la trypsine (Schnell et 
al., 2016). Ce traitement peut perturber la polarité des ionocytes et endommager les protéines 
transmembranaires, récepteurs et transporteurs de la membrane cellulaire des ionocytes. McCormick 
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et Bern (1989) ont mis au point un système alternatif d’incubation des filaments branchiaux qui ne 
nécessite pas d’étape de dissociation, afin examiner l’effet du cortisol sur l’épithélium branchial. 
Depuis, plusieurs études examinant l’effet d’hormones et/ou de la salinité ont utilisé cette méthode qui 
préserve l’arrangement cellulaire et permet aux composants du milieu d’incubation d’accéder aux 
ionocytes (Breves et al., 2017, 2013; Inokuchi et al., 2015; Watanabe et al., 2016). Cependant, cette 
méthode semble efficace à court terme (72 h) mais après plusieurs jours d’incubation, la viabilité des 
filaments est compromise. 
 

II.1.2. Facteurs de régulation : prolactine et/ou osmolalité extracellulaire 
 
Lors de perturbations des conditions osmotiques internes et/ou des modifications de la salinité 
environnementale, certaines hormones secrétées par le système neuroendocrinien coordonnent les 
processus d’osmorégulation. La modulation de la transcription des gènes codant pour les effecteurs du 
transport ionique fait partie de ces processus (Fiol et Kültz, 2007). On distingue : les hormones dites « à 
action rapide » qui dirigent les réponses aiguës telles que l’activation ou l’inhibition du transport 
ionique par ouverture ou fermeture de canaux préexistants, la modulation du comportement de 
boisson et les réponses cardiovasculaires ; et les hormones dites « à action lente », qui agissent sur les 
sites osmorégulateurs en modifiant les schémas d’expression des gènes et la prolifération et/ou la 
différenciation de cellules permettant de mieux répondre aux besoins de l’animal à plus long terme 
(Breves et al., 2017; McCormick, 2011; Takei et al., 2014). Parmi les hormones « à action lente », la 
prolactine est considérée comme l’hormone d’acclimatation à l’eau douce. Elle est sécrétée par des 
cellules localisées au niveau de l’hypophyse antérieure, plus précisément dans la rostral pars distalis. 
Pickford et Phillips (1959) ont constaté que l’ablation de l’hypophyse entraine une mortalité du 
choquemort acclimaté en eau douce mais pas en eau de mer, et que la survie en eau douce peut être 
rétablie par un traitement avec de la prolactine. Pour la plupart des téléostéens euryhalins, une 
exposition à l’eau douce entraine une augmentation de la transcription, de la synthèse, et de la 
sécrétion de la prolactine ainsi qu’une élévation de son taux plasmatique (Lee et al., 2006; Manzon, 
2002). Chez le tilapia du Mozambique, la diminution de l’osmolalité extracellulaire stimule, in vitro, la 
sécrétion de la prolactine hypophysaire (Seale et al., 2012a). Cette sécrétion est activée par des 
osmodétecteurs tels que l’aquaporine 3 (AQP3) et le canal calcique « Transient Receptor Potential 
Vanilloid 4 » (TRPV4), présents dans les cellules hypophysaires, qui suite à une baisse de l’osmolalité 
activent la sécrétion de la prolactine (Seale et al., 2012b).  
 
Il est important de noter que la prolactine n'est pas seulement exprimée dans l'hypophyse. Chez 
plusieurs espèces de téléostéens, le gène codant pour la prolactine a été détecté dans les organes 
osmorégulateurs, suggérant un fonctionnement autocrine ou paracrine dans l’osmorégulation (Bu et 
al., 2015). Chez le loup, elle est exprimée de manière similaire dans les poissons adaptés à l'eau douce 
et à l'eau de mer, bien que l'expression dans les branchies soit significativement plus élevée que dans 
l'intestin (Boutet et al., 2007). Cependant, chez le poisson-zèbre et le poisson rouge, les transcrits du 
gène de la prolactine sont faiblement exprimés dans les tissus extra-hypophysaires par rapport à 
l’hypophyse (Bu et al., 2015; Imaoka et al., 2000). Ces résultats suggèrent que le rôle autocrine ou 
paracrine de la prolactine dans les branchies serait minime par rapport au contrôle endocrinien. 
 
Bole-Feysot et al. (1998) ont mis en évidence, chez les vertébrés, la prédominance des récepteurs de la 
prolactine dans les épithéliums ayant une fonction osmorégulatrice. La présence des récepteurs de la 
prolactine dans les organes osmorégulateurs est largement reconnue chez les téléostéens, indiquant 
que ce sont des sites d’action de la prolactine (Lee et al., 2006). Chez le tilapia du Mozambique, la 
présence des récepteurs à la prolactine a été caractérisée dans les branchies, l'intestin, le rein, le foie 
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et les gonades (Dauder et al., 1990; Edery et al., 1984; Fryer, 1979; Prunet et Auperin, 1994). Chez la 
daurade royale et le tilapia du Mozambique, les récepteurs à la prolactine ont été localisé dans les 
membranes des ionocytes branchiaux (Santos et al., 2001; Weng et al., 1997). De nombreuses études 
ont caractérisé chez plusieurs espèces de téléostéens la présence de deux gènes distincts de récepteurs 
à la prolactine, prlr 1 et prlr 2 (Fiol et al., 2009; Zhang et al., 2010). Chez certains téléostéens, dont le 
loup, un troisième récepteur, prlr 3, est présent dans le génome (Tine et al., 2014). Cependant aucune 
étude à ce jour n’a caractérisé précisément ce troisième gène. A l’instar de l’expression de la prolactine 
en eau douce, les niveaux d’ARNm et de protéines des récepteurs à la prolactine sont également plus 
élevés en eau douce qu’en eau de mer dans les organes osmorégulateurs et localement dans les 
ionocytes branchiaux et les entérocytes intestinaux (Takei et McCormick, 2012). La localisation et la 
caractérisation des récepteurs à la prolactine au niveau des membranes des ionocytes ont confirmé 
l’action directe de la prolactine au niveau des branchies. Zhou et al. (2003), ont démontré que l’ajout 
de prolactine stimulait l’absorption d’ions via les épithéliums branchiaux cultivés chez la truite arc-en-
ciel, suggérant que les ionocytes de type eau douce pourraient être des cibles potentielles de la 
prolactine.  
 
La prolactine régule l’expression des gènes dans les ionocytes en se liant aux récepteurs 
transmembranaires qui activent la voie de signalisation JAK/STAT (Bole-Feysot et al., 1998). Plusieurs 
études ont indiqué que les protéines impliquées dans le transport actif des ions dans les branchies sont 
régulées par la prolactine, notamment l'isoforme de type eau de mer de la NKA, NKA α1b, et l'isoforme 
de type eau douce NKA α1a, chez le saumon de l'Atlantique (Takei et McCormick, 2012). Chez le tilapia 
du Mozambique, les niveaux d'ARNm des branchies du cotransporteur ncc et de la nka α1a sont réduits 
après hypophysectomie et restaurés par traitement à la prolactine (Breves et al., 2010; Tipsmark et al., 
2011). De plus, la prolactine stimule in vivo et in vitro l'expression de l’aquaporine 3 aqp3 branchiale 
qui est un canal favorisant le passage d’eau transcellulaire (Breves et al., 2016). Chez le medaka, 
l'expression du gène ncc 2b dépend de l'activation en aval de stat5 par la prolactine via ses récepteurs, 
et de sa translocation nucléaire ultérieure au sein des ionocytes branchiaux (Bollinger et al., 2018).  
 
Suite à un choc osmotique, lors de la phase aiguë d’acclimatation, des variations de l’osmolalité 
plasmatique peuvent, en complément de la voie hormonale, directement induire des changements de 
fonction de l’épithélium branchial (Inokuchi et al., 2015; Marshall et al., 2000; Tse et al., 2007). Le 
changement d’osmolalité agirait donc directement sur ces cellules, probablement via des récepteurs 
membranaires sensibles à des modifications osmotiques ou à des modifications fines de la structure 
membranaire ou du cytosquelette. Pour vérifier cette hypothèse, différents auteurs ont mesuré sur des 
cultures de tissus in vitro comment, chez le tilapia du Mozambique, des variations de conditions 
osmotiques induisent des modifications de la morphologie des ionocytes et de la transcription de 
certains gènes impliqués dans le transport d’ions (Breves et al., 2017; Hiroi, 2005; Inokuchi et al., 2015). 
Il semblerait donc que les ionocytes et certaines protéines transmembranaires qu’ils expriment peuvent 
fonctionner comme des osmorécepteurs ne nécessitant pas forcément toujours une activation 
hormonale (Hiroi, 2005; Kültz, 2012b; Marshall et al., 2008; Zadunaisky et al., 1995). Le canal à chlorure 
clc 3 par exemple est un bon candidat pour être impliqué dans l’osmodétection du fait de sa sensibilité 
aux changements de volume cellulaire pouvant être induits par un changement de salinité (Duan et al., 
1999).  
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II.2. Objectifs 
 
Nous émettons l’hypothèse que chez le loup, les variations de conditions osmotiques peuvent être 
directement détectées par les ionocytes par une exposition directe au niveau apical ou au niveau 
basolatéral par des changements de l’osmolalité du sang. L’incubation de filaments branchiaux, dans 
des milieux de culture en présence ou absence de prolactine et à différentes salinités pourrait 
permettre d’identifier les facteurs susceptibles de déclencher un changement d'expression des gènes 
au niveau branchial. Est-ce que des changements d'osmolalité ou de concentration ionique du sang 
peuvent réguler l’expression des transcrits impliqués dans l’absorption ionique ou est-ce que la voie 
hormonale est indispensable ? 
 
Afin de répondre à ces questions, nous avons examiné les effets découplés de l’osmolalité 
extracellulaire et de la prolactine, après 1 h et 8 h d’incubation, sur les fonctions iono-régulatrices des 
branchies de loups acclimatés à l’eau douce depuis 4 mois.  
 
Les objectifs de cette étude sont d’évaluer par une approche in vitro :  
 

 l’effet d’une baisse d’osmolalité extracellulaire sur l’expression des gènes impliqués dans 
l’absorption d’ions ; 

 l’effet de la prolactine à deux concentrations sur l’expression de ces mêmes gènes ; 

 l’effet de l’interaction entre l’osmolalité extracellulaire et la prolactine sur l’expression de ces 
mêmes gènes. 

 
 

II.3. Matériel et Méthodes 
 

II.3.1. Protocole expérimental 
 
Le protocole expérimental utilisé est schématisé Fig. 17 page 25. 
Des juvéniles de loup âgés de 8 mois (13,59 cm ± 0,12, 32,19 g ± 2,62) élevés à la station Ifremer de 
Palavas-les-Flots (Hérault, France) ont été utilisés pour cette étude. Ils sont issus d’un croisement de 
reproducteurs sauvages (40 mâles et 23 femelles) provenant de la partie occidentale de la mer 
Méditerranée. 350 loups ont été maintenus dans de l’eau de mer (osmolalité : 1208 mOsm.kg-1) à 20 °C 
en recirculation et sous photopériode naturelle. Puis, 300 loups ont été transférés en eau douce de 
manière progressive. De l’eau du robinet déchlorée (osmolalité : 8 mOsm.kg-1) a été ajoutée à l’eau de 
mer afin d’obtenir une eau saumâtre (eau de mer diluée, EMD) à une osmolalité de 475 mOsm.kg-1. 
Après 24 h d’acclimatation dans l’eau de mer diluée, les loups ont été légèrement anesthésiés 
(benzocaïne 25 ppm) pour limiter le stress de la manipulation puis transférés en eau douce pour une 
durée de 14 jours (L’Honoré et al., 2020, 2019). Le reste (50 loups) a été maintenu en eau de mer pour 
servir de témoin. Afin de procéder aux différents prélèvements sanguins pour la mesure de la pression 
osmotique, les loups ont été anesthésiés avec une dose faible de benzocaïne à 50 ppm. Pour les 
prélèvements de branchies, les loups ont été sacrifiés avec une dose létale d’anesthésiant (benzocaïne 
à 100 ppm). 
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II.3.2. Prélèvement de sang 
 
La prise de sang est effectuée au niveau de l’artère située au niveau de la nageoire caudale à l’aide 
d’une seringue héparinée de 1 ml pour éviter la coagulation du sang. 
 

II.3.3. Mesure de pression osmotique 
 
Immédiatement après la ponction sanguine, l’osmolalité sanguine a été déterminée par la mesure de 
la pression osmotique grâce à un osmomètre cryoscopique (Advanced Instruments modèle 3300). La 
concentration ionique étant proportionnelle à la température de congélation, la mesure de l'osmolalité 
est calculée d'après la mesure du point de congélation. La mesure de l’osmolalité sanguine des loups, 
selon la durée d’exposition à l’eau douce, permet en général d’évaluer le maintien de l’homéostasie 
hydro-minérale et donc l’efficacité des processus d’osmorégulation mis en place. Dans notre étude, 
l’osmolalité sanguine a été mesuré afin de définir 1) une osmolalité proche de celle du sang après une 
acclimatation à long terme (4 mois) et 2) une osmolalité basse reflétant un stress osmotique. Cette 
expérience préliminaire réalisée dans le cadre d’une thèse (L’Honoré et al., 2019) nous a permis 
d’utiliser dans les expériences in vitro des osmolalités physiologiquement pertinentes correspondant à 
un milieu isotonique et hypotonique.  
 

II.3.4. Préparation des filaments branchiaux et des milieux d’incubation 
 
Immédiatement après la mort des loups, les huit arcs branchiaux de dix loups ont été prélevés et rincés 
dans une solution saline tamponnée stérile (BSS : NaCl 120 mmol.l-1, KCl 4 mmol.l-1, MgSO4 0.8 mmol.l-
1, MgCl2 1 mmol.l-1, NaHCO3 2 mmol.l-1, KH2PO4 0.4 mmol.l-1, Na2HPO4 1.3 mmol.l-1, CaCl2 2.1 mmol.l-1, 
Hepes 10 mmol.l-1, pH 7.4) puis incubés dans une solution de KMNO4 à 0.025 % pendant 1 minute à 
température ambiante. Les filaments ont été sectionnés et détachés de l’arc pour permettre aux 
composants du milieu de culture d’accéder aux ionocytes. Ils ont ensuite été mélangés par poisson et 
l’ensemble divisé en huit échantillons de tailles égales: un échantillon (1 puit dans un plaque de 24, Fig. 
23) par condition (voir ci-dessous). Les filaments ont été incubés dans des plaques de 24 puits contenant 
du milieu de culture L-15 de Leibovitz complété par 6 mg. l-1 de pénicilline et 100 mg. l-1 de 
streptomycine pour bloquer la croissance bactérienne. Afin d’examiner l'effet de l'osmolalité 
extracellulaire, les filaments branchiaux ont été incubés dans des milieux de culture d’osmolalités 
différentes à 280 mOsm.kg-1 (considéré comme hypotonique par rapport au sang) et 360 mOsm.kg-1 
(considéré comme isotonique par rapport au sang), sans prolactine, pendant 1 h et 8 h. Pour étudier 
l’effet de la prolactine, les filaments ont également été incubés dans les milieux de cultures à 280 et 
360 mOsm.kg-1, en présence de prolactine d’origine ovine (oPRL) à deux concentrations : 0.1 µg.ml-1 et 
1 µg.ml-1 pendant 8 h. Les concentrations de prolactine ont été choisies d’après la littérature (Breves et 
al., 2014b; Inokuchi et al., 2015). Après incubation, les filaments branchiaux ont été stockés dans du 
Trizol™ (Invitrogen) et conservés à -80 °C avant l'extraction des ARN. 
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Fig. 23 : Prélèvement et incubation des filaments branchiaux 
Filaments branchiaux sectionnés et détachés de l’arc branchial puis incubés dans des plaques de 24 puits contenant les différents 
milieux de culture. 

 

II.3.5. Choix des transporteurs ioniques 
 
Nous avons sélectionné des marqueurs biologiques potentiellement impliqués dans les fonctions 
d’hyper-osmorégulation des ionocytes branchiaux. Les résultats obtenus dans le premier chapitre ont 
permis de sélectionner plusieurs gènes impliqués dans l’absorption ionique, et potentiellement des 
osmodétecteurs via leur sensibilité aux variations de salinités. Suite à une recherche bibliographique 
d’autres gènes codant pour des transporteurs d’ions ont été ajoutés pour cette étude in vitro : 
l’échangeur d’anion HCO3

-/Cl- ae1, potentiellement impliqué dans l’absorption de Cl- et dans la 
régulation acido-basique (Tang et Lee, 2007a), et le transporteur clc 3 ayant un rôle dans l’absorption 
de Cl- et dans la régulation du volume cellulaire (Bossus et al., 2013). Nous avons également ajouté les 
trois récepteurs à la prolactine présents chez le loup prlr 1, prlr 2 et prlr 3. 
 

II.3.6. Extraction d’ARN, synthèse de l’ADN complémentaire et qPCR 
 
Le protocole utilisé est le même que celui présenté dans le matériel et méthode de la partie I 
(paragraphes I.1.3 et I.1.5, page 27). Les amorces utilisées dans cette étude sont indiquées dans le 
Tableau 2. La normalisation, la visualisation et la représentation graphique des résultats de l’analyse en 
qPCR, ont fait l’objet d’un développement d’outils et la rédaction d’un script utilisant plusieurs 
fonctions de différents packages sous RStudio (RStudio Team, 2019). 
 

II.3.7. Analyses statistiques 
 
Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant RStudio version 1.1.383. En raison de la petite 
taille de l'échantillon, des tests non paramétriques de Kruskall-Wallis suivis de tests post-hoc de 
comparaisons multiples de Wilcoxon ont été utilisé pour les comparaisons statistiques des valeurs 
moyennes. Pour examiner l’effet des deux facteurs et de leur interaction, un test de Scheirer Ray Hare 
(SRH) a été réalisé. Les données sont présentées en tant que moyennes et le niveau de signification 
statistique a été fixé à p <0,05. 
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Tableau 2 : Amorces utilisées dans ce chapitre 
Les séquences identifiées sous la forme « DLAgn_ » proviennent du génome du loup (Tine et al., 2014). Les autres séquences proviennent 
de la base de données de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 

 

ID séquences Gène Séquence (5'-3') Taille Efficacité 
DLAgn_00204050 nhe 3 / slc9a3  GGATACCTCGCCTACCTGAC 251 1,98 

  AAGAGGAGGGTGAGGAGGAT   

KP400258 nka α1a / atp1a1a  CCTCAGATGGCAAGGAGAAG 146 1,89 
  CCCTGCTGAGATCGGTTCC   

DLAgn_00038210 ncc 2a / slc12a3-like ATGATGAGCCTCTTCGAGCC 278 1,94 
  GCTGCTCTCATCACCTTCTGT   

JN998891.1 clc 3 CAAGTACAGCAAGAACGAGGC 146 1,82 
  ACAGCGTCTTGAGAGGGAAG   

DLAgn_00101870 ae1 a  TCTGAAGGAATCGGTGGTGC 253 1,84 
  CTCGTTCTGGATCTCGGTGG   

DLAgn_00193420 ae1 b TGAACAAGGGTGAGATCCGC 283 1,96 
  ACAAAGCGAATAGGGACGGG   

DLAgn_00166370 rhcg 1 TCAGGGAATTGTGTGACCGC 118 2,01 
  AGAATCAAGTCCACGCTGGG   

DLAgn_00083540 prlr 1 GGGACAGAGGCAGAAGACAT 189 1,85 
  GAGGTAGGAGGATGTGGAGC   

DLAgn_00121350 prlr 2 GAATGACAATGGGCCTCTGC 245 2,03 
  GTTCCGTTGCTTCTGGGTTT   

DLA_LG24_000180 prlr 3 ACAACCTGACAGACGGAGAG 183 1,99 
  AGTTTCCATTGGCGGTGATG   

AY831388.1 18S CCAACGAGCTGCTGA 208 1,82 
  CCGTTACCCGTGGTCC   

FM004681 fau GACACCCAAGGTTGACAAGCAG 150 2,07 
  GGCATTGAAGCACTTAGGAGTTG   

AJ866727 ef1α GGCTGGTATCTCTAAGAACG 239 2,09 
  CCTCCAGCATGTTGTCTCC   
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II.4. Résultats 
 

II.4.1. Osmolalité sanguine et choix de l’osmolalité des milieux de culture 
 

 
 
Fig. 24 : Evolution de l’osmolalité sanguine chez le loup après un transfert en eau douce 
Osmolalité sanguine mesurée chez des loups maintenus en eau de mer (EM, 1208 mOsm.kg-1), puis transférés en eau de mer diluée (EMD, 
475 mOsm.kg-1) et en eau douce (ED, 8 mOsm.kg-1). Mesures enregistrées entre 1 h et 4 mois d’acclimatation. Les nombres et losanges 
en rouge indiquent les moyennes de chaque relevé. Les conditions ne partageant pas les mêmes lettres sont significativement différentes. 
Test de Kruskall-Wallis suivi d’un test post-hoc de comparaison multiples de Dunn, p < 0,05. N = 10-16. Données issues de la thèse de 
Thibaut L’Honoré (L’Honoré, 2019), complétées avec les valeurs des pressions osmotique obtenues à partir des poissons de cette 
expérience. 

 
L’osmolalité du sang diminue significativement après le transfert des loups de l’eau de mer (EM) en eau 
de mer diluée (EMD), puis elle diminue progressivement pour atteindre une valeur significativement 
plus basse 1 semaine après le transfert, en comparaison avec les loups EM, EMD et ED 1 h. On constate 
une importante baisse à 2 semaines avec des valeurs significativement plus basses que toutes les autres 
conditions. Après 2 et 4 mois en eau douce, l’osmolalité sanguine augmente jusqu’à atteindre des 
valeurs proches et légèrement en dessous de l’osmolalité du sang des loups témoins maintenus en eau 
de mer. A 4 mois d’acclimatation, on constate une légère diminution de l’osmolalité avec comme valeur 
moyenne 340 mOsm.kg-1, avec une large distribution des valeurs, entre 326 à 356 mOsm.kg-1. 
 
Le choix des osmolalités du milieu de culture s’est fait à partir des données ci-dessus (Fig. 24). Nous 
avons sélectionné la valeur de 360 mOsm.kg-1 pour la condition iso-osmotique car cette valeur est 
intermédiaire entre les valeurs d’osmolalité sanguine des loups témoins en eau de mer et des loups en 
eau douce pleinement adaptés. Concernant la condition hypotonique, la valeur de 280 mOsm.kg-1 a été 
retenue car elle est suffisamment basse pour refléter un stress osmotique et physiologiquement viable. 
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II.4.2. Effet de l’osmolalité extracellulaire sur l’expression des transcrits 
 

 
 
Fig. 25 : Effets de l’osmolalité extracellulaire sur l’expression des ARNm 
Traitements : « iso 1 h » et « iso 8 h »,correspond à une incubation en condition isotonique (360 mOsm.kg-1) pendant 1 h et 8 h ; « hypo 
1 h » et « hypo 8 h », incubation en condition hypotonique (280 mOsm.kg-1) pendant 1 h et 8 h. Les niveaux d’expression pour les 
traitements à 1 h et 8 h sont respectivement représentés par rapport au niveau d’expression des conditions témoins « iso 1 h » et « iso 8 
h ». La moyenne est représentée par le losange rouge. Les astérisques symbolisent la valeur des p-value du test de comparaison entre les 
osmolalités isotonique et hypotonique. Test de Kruskall-Wallis suivi d’un test de Wilcoxon-Mann-Whitney, p < 0,05. Code de 
signification des symboles de p-value : *** < 0,001 ; ** < 0,01 ; * < 0,05 ;. < 0.1 ; rien ≤ 1. N = 6-10. 

 
Pour tester l’effet de l’osmolalité, deux temps d’incubations sont comparés, 1 h et 8 h (Fig. 25).  
Pour l’ensemble des transcrits, aucune différence significative de l’expression n’a été observée entre 
les milieux d’osmolalité isotonique et hypotonique, après 1 h d’incubation. Après 8 h d’incubation, 
l’expression des transcrits de nhe3, nka α1a, ncc 2a, ae1a, rhcg1, prlr 1 et prlr3 ne montre aucune 
différence significative entre les traitements. Les niveaux d’expression des ARNm du canal à Cl-, clc 3, 
sont significativement plus élevés en condition hypotonique par rapport au milieu isotonique (p = 
0,0014). On observe la même tendance mais non significative pour les transcrits du gène ae1 a (p = 
0,053). Inversement, l’expression du récepteur à la prolactine prlr 2 est significativement plus basse en 
milieu hypotonique par rapport au milieu isotonique (p = 0,00058). 
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Il est important de noter que nous avons observé une augmentation des valeurs de crossing point (CP) 
après 8 h d’incubation pour l’ensemble des gènes y compris les gènes de référence en comparaison 
avec les valeurs à 1 h d’incubation. La différence observée est en moyenne inférieure à 1 CP pour les 
gènes 18S et ef1α et est en moyenne d’environ 2 CP pour les gènes d’intérêts. 
 

II.4.3. Effet de la prolactine sur l’expression des gènes 
 

 
 
Fig. 26 : Effets de la concentration de la prolactine ovine sur l’expression des ARNm 
Traitements : « iso », « iso + oPRL 0,1 » et « iso + oPRL 1 », correspond à une incubation en condition isotonique (360 mOsm.kg-1) pendant 
8 h, sans prolactine, avec 0,1 µg.ml-1 et 1 µg.ml-1 de prolactine ovine ; « hypo », « hypo + oPRL 0,1 » et « hypo + oPRL 1 », incubation en 
condition hypotonique (280 mOsm.kg-1) pendant 8 h, sans prolactine, avec 0,1 µg.ml-1 et 1 µg.ml-1 de prolactine ovine. Les niveaux 
d’expression sont représentés par rapport au niveau d’expression de la condition témoin « iso ». La moyenne est représentée par le 
losange rouge. Les lettres bleues en minuscules représentent les différences entre les traitements de prolactine pour la condition 
isotonique et les lettres vertes en majuscules pour la condition hypotonique. Les conditions ne partageant pas les mêmes lettres sont 
significativement différentes (Test de Kruskall-Wallis suivi d’un test post-hoc de comparaison multiples de Dunn, p < 0,05). Les astérisques 
indiqués correspondent au test de comparaison deux à deux entre les osmolalités isotonique et hypotonique (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney, p < 0,05). N = 6-10. Code de signification des symboles de p-value : *** < 0,001 ; ** < 0,01 ; * < 0.05 ;. < 0.1 ; cellule vide ≤ 1. 

 
Pour tester l’effet de la prolactine, l’absence et l’ajout de prolactine ovine a été comparé à deux 
concentrations : 0,1 µg.ml-1 et 1 µg.ml-1, après 8 h d’incubation (Fig. 26). 
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Après 8 h d’incubation, l’expression des transcrits de nhe3, nka α1a, ncc 2a, et prlr3 ne montre aucune 

différence significative entre les différents traitements. Les niveaux d’expression des transcrits des 

gènes clc 3, ae1 a, rhcg 1, prlr 1 et prlr 2 montrent des différences significatives entre certains 

traitements (d’osmolalité différentes en absence ou présence de prolactine à deux concentrations). Un 

test statistique non paramétrique de type Scheirer Ray Hare (SRH) à deux facteurs avec interaction a 

été réalisé afin d’examiner l’influence de chaque facteur de régulation et de leur interaction (Tableau 

3). 

 

Tableau 3 : Synthèse des résultats du test statistique Scheirer Ray Hare à deux facteurs avec interaction 
Les étoiles symbolisent le degré de significativité des p-value au seuil de 0,05. Code de signification : *** < 0,001 ; ** < 0,01 ; * < 0.05 ; . < 
0.1 ; cellule vide ≤ 1. Abréviations : Prl, prolactine. 
 

Gènes Osmolalité Dose Prl Interaction 
nhe 3    

nka α1a    

ncc 2a .   

clc 3 ***   

ae1 a **   

rhcg 1   . 
prlr 1 * ***  

prlr 2 ***  . 
prlr 3    

 
Pour le canal à Cl- clc 3, en condition isotonique, aucune différence n’est constatée entre les deux 
traitements de prolactine ainsi qu’avec la condition sans prolactine. Il en est de même en condition 
hypotonique, pour laquelle les niveaux d’ARNm ne varient pas en présence ou absence de prolactine, 
aux deux doses testées. Cependant, en milieu hypotonique, on observe une surexpression des transcrits 
en comparaison avec les milieux isotoniques ; cette surexpression est significative en l’absence et en 
présence de prolactine à 1 µg.ml-1 (p = 0,0031 et 0,00025 respectivement). Seule l’osmolalité semble 
influencer l’expression des transcrits de clc 3 et aucune interaction entre l’osmolalité et la dose de 
prolactine n’a été détectée (Tableau 3). 
 
Concernant l’expression de ae1 a et de rhcg 1, aucune différence n’est constatée en milieu isotonique 
entre les traitements de prolactine et la condition sans prolactine. En revanche, l’expression de ces 
gènes est significativement supérieure en condition hypotonique par rapport au milieu isotonique, 
seulement en présence de prolactine à 1 µg.ml-1 (p = 0,013 et 0,035, respectivement). Pour ae1 a en 
absence de prolactine, une tendance est observée avec une expression légèrement supérieure en 
milieu hypotonique comparé au milieu isotonique (p = 0,053). Pour rhcg 1, une interaction entre 
l’osmolalité et la dose de prolactine non significative au seuil de 0,05 a été détectée (PSRH = 0,053). 
 
Pour le récepteur à prolactine prlr 1, on observe une diminution de l’expression en condition 
hypotonique comparée à la condition isotonique, significative en présence de prolactine à 0,1 µg.ml-1 
(p = 0,021). Fait intéressant, l’ajout de 1µg.ml-1 de prolactine induit une surexpression des transcrits 
pour les deux osmolalités, par rapport aux traitements sans prolactine et par rapport aux faibles doses 
de prolactine à 0,1 µg.ml-1. D’après les résultats du test SRH, les différences observées pour prlr 1 
pourraient être dues principalement à la dose de prolactine et dans une moindre mesure à l’osmolalité 
mais par à leur interaction. 
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Concernant les niveaux des transcrits du récepteur à la prolactine prlr 2, on observe une expression 
inférieure des transcrits en condition hypotonique par rapport à la condition isotonique, significative 
en l’absence et en présence de prolactine à 0,1 µg.ml-1 (p = 0,00058 et 8,7.10-5 respectivement). On 
constate également une différence d’expression en milieu isotonique avec une augmentation de 
l’expression de prlr 2 en présence de 0.1 µg.ml-1 de prolactine par rapport au traitement à 1 µg.ml-1 (p 
= 0,0243) et en absence de prolactine (p = 0,0430). Les données du test SRH indiquent que seule 
l’osmolalité semble influencer l’expression de prlr 2. 
 
 

II.5. Discussion 
 

II.5.1. Evolution de l’osmolalité sanguine suite à un changement de salinité 
 
La diminution progressive de l’osmolalité sanguine 14 jours après le transfert en eau douce, est 
cohérente avec une étude précédente réalisée sur des loups du même âge. Bossus et al. (2011) ont 
observé une baisse significative de l’osmolalité sanguine à partir de 24 h et jusqu’à 30 jours, après un 
transfert direct en eau douce, pour atteindre des valeurs moyennes d’environ 280 mOsm.kg-1, ce qui 
est proche de nos valeurs d’osmolalité à 14 jours. Nos données indiquent qu’entre 2 semaines et 2 
mois, l’osmolalité sanguine remonte jusqu’à des valeurs légèrement plus faibles par rapport aux 
témoins en eau de mer. Prises ensemble, ces données suggèrent une réponse en deux temps de 
l’acclimatation en eau douce chez le loup. Une première phase durant laquelle certains mécanismes de 
régulation doivent être rapidement activés ou désactivés, probablement déclenchés par des 
osmorécepteurs dès le transfert en eau de mer diluée (Fiol et Kültz, 2007; Kültz, 2012a, 2012b). Cette 
phase permet d’empêcher une baisse trop importante de la pression osmotique suite au changement 
de salinité et se traduit au niveau branchial par une imperméabilisation de l’épithélium branchial, une 
fermeture de certains canaux ioniques et une inactivation de certains transporteurs ioniques (Kültz, 
2015). Ensuite, une phase de régulation à plus long terme se met en place afin de rétablir un nouvel 
équilibre hydrominéral. Nos résultats suggèrent que la phase de régulation est un long processus chez 
le loup, car après 14 jours d’acclimatation l’homéostasie n’est pas encore rétablie. Le nouvel équilibre 
est atteint 2 à 4 mois après le transfert en eau douce à environ 340-350 mOsm.kg-1 (Fig. 24). Ces valeurs 
sont cohérentes avec celles enregistrées par Nebel et al. (2005) chez le loup, montrant une baisse de 
l’osmolalité sanguine de 12 % chez les loups acclimatés à l’eau douce durant 3 semaines, par rapport à 
ceux maintenus en eau de mer. 
 
Une fois cet équilibre atteint, l’ensemble des transporteurs et canaux ioniques sont mis en place pour 
efficacement absorber les ions afin de maintenir ce nouvel équilibre hydrominéral. Les loups sont alors 
considérés pleinement acclimatés à l’eau douce. Nos données montrent également une forte 
dispersion des valeurs de l’osmolalité sanguine entre les loups transférés en eau douce, indiquant une 
importante variabilité intraspécifique des capacités d’acclimatation à une diminution de la salinité.  
 
Dans notre étude, les filaments branchiaux exposés à un milieu de culture à 280 mOsm.kg-1 sont exposés 
à une diminution de l’osmolalité. Cette valeur d’osmolalité est donc hypotonique puisqu’elle est 
inférieure à l’osmolalité du sang d’un animal pleinement acclimaté. Il est à noter tout de même que 
cette valeur est physiologique comme le montre la Fig. 24. La pression osmotique sanguine de certains 
loups peut atteindre des valeurs très basses en eau douce ; dans notre cas le minimum mesuré est de 
214 mOsm.kg-1 correspondant probablement à des animaux en stress osmotique sévère et qui ne vont 
pas survivre comme l’ont montré plusieurs études (L’Honoré et al., 2020, 2019; Nebel et al., 2005b).  
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II.5.2. Pas de réponse à court terme pour nka α1a, ncc 2a et nhe3 
 
L’absence de réponse observée après 8 h d’incubation pour les transcrits de nka α1a, ncc 2a et nhe3, 
suggère que leur expression n’est pas activée par une variation de l’osmolalité ou l’ajout de prolactine 
à court terme. Leur activation pourrait faire partie des réponses à plus long terme ou nécessiter la 
présence d’autres facteurs impliqués dans la régulation du pH ou l’excrétion azotée. Inokuchi et al. 
(2015) n’ont pas observé de changement d’expression entre les différentes osmolalités en l’absence de 
prolactine pour les transcrits de nka α1a, ncc et nhe3 après 6 h d’incubation. Cependant, après 3 h 
d’incubation et pour l’osmolalité la plus élevée (450 mOsm.kg-1), ils ont enregistré une diminution 
significative de l’expression pour nka α1a et ncc. Chez le tilapia, l’ajout de prolactine ovine à forte dose 
(1 et 5 µg.ml-1) induit l’expression des transcrits de nka α1a et ncc après 8 h d’incubation à une 
osmolalité de 330 mOsm.kg-1 et l’expression de nh3 après 24 h d’incubation. Il serait intéressant de 
poursuivre le temps d’incubation pour étudier si une activation des transcrits à lieu à plus long terme 
chez le loup. 
 
 

II.5.3. Surexpression de clc 3 en milieu hypotonique  
 
Nos résultats indiquent que la diminution de l’osmolalité extracellulaire induit la surexpression de clc 3 

après 8 h d’incubation (Fig. 25 et Fig. 26), vraisemblablement due à une baisse de l’osmolalité (Tableau 

3).  

Plusieurs études précédentes ont suggéré que les canaux ClC dont le canal à Cl- ClC 3 pourraient 
participer à l'absorption des Cl- par les branchies chez les poissons acclimatés à l’eau douce. Chez le 
loup, l'utilisation d'un anticorps hétérologue a permis de localiser la protéine ClC 3 au niveau de la 
membrane basolatérale des ionocytes branchiaux en eau douce et en eau de mer (Bossus et al., 2013). 
De plus, son expression serait stimulée par un environnement hypo-osmotique ou à faible teneur en Cl- 
chez le tétraodon vert (Tetraodon nigroviridis) et le poisson lait (Tang et al., 2011, 2010; Tang et Lee, 
2007b). Dans les branchies de loups acclimatés à l’eau douce pendant 14 jours, un niveau plus élevé de 
protéine ClC 3 a été observé en eau douce par rapport à l’eau de mer (Bossus et al., 2013). Cependant, 
dans une étude plus récente, l’expression des ARNm dans les branchies du loup n’est pas différente 
entre l’eau de mer et l’eau douce à deux semaines d’acclimatation (L'Honoré, comm. pers.).  
 
La surexpression dès 8 h, en condition hypotonique, des transcrits du gène clc 3, indique que la 
transcription des ARNm est rapidement activée suite à une diminution de l’osmolalité du milieu de 
culture. Nos résultats semblent donc cohérents avec l’hypothèse que le clc 3 soit activé lors d’une baisse 
rapide de l’osmolalité sanguine suite à une dessalure. La rapidité de la réponse observée pour clc 3 
laisse penser que cette réponse est liée à son rôle dans le maintien du volume cellulaire. Un choc hypo-
osmotique suite à une diminution de l’osmolalité du milieu induit au niveau de la cellule une entrée 
d’eau par le pôle apical, provoquant une augmentation de volume immédiate. Pour répondre, la cellule 
active un transport actif d’ions de la cellule vers le sang, suivi d’une sortie d’eau de la cellule par 
osmose : ce phénomène est appelé la régulation du volume cellulaire ou RVD (Regulatory Volume 
Decrease) et est essentiel pour l’intégrité des fonctions cellulaires (Duan et al., 2001; Vessey et al., 
2004). Le transfert d’eau hors de la cellule s’effectue par osmose et est également facilité par la 
présence d’aquaporine 3 (AQP3), exprimée du côté basal des ionocytes du loup, notamment en eau 
douce (Giffard-Mena et al., 2008). Il a été démontré une augmentation de l’expression de clc 3, dans la 
membrane plasmique de certains types cellulaires de vertébrés, suite à un stress hypo-osmotique 
(Rossow et al., 2006; Vessey et al., 2004). Duan et al. (1999) ont montré que les canaux ClC 3 s’ouvrent 
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en réponse à un gonflement cellulaire par un mécanisme, sensible à l’osmolalité, de phosphorylation / 
déphosphorylation d’une sérine. La surexpression de clc 3 observée en milieu hypotonique à 8 h 
pourrait donc faire partie des premières réponses permettant à la fois de réguler le volume des 
ionocytes, mais aussi d’absorber des ions vers le sang pour éviter une baisse trop importante de 
l’osmolalité sanguine. La protéine ClC 3 semble être présente dans les ionocytes en eau de mer et en 
eau douce afin de transporter les ions Cl- de la cellule vers le sang. Du point de vue ionique, ceci a moins 
de sens en eau de mer car les ionocytes doivent excréter des ions Cl- pour faire face à l’invasion ionique. 
Cependant, la présence de ClC 3 en milieu salé peut s’expliquer par le fait qu’en cas de diminution 
rapide de la salinité du milieu externe provoquant une diminution de l’osmolalité sanguine, ClC 3 est 
déjà présente et peut-être très rapidement activée.  
 
 

II.5.4. La diminution de l’osmolalité induit une surexpression de ae1 a 
 

Nous avons observé une augmentation des niveaux des transcrits de ae1 a suite à une diminution de 
l’osmolalité extracellulaire, significative en présence de prolactine à 0.1 µg.ml-1 (Fig. 25 et Fig. 26). Nous 
n’avons pas observé de différence d’expression entre les osmolalités pour les transcrits d’ae1 b (non 
montré).  
 
Chez les téléostéens, l’absorption de Cl- dans les branchies est effectuée via plusieurs protéines 
transmembranaires transporteuses d’ions impliquant un échangeur d’anions HCO3

-/Cl- tel que AE1 
(l’échangeur d’anions 1). AE1 transporte du Cl- du milieu extracellulaire vers la cellule en échange de 
HCO3

- (Evans et al., 2005; Gilmour et Perry, 2009). Sa localisation dans les ionocytes de l’épithélium 
branchial est donc déterminante pour son rôle dans l’absorption ionique (Fig. 27). Cependant, la 
localisation de cette protéine dans les ionocytes varie en fonction des espèces (Gilmour et Perry, 2009). 
Wilson et al. (2000, 2002) ont localisé la protéine AE1 au niveau de la surface apicale des ionocytes chez 
le tilapia du Mozambique et le saumon Coho (Oncorhynchus kisutch) et suggéré son rôle dans 
l’absorption du Cl-.  

 
Fig. 27 : Localisation apicale versus localisation basolatérale de l’échangeur AE1 
Schéma de ionocytes branchiaux en eau douce présentant la localisation apicale (A) ou basolatérale (B) de l’échangeur d’anions HCO3

-/Cl- 
AE1. Selon les espèces, la protéine AE1 serait localisée apicalement ou basolatéralement, ce qui implique un rôle différent dans 
l’absorption de Cl-. L’anhydrase carbonique II est représentée sous ces 2 formes : cytosolique et membranaire. Abréviations : CP : cellule 
pavimenteuse, JS : jonction serrée, CA II : anhydrase carbonique 2, NKA : Na+-K+-ATPase, NHE3 : échangeur Na+/H+, VHA : H+-ATPase, Clc 
3 : canal à chlorure 3. 
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Par contre, chez le poisson lait, le medaka et le tétraodon vert, la protéine AE1 a été localisée, au niveau 
de la membrane basolatérale des ionocytes, en eau douce et en eau de mer (Hsu et al., 2014; Liu et al., 
2016; Tang et al., 2011). Grâce à une technique de co-immunoprécipitation, Tang et Lee (2007a) ont 
mis en évidence l’interaction de l’anhydrase carbonique II (CA2) avec la protéine AE1 au niveau de la 
membrane basolatérale. La CA2 catalyse la conversion du dioxyde de carbone en HCO3

- et H+. Les ions 
H+ générés sont sécrétés apicalement via la pompe VHA ou un échangeur NHE tandis que AE1 
transporte le HCO3

- vers le sang en échange du Cl-. Lee et al. (2010) ont également localisé au niveau 
basolatéral deux isoformes d’AE1 (zAE1a et zAE1a) dans les ionocytes de type « HR » du poisson-zèbre, 
important pour la sécrétion acide.  
 
Contrairement à nos résultats in vitro, L’Honoré et al. (2020), n’ont pas observé chez le loup in vivo de 
différence significative d’expression des ARNm d’ae1 a, en fonction de la salinité. Tang et Lee (2007b) 
ont décrit dans une première étude chez le tétraodon vert une augmentation du niveau de la protéine 
AE1 chez les poissons acclimatés en eau douce par rapport à ceux en eau de mer, suggérant une 
implication dans l’absorption de Cl-. Puis dans une seconde étude, sur le poisson lait et le tétraodon 
vert, ils ont localisé la protéine AE1 au niveau de la membrane basolatérale des ionocytes branchiaux. 
Les auteurs ont alors émis l’hypothèse que pour ces deux espèces, AE1 pourrait ne pas être impliqué 
dans l’absorption de Cl- mais plutôt jouer un rôle dans la régulation acido-basique ou dans la modulation 
de l’homéostasie intracellulaire du Cl- (Tang et al., 2011). Chez le poisson-zèbre, l’expression de l’ARNm 
d’ae1 n’est pas affectée par une exposition à une eau douce faible en Cl-, connue pour stimuler 
l’absorption de Cl- (Hwang, 2009). Chez le medaka, deux homologues d’ae1 sont présents et présentent 
in vivo des différences d’expression en fonction de la salinité. Les niveaux d’expression d’ae1 a 
augmentent significativement en même temps que la salinité tandis que les niveaux d’expression d’ae1 
b diminuent avec la salinité (Liu et al., 2016). 
 
Dans notre expérience, nous avons fixé les valeurs du pH des milieux d’incubation isotonique et 
hypotonique à 7,4. La tendance observée n’est donc pas induite par une variation de pH entre les 
milieux mais par une diminution de l’osmolalité extracellulaire. La réponse observée, est cohérente 
avec la nécessité pour l’épithélium branchial d’absorber des ions du milieu extérieur afin de compenser 
la perte de ces ions suite à un choc hypo-osmotique. De plus, il est largement admis que l’excrétion des 
ions HCO3

- se produit en échange d’ions Cl-, la régulation acido-basique étant étroitement liée à la 
régulation ionique (Claiborne et al., 2002; Evans et al., 2005; Marshall, 2002). Bien que la localisation 
d’AE1 chez le loup ne soit pas connue, ces résultats sont plutôt en faveur d’une localisation apicale. Une 
surexpression des transcrits de ae1 a en condition hypotonique, pourrait indiquer un rôle potentiel 
dans l’absorption de Cl-, comme suggéré chez le tilapia du Mozambique et le saumon coho (Wilson et 
al., 2002, 2000). Dans le cas d’une localisation apicale, AE1 pourrait participer avec le ClC 3 à 
l’absorption du Cl- à court terme. Dans le cas d’une localisation basolatérale, AE1 serait impliquée dans 
la régulation acido-basique, ce qui implique la présence d’une autre protéine présente dans la 
membrane apicale, responsable de l’absorption de Cl-. 
 
 

II.5.5. L’effet synergique de l’osmolalité et de la prolactine dans l’activation de rhcg 1  
 
Un effet de l’interaction des deux facteurs a été détecté à la limite du seuil de significativité, suggérant 
un effet synergique de la diminution de l’osmolalité et de l’ajout de prolactine à forte dose dans le 
milieu sur l’expression de rhcg 1 (Tableau 3). 
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Dans la première partie de ce mémoire nous avons montré que rhcg1 est un acteur clé pour l'absorption 
des ions en eau douce. Nos résultats in vitro montrent le même schéma d’expression observé in vivo 
(Fig. 20) : la diminution de la salinité induit une surexpression de rhcg1. Comme indiqué dans 
l’introduction et dans le premier chapitre de ce mémoire, l'absorption de Na+ est facilité du point de 
vue thermodynamique en présence de RHCG1 apical (Patricia A. Wright et Wood, 2009). Wu et al. 
(2010) ont proposé un modèle dans lequel RHCG1 apical intervient dans la déprotonation du NH4

+ 
intracellulaire et le piégeage d’acide au niveau de la membrane apicale. Le NH3 sécrété par RHCG1 se 
fixerait aux H+ libérés par NHE3 en échange de l’absorption de Na+ (Fig. 28). 
 

 
 

Fig. 28 : Fonctionnement du métabolon NHE3/RHGC1 
Représentation schématique selon l’hypothèse de Wu et al. (2010) du mécanisme de piégeage de l’acide au niveau de la membrane 
apicale dans un ionocytes de type eau douce. NHE3 : échangeur Na+/H+, RHCG1 : rhésus glycoprotéine, NH4

+ : ammonium, NH3 : ammoniac 

 
Shih et al. (2012) ont démontré que l'expression de rhcg 1 dans les branchies de poisson-zèbre adultes 
est significativement induite après acclimatation dans une eau pauvre en Na+, soutenant que RHCG1 
est impliqué dans le mécanisme d’absorption de Na+ dépendant du NH4

+. Bien que nous n’ayons pas 
observé d’induction de l’expression de nhe3, la surexpression de rhcg 1 en milieu hypotonique pourrait 
être la première réponse permettant ensuite au métabolon NHE3/RHCG1 d’agir pour permettre 
l’absorption de Na+ suite à une diminution de l’osmolalité. Pour tester cette hypothèse de manière plus 
approfondie, sur les cultures de filaments branchiales de loup, un milieu pauvre en Na+ aurait pu être 
préparé avec une osmolalité isotonique. 
 
 

II.5.6. Sensibilité différentielle des récepteurs à la prolactine aux stimuli osmotique et 
hormonal 

 
Nos résultats indiquent qu’in vitro dans les filaments branchiaux de loup acclimatés en eau douce : 1) il 
n’y a pas d’effet de la diminution de l’osmolalité extracellulaire et de l’ajout de prolactine sur 
l’expression de prlr 3 ; 2) que l’expression de prlr 1 ne varie pas en fonction des variations de l’osmolalité 
extracellulaire mais augmente suite à l’ajout de prolactine à forte concentration ; et 3) que la 
diminution de l’osmolalité extracellulaire induit une sous-expression de prlr 2. 
 
Peu d’espèces de téléostéens possèdent trois gènes distincts de récepteurs à la prolactine. C’est le cas 
pour le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) et pour le fugu (Tine et al., 2014). La reconstruction 
phylogénétique des gènes des récepteurs à la prolactine et de l’hormone de croissance chez certaines 
espèces de téléostéens montre qu’un premier évènement de divergence (étoiles rouges sur la Fig. 29) 
a conduit à la séparation des gènes prlr en deux clades distincts : prlr 3 et prlr 1-2. Puis un second 
événement a provoqué la séparation du clade prlr 1-2 en deux nouveaux clades constituant un groupe 
monophylétique partageant un ancêtre commun. Ces données indiquent que chez le loup, les gènes 
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prlr 1 et prlr 2 sont apparus après le gène prlr 3 et que le loup en a conservé une copie dans son génome. 
Dans notre analyse, l’absence de réponse de prlr 3 à un stimulus osmotique et/ou hormonal est peut-
être dû au fait que prlr 3 pourrait coder pour une protéine remplissant une fonction biologique 
différente ou être régulé par un autre paramètre et induire une autre voie de signalisation. 
 

 
Fig. 29 : Position des gènes des récepteurs de la prolactine (PRLR) et de l’hormone de croissance (GHR) 
Reconstruction phylogénétique des gènes de la famille des somatropines. Le gène du récepteur de la prolactine(PRLR) est dupliqué chez 
la plupart des espèces de téléostéens. Cependant, une copie supplémentaire de l'homologue de type PRLR est présente chez le loup, le 
fugu (Takifugu rubripes), le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) et chez certains cichlidés. Les étoiles rouges représentent les évènements 
de divergences menant à l’apparition successive des trois clades de récepteurs à la prolactine chez le loup. Modifié d’après (Tine et al., 
2014). 

 
Nos résultats indiquent que l’expression des deux récepteurs prlr 1 et prlr 2 est activée par l’ajout de 
prolactine dans le milieu, suggérant la liaison entre la prolactine ovine et les récepteurs 
transmembranaires de la prolactine chez le loup. La réponse observée par prlr 1 semble être davantage 
induite par un effet de dose à forte concentration (1 µg.ml-1) que par des changements d’osmolalité 
sanguine. Au contraire, l’expression de prlr 2 semble être davantage activée par des variations de 
l’osmolalité que par l’ajout de prolactine. Fait interressant, nos résultats sont en partie concordants 
avec une étude récente réalisée in vivo sur des loups acclimatés à l’eau douce pendant 2 semaines. 
Dans cette étude, prlr 1 ne montre pas de différence significative d’expression suite au transfert en eau 
douce mais une tendance à l’augmentation. De plus, l’expression de prlr 2 diminue chez les loups 
acclimatés à l’eau douce (L’Honoré et al., 2020). 
 
Chen et al. (2011) ont démontré in vitro que les deux récepteurs de la prolactine chez le poisson-zèbre 
peuvent réguler la transcription de gènes cibles distincts lors de la liaison avec la prolactine, suggérant 
les fonctions biologiques différentes de prlr 1 et prlr 2. Cette hypothèse est renforcée par le fait que les 
deux protéines PRLR chez les téléostéens partagent de très faibles similitudes en acides aminés (environ 
30%), principalement en raison de différences dans le domaine intracellulaire (Huang et al., 2007).  
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De précédentes études in vivo chez le tilapia du Mozambique ont rapporté que l’expression de prlr 1 
branchial diminue suite à un transfert de l’eau douce vers l’eau de mer et augmente suite à un transfert 
de l’eau de mer vers l’eau douce (Breves et al., 2011, 2010). Cependant, ces résultats sont à considérer 
avec prudence, car l’article ne mentionne pas d’identifiants (numéro d’accession dans les bases de 
données telles que Genbank ou Ensembl) pour les deux gènes. Il est donc possible que le gène nommé 
« prlr 1 » dans cette étude ne soit pas l’homologue du gène prlr 1 chez le loup. Dans une autre étude 
sur le tilapia du Mozambique, il a été démontré que prlr 1 dans l’hypophyse ne répond pas aux 
transferts de salinité in vivo ou aux changements de l’osmolalité extracellulaire in vitro (Seale et al., 
2012a). Cependant, les réponses observées dans l’hypophyse peuvent être différentes de celles 
observées dans les branchies. Inversement l’expression de prlr 2, augmente de façon transitoire dans 
les branchies de tilapia du Mozambique transférés de l’eau douce à l’eau de mer (Fiol et al., 2009).  
 
Dans leur étude in vitro, Inokuchi et al. (2015), ont rapporté qu’une incubation des filaments branchiaux 
de tilapia du Mozambique dans un milieu hyper-osmotique (480 mOsm.kg-1) provoque l’augmentation 
de l’expression de prlr 2, tandis que l’expression de prlr 1 ne varie pas en fonction des conditions 
osmotiques. En accord avec les résultats d'Inokuchi et al. (2015), l’expression de prlr 1 chez le loup ne 
semble pas significativement affectée par les variations des conditions osmotiques. Inokuchi et al. 
(2015) ont émis l’hypothèse que prlr 2 pourrait jouer un rôle important dans la réponse initiale suite à 
une augmentation de l’osmolalité externe. Nos observations montrent que chez le loup, prlr 2 est 
également rapidement activé mais dans le cas présent, après une diminution de l’osmolalité 
extracellulaire. Chez le tilapia du Mozambique et le pagre à tête noire (Acanthopagrus schlegeli), 
l’expression des transcrits de prlr 1 et prlr 2 dans les branchies est différentiellement influencée par des 
stimuli osmotiques et endocriniens (Breves et al., 2011; Fiol et al., 2009; Huang et al., 2007). Nos 
résultats mettent également en évidence in vitro une réponse différentielle des récepteurs à la 
prolactine aux stimuli osmotique et hormonal. Prlr 2 pourrait jouer un rôle dans la réponse rapide, suite 
à un stress hypo-osmotique et prlr 1 un rôle dans la réponse à plus long terme, dont l’expression serait 
activée par une augmentation du niveau de prolactine. 
 
 

II.5.7. Méthodes d’incubation 
 
Dans un système d’incubation de tissus in vitro, le milieu de culture est le facteur le plus important et 
le plus difficile à maitriser pour maintenir les tissus dans un bon état physiologique. Il doit répondre aux 
besoins nutritionnels et avoir un pH et une osmolalité adaptés au type de tissus cultivés (Waymouth, 
1972). L’augmentation des CP observée après 8 h d’incubation pour l’ensemble des transcrits traduisant 
la baisse d’expression de l’ensemble des ARNm, pourrait peut-être être due à une dégradation des 
conditions de culture. Il se peut qu’après 8 h d’incubation le milieu de culture n’offre plus les conditions 
optimales pour maintenir les cellules dans un bon état physiologique. Il est alors impossible de 
quantifier l’effet de cette dégradation potentielle et de la soustraire à la réponse biologique que l’on 
souhaite mesurer. Bien que l’expression des niveaux de transcrits ait été normalisée par rapport aux 
gènes de référence, nous avons jugé préférable de ne pas comparer les durées d’incubation entre elles. 
Il aurait été intéressant d’évaluer l’état physiologique des ionocytes, en mesurant leur intégrité 
membranaire par le dosage de la lactate déshydrogénase (LDH) après 8 h d’incubation. On peut 
également réaliser un marquage immunofluorescent de la NKA pour localiser les ionocytes et ainsi 
suivre leur densité, leur prolifération et/ou leur maintien durant l’expérimentation. Si l’expérience 
devait être répétée, on pourrait éventuellement améliorer la survie des cellules en remplaçant 
l’immersion de fragments de branchies dans les milieux expérimentaux par une perfusion des branchies 
avec ces milieux. 
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II.6. Conclusion 
 

Dans cette étude nous avons mis en évidence l’existence d’une régulation de l’expression de certains 
transporteurs ioniques par l’osmolalité extracellulaire, indépendante d’un contrôle hormonal par le 
système endocrinien (Fig. 30). Les transcrits d’ae1 a et de clc 3 sont activés par la diminution de 
l’osmolalité pour répondre à la nécessité de maintenir l’intégrité des cellules et pour assurer 
l’absorption de Cl-. Rhcg 1 semble répondre à la fois à la diminution de l’osmolalité et à l’ajout de 
prolactine à forte dose, peut-être pour augmenter la capacité des ionocytes à absorber du Na+. Nous 
avons également mis en évidence une réponse différentielle des récepteurs à la prolactine chez le loup. 
Notre hypothèse est que la transcription du gène prlr 1 est principalement activée par la prolactine et 
ne dépend pas de l’osmolalité, tandis que la transcription du gène prlr 2 est inhibée par une diminution 
de l’osmolalité et ne répond à la prolactine qu’à forte dose. Bien que nous ayons mis en évidence un 
effet direct de la diminution de l’osmolalité sur les effecteurs du transport ionique, la prolactine est 
indispensable à la survie en eau douce comme démontré par les anciens travaux de Pickford et Phillips 
(1959) sur l’hypophysectomie du choquemort exposé à l’eau douce. La modulation de l’expression des 
transporteurs ioniques induite par une osmolalité hypotonique peut être impliquée dans la réponse 
initiale des ionocytes branchiaux à une diminution de l’osmolalité extracellulaire et être ensuite 
complétée par l’action de la prolactine. 
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Fig. 30 : Synthèse des processus de régulation ionique in vivo et in vitro dans les branchies 
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III. La salinité, un marqueur épigénétique ? 
 
L’analyse fonctionnelle des données du séquençage du génome du loup après traitement au bisulfite a 
fait l’objet d’un stage d’une durée de 6 mois, durant lequel, j’ai co-encadré Ghizlane Banousse étudiante 
en 2ème année du Master de Biologie intégrative et physiologie de l’Université de la Sorbonne. 
 

III.1. Introduction 
 
De plus en plus d’études suggèrent que les stimuli environnementaux contribuent aux variations 
phénotypiques par des changements dans la méthylation de l’ADN (Li et al., 2017a, 2017b). Plusieurs 
travaux sur des marqueurs épigénétiques ont démontré leur rôle essentiel dans la régulation de la 
transcription des gènes (Ansel et al., 2003; Holliday, 2006).  
 
Les recherches sur l’effet de facteurs environnementaux sur les marqueurs épigénétiques ont 
considérablement augmenté. Cependant, la plupart d'entre elles s’intéressent principalement à 
l'efficacité alimentaire, le métabolisme énergétique et le niveau de consommation d'oxygène (Li et al., 
2017a). Il existe peu d’études sur la modification épigénétique régulant l'expression des gènes en 
réponse à un changement de salinité chez les poissons. Le maintien de l’équilibre hydrominéral, 
représente une contrainte majeure pour la survie et le développement des poissons et peut contribuer 
à la variation phénotypique, potentiellement liée à des changements de méthylation. 
 
 

III.1.1. Biologie de la méthylation de l’ADN 
 
La méthylation de l'ADN fait partie des nombreux mécanismes contrôlant et modulant l'expression des 
gènes à travers la structure de la chromatine (Andersen et Tost, 2018). C’est une modification post-
réplication, dans laquelle un groupement méthyle (CH3) est ajouté à la position cinq du cycle pyrimidine 
d'une cytosine (5mC) par les méthyltransférases de l'ADN (DNMT) (Fig. 31) (Rottach et al., 2009). Dans 
les cellules eucaryotes, la majorité des cytosines sont méthylées au niveau des dinucléotides cytosine-
phosphate-guanine (CpG), ce qui entraîne une méthylation complémentaire des motifs CpG sur les deux 
brins d'ADN, aussi bien au niveau des promoteurs, des régions intergéniques ou intragéniques. On 
retrouve souvent des zones non méthylées, riche en CpG, dans le génome au niveau des régions 
promotrices et du premier exon. Ces zones sont appelées îlots CpG et sont définies par un taux de plus 
de 55 % de CpG et une taille minimum de 500 paires de bases (pb) (Takai et Jones, 2002).  
 
La méthylation de l'ADN est un "interrupteur épigénétique" qui régule l'équilibre entre la forme ouverte 
et fermée de la chromatine en modifiant les interactions entre l'ADN et les protéines. L’ajout de groupe 
méthyle, accompagné de modifications des histones, provoque un changement de conformation de la 
chromatine qui passe d’un état ouvert à fermé. L’ADN est moins accessible à la machinerie 
transcriptionnelle, ce qui rend les gènes « silencieux » (Agrawal et al., 2018; Ziller et al., 2013). L'ajout 
ou le retrait de ces groupements méthyles peut survenir de manière dynamique en réponse aux 
changements de l'environnement (Boyko et al., 2010; Cooney et al., 2002; Kucharski et al., 2008). 
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Fig. 31 : Interaction entre la méthylation de l'ADN, la transcription des gènes et la structure de la chromatine 
Le processus de méthylation de l'ADN implique le transfert d’un groupement méthyle (CH3) de la S-adénosylméthionine (SAM) sur la 
position du 5ème carbone de la cytosine, catalysée par les ADN méthyltransférases (DNMT). Schéma modifié d’après (Agrawal et al., 
2018). 

 
Les modèles de méthylation de l'ADN varient considérablement en fonction des espèces (Feng et al., 
2010). Certaines espèces, comme la drosophile Drosophila melanogaster et le nématode 
Caenorhabditis elegans sont pratiquement dépourvues de méthylation de l'ADN (Gowher et al., 2000; 
Simpson et al., 1986). En revanche, chez les vertébrés, 60 à 80 % des sites CpG sont méthylés et le 
génome est globalement méthylé dans le sens où toutes les catégories de la séquence ADN (régions 
inter et intragéniques) sont des cibles pour la méthylation de l’ADN. Les sites CpG sont répartis de façon 
hétérogène dans le génome mais sont enrichis dans les îlots CpG qui recouvrent partiellement les 
régions promotrices et/ou le premier exon de 40 % de l’ensemble des gènes constitutifs des 
mammifères. La localisation des îlots CpG au niveau des promoteurs et à proximité du site d’initiation 
de la transcription (TSS), montre l’importance de la méthylation de l’ADN dans la régulation de 
l’expression des gènes.  
 
 

III.1.2. Rôle de la méthylation de l’ADN dans la régulation de l’expression des gènes 
 
Les cytosines méthylées sont associés à de la chromatine condensée pouvant empêcher la fixation des 
facteurs de transcription. L’ARN polymérase (ARN pol II) ne peut pas se fixer sur l’ADN pour synthétiser 
l’ARN messager (ARNm). A l’inverse une importante densité de sites CpG non méthylés est en général 
accompagnée par l’ouverture de la chromatine, permettant l’initiation de la transcription (Banovich et 
al., 2014; Chodavarapu et al., 2010). Des niveaux élevés de méthylation au niveau du promoteur d'un 
gène sont souvent associés à une répression de la transcription (Li et Zhang, 2014).  
 
La méthylation de l'ADN est plus répandue dans le corps des gènes que dans les promoteurs et une 
corrélation positive a été démontrée entre la méthylation du corps des gènes et l’expression génique 



 

59 

 

(Ball et al., 2009; Jjingo et al., 2012; Yang et al., 2014). Il a également été démontré une corrélation 
négative entre la méthylation de l’ADN du 1er exon et du 1er intron avec l'expression des gènes quels 
que soient les tissus et les espèces (Anastasiadi et al., 2018; Jo et Choi, 2019). Ces études suggèrent que 
la méthylation de l'ADN d'éléments régulateurs distaux ou intragéniques avec différents degrés de 
densité de CpG est impliquée dans la régulation de l'expression des gènes et que la méthylation de 
l'ADN a un double rôle, à la fois inhibiteur et inducteur, selon la région génomique. 
 
Plusieurs travaux chez les téléostéens montrent une importance fonctionnelle de la méthylation de 
l’ADN au cours du développement et en relation étroite avec les conditions du milieu. Chez le cardeau 
hirame (Paralichthys olivaceus), des différences du niveau de méthylation des promoteurs pourraient 
être impliquées dans la régulation de l’expression des gènes du déterminisme sexuel chez les poissons 
(Wen et al., 2014). Lors de l’exposition de poisson-zèbre adultes à des œstrogènes, le niveau de 
méthylation dans la région 5’ UTR du gène de la vitellogénine (vtg1) a diminué, entraînant une 
surexpression du gène (Strömqvist et al., 2010). Chez le loup, une étude a démontré que la méthylation 
de l’ADN est influencée par la température. Sous un stress thermique, la méthylation du promoteur du 
gène de l’aromatase (cyp19a) a induit une diminution de son expression. Navarro-Martín et al. (2011) 
ont constaté que la méthylation de l'ADN influencée par la température peut entraîner des 
changements de sex-ratio chez le loup. Varriale et Bernardi (2006) ont également découvert que parmi 
les poissons de l’Antarctique, les Channichthyidae (les poissons de glace, dépourvus d'hémoglobine) 
ont un niveau de méthylation plus élevée que les poissons des régions tempérées. Ils suggèrent 
l’existence d’une relation inverse entre la méthylation de l’ADN et la température corporelle. Peu 
d’études se sont intéressées à la méthylation de l’ADN en fonction de la salinité. Des changements 
significatifs dans la méthylation de l'ADN en réponse à la salinité ont été détectés chez l’épinoche 
(Metzger et Schulte, 2018). Certaines modifications ont été identifiées sur des gènes impliqués dans la 
régulation ionique (la pompe à calcium atp2b4, le cotransporteur ncc (slc12a3) et le cotransporteur 
nkcc2 (slc12a1). Ces données suggèrent que des changements dans la méthylation de l'ADN pourraient 
jouer un rôle dans la transition entre les environnements marin et d'eau douce. 
 
 

III.2. Objectif 
 
La capacité de tolérer le stress de salinité varie entre les espèces et au sein même de l’espèce. C’est 
également le cas pour notre modèle biologique, le loup, qui présente une réponse différentielle au 
stress hypo-osmotique. Individuellement, les loups répondent différemment à la diminution de la 
salinité, ce qui suggère une variabilité intraspécifique. Le loup est donc un bon modèle pour étudier la 
plasticité phénotypique et la méthylation de l’ADN est un outil particulièrement adapté pour tenter de 
comprendre les mécanismes de l’acclimatation à une diminution de salinité environnementale. Cette 
étude a pour objectif d’étudier les profils de méthylation de l’ADN chez le loup soumis à une diminution 
de salinité, en particulier pour les fonctions assurées par les branchies et plus particulièrement 
l’osmorégulation. Dans cette étude, un focus sera porté sur l’effet de la dessalure sur les profils de 
méthylation de l’ADN dans un contexte CpG. In fine, l’objectif sera de comparer le méthylome et le 
transcriptome pour tenter d’établir une relation entre méthylation de l’ADN et régulation de 
l’expression génique. Dans ce mémoire, les résultats présentés concernent uniquement l’analyse du 
méthylome. 
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III.3. Matériel et Méthodes 
 

III.3.1. Protocole expérimental 
 
Le protocole expérimental de ce chapitre est identique à celui schématisé dans la Fig. 17, et présenté 

dans la partie Matériel et Méthodes de la partie 2 (II.3.1 Protocole expérimental) page 40.  

 
Après 2 semaines d’exposition à l’eau douce, cinq poissons de chaque groupe ont été sacrifiés par dose 
léthale d’anesthésiant (100 ppm de benzocaïne). Les arcs branchiaux du côté gauche ont été prélevés 
pour l’analyse épigénétique et les arcs branchiaux du côté droit prélevés en prévision de l’analyse 
transcriptomique. Les branchies ont été immédiatement immergées dans du RNAlater (Qiagen, 
Valencia, CA, EUA) puis stockées à -80 °C jusqu’à l’extraction des acides nucléiques. 
 

III.3.2. Extraction de l’ADN génomique 
 
L’ADN génomique (ADNg) a été extrait à partir de 30 mg de tissus branchial des loups, à l’aide du kit 
LEV Blood DNA Kit et du robot d’extraction Maxwell® 16 (Promega, Madison, WI, EUA). Une première 
étape de broyage mécanique a été réalisée à l’aide du vibro-broyeur MM 400 (Retsch technology, Haan, 
Allemagne). Les branchies ont été homogénéisées par l’action combinée de deux billes d’acier 
inoxydables de 4 mm de diamètre et de 300 µl de tampon de lyse pendant 1 minute, avant d’être 
centrifugées pendant 10 secondes. Une incubation du broyat à 56°C pendant 30 minutes avec 20 µl de 
protéinase K a été effectuée afin de digérer les protéines. Le mélange a ensuite été déposé dans le 
premier puit de la cartouche du kit, qui a été insérée dans le robot d’extraction pour une durée de 45 
minutes. La quantité et la pureté de l’ADNg extrait ont été mesurées grâce au spectrophotomètre 
NanoDrop ™ One (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) par la mesure des rapports A260 nm/A280 
nm et A260 nm/A230 nm. Une seconde mesure de la concentration a été réalisée grâce à l’utilisation 
du kit Qubit™ dsDNA BR Assay et du fluorimètre Qubit™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). 
 

III.3.3. Extraction des ARN 
 
L'ARN total a été extrait à partir de 30 mg de branchies provenant du côté gauche des loups, à l’aide du 
kit d’extraction sur colonnes Nucleospin® RNA (Machery-Nagel, Allemagne), en suivant les indications 
du fabricant. La quantité et la pureté des ARN extraits ont été mesurées grâce au spectrophotomètre 
NanoDrop ™ One (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) par la mesure des rapports A260 nm/A280 
nm et A260 nm/A230 nm. L’intégrité des ARN a été évalué à l’aide du Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent 
Technologies, Palo Alto, EUA). Le RIN « number RNA integrity » était supérieur à 9,7 pour les 15 
échantillons. 
 

III.3.4. Séquençage du génome après traitement au bisulfite de sodium 
 
L’intérêt du séquençage du génome après traitement au bisulfite de sodium (WGBS) est qu’il permet 
d’étudier les profils de méthylation du génome avec une résolution à l’échelle de la base (Gu et al., 
2011). Dans cette méthode, l’ADN génomique est purifié puis fragmenté. Les extrémités 3’ des 
fragments sont réparées grâce à l’ajout de bases adénines puis des adaptateurs sont ligaturés aux deux 
extrémités. La taille des fragments est sélectionnée avant le traitement au bisulfite de sodium. Les 
fragments d'ADN génomique sont traités avec du bisulfite de sodium, qui désamine la cytosine en 
uracile. Après dénaturation du double brin d'ADN, les cytosines de chaque brin d'ADN sont converties 
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en uracile puis reconnues comme thymine dans l'amplification et le séquençage PCR ultérieurs (Fig. 32). 
La désamination est bloquée par la présence de méthylation qui peut alors être déduite par 
l'identification de résidus cytosines non convertis (Frommer et al., 1992). Cette modification de base 
peut être identifiée par les technologies de séquençage haut-débit en comparant les séquences 
générées avec un génome de référence, permettant d’identifier les sites de méthylation dans une 
condition donnée. Après extraction de l’ADN génomique, les échantillons ont été envoyés à Genome 
Quebec (http://www.genomequebec.com) qui a réalisé les librairies d’ADN avec conversion au bisulfite 
pour l’identification des sites de méthylation. Les librairies ont été séquencées en format pairé (paired-
end) et des lectures de 150 bases ont été effectuées grâce au séquenceur HiSeq4000 (Illumina, San 
Diego, CA, EUA).  
 

 
 
Fig. 32 : Principe général du séquençage haut-débit après traitement au bisulfite 
Dénaturation : séparation des deux brins d’ADN. Traitement au bisulfite : conversion des cytosines non méthylées (bleues) en uraciles ; 
les cytosines méthylées (rouges) restent inchangées. Amplification par PCR des séquences traitées au bisulfite résultant en quatre brins 
distincts. Abréviation : PCR, polymerase chain reaction. 

 

http://www.genomequebec.com/
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Fig. 33 : Pipeline d’analyses bio-informatiques pour l’analyse des données du séquençage WGBS 

 

III.3.5. Analyses des données du séquençage 
 

III.3.5.1. Qualité, alignement et visualisation 
 
Les analyses de données ont été réalisées sur la plateforme en ligne pour les analyses bioinformatiques 
Galaxy (Afgan et al., 2016). Un rapport de la qualité des séquences a été généré à l'aide du programme 
FastQC (Andrews, 2010) (Fig. 33). La qualité des fragments séquencés (reads en anglais) est estimée par 
la mesure d’un score noté Q. Les séquences sont habituellement considérées de bonne qualité quand 
leur score est supérieur à 30. Les séquences ayant un score (Phred) inférieur à 20 (sur une échelle de 0 
à 40) et les séquences correspondant aux adaptateurs utilisés lors du séquençage Illumina ont été 
supprimées, grâce au logiciel Trim Galore (Krueger, 2012). Les séquences nettoyées ont ensuite été 
alignées sur le génome du loup (Tine et al., 2014), grâce au logiciel Bismark (Krueger et Andrews, 2011). 
Afin de contrôler l’efficacité du traitement au bisulfite, la conversion des cytosines (C) non méthylées 
en tyrosine (T) a été examinée. Le taux de conversion du bisulfite est déterminé en partant du principe 
que chaque C hors contexte CpG (CHH et CHG, où H est A, T ou C) est converti en T. Le taux correspond 
à la somme des C non méthylées (T) hors contexte CpG divisé par la somme des C méthylées et des C 
non méthylées (T) hors contexte CpG. Les fichiers de format BAM résultant de l’alignement sont 
converti au format WIG grâce à l’outil MethylExtract (Barturen et al., 2013) pour permettre la 
visualisation des niveaux de méthylation des génomes du loup avec l’outil IGV (Integrative Genomics 
Viewer) (Thorvaldsdóttir et al., 2013).  
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III.3.5.2. Tracé des profils de méthylation  
 
Afin d’identifier les zones enrichies de la méthylation, les profils des niveaux moyens de la méthylation 
de l’ADN sont tracés selon les positions génomiques. Pour cela les fichiers BAM sont préalablement 
convertis en fichiers BigWig à l’aide du script DeepTools « bamCoverage » sous Linux, en utilisant les 
paramètres par défaut (https://deeptools.readthedocs.io/) (Ramírez et al., 2016). A partir de ces 
fichiers, une matrice est générée à l’aide du script DeepTools « computeMatrix » avec le mode « scale-
region » pour mettre tous les gènes à la même échelle, soit une longueur de 1600 pb (longueur 
moyenne des gènes du loup). Les sites des signaux d’initiation et de terminaison de la transcription (TSS 
et TES, respectivement) sont également alignés. Afin de visualiser les profils au niveau du promoteur et 
de l’extrémité 3’ UTR des gènes, 2000 pb ont été ajoutées à chaque extrémité du corps des gènes. Les 
profils sont ensuite obtenus grâce à la commande « plotProfile » de DeepTools. 
 

III.3.5.3. Analyse globale des profils de méthylation 
 
Les fichiers BAM sont également convertis en fichier TAB par MethylExtract afin de pouvoir être lu par 
le package methylKit de R pour l'analyse globale des données du séquençage (Akalin et al., 2012). Une 
première étape de filtration, est réalisée, afin de supprimer les bases ayant une faible couverture 
(inférieure à 10 séquences) et celles au contraire ayant une très grande couverture (99% de séquences). 
Une analyse de regroupement hiérarchique a été réalisée selon les similitudes des profils de 
méthylation des échantillons. Une matrice de corrélation des distances a été générée avec la méthode 
Pearson puis le regroupement a été réalisé selon la méthode Ward. 
 

III.3.5.4. Analyse ciblée des régions différentiellement méthylées 
 
L’analyse des régions différentiellement méthylées (RDM) entre les conditions a été réalisée grâce au 
package DMRseq (Korthauer, 2017). Les RDM ont été déterminées par comparaison entre les 
échantillons, ED versus EM. Une région est considérée comme différentiellement méthylée entre les 
deux conditions, à partir de 25 % de différence. Le résultat de l’analyse de DMRseq fournit une valeur 
« beta » positive ou négative, correspondant respectivement à une hyper- et hypométhylation. La 
valeur de « beta » est associée à une valeur « p » statistique, indiquant le niveau de significativité des 
RDM au seuil de 0,05. Les niveaux de méthylation par chromosome ont été calculés à partir du fichier 
de sortie DMRseq, par comptage d’après les coordonnées génomiques des groupes de liaisons 
(chromosomes). Les positions des RDM au niveau des gènes et des promoteurs sont déterminées par 
croisement du fichier d’annotation du génome du loup avec le fichier de sortie de l’analyse des RDM, 
grâce à la fonction « intersect » du programme BEDtools (Quinlan, 2014). Nous avons sélectionné les 
RDM localisées à l’intérieur des gènes (corps de gène ou gene body en anglais) et sur les promoteurs 
dont les positions ont été définies, à + 2000 paires de bases (pb) en amont du site du signal d’initiation 
de la transcription (TSS). 
  

III.3.5.5. Annotation fonctionnelle 
 
Suite à l’identification des positions des RDM sur les promoteurs ou portions de gènes codant pour des 
protéines, les fonctions biologiques de ces séquences ont été déterminées grâce à une annotation 
fonctionnelle. Des analyses de la distribution et de l’enrichissement de ces annotations ont ensuite été 
réalisées. Afin de procéder à l’annotation, les identifiants des RDM ont été convertis au format « Entrez 
Gene » de la base de données NCBI (Maglott et al., 2011). Le format de ces identifiants (GeneID) uniques 
et spécifiques à une espèce, est utilisé dans la plupart des programmes d’annotation fonctionnelle. Le 

https://deeptools.readthedocs.io/
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loup n’étant pas une espèce modèle, une étape de conversion a été nécessaire. Pour cela les identifiants 
des RDM, sous la forme des symboles des noms des gènes du loup, ont été convertis en identifiants 
« Entrez Gene » de la souris (Mus musculus) grâce à l’outil en ligne MouseMine (Motenko et al., 2015). 
Une fois les identifiants obtenus, les analyses d’annotation fonctionnelle ont été réalisées grâce au 
package R clusterProfiler prenant en charge les bases de données des organismes modèles (Yu et al., 
2012). Une première analyse d’ontologie génétique (Gene Ontology, http://geneontology.org/) a été 
effectuée, afin d’associer les fonctions biologiques des RDM aux trois catégories : fonctions 
moléculaires (MF), compartiments cellulaires (CC) et processus biologiques (BP). Ces associations sont 
résumées sous la forme d’un « GO term » (Fig. 34). 
 
 

 
 
Fig. 34 : Exemple d’arborescence pour la sous-catégorie « ion transmembrane transporter » 
Détails des niveaux hiérarchiques du « GO term » « ion transmembrane transporter » de la catégorie fonctions moléculaires. Les flèches 
bleues et noires indiquent les relations entre les catégories. Source : https://www.ebi.ac.uk/QuickGO 
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III.4. Résultats 
 

III.4.1. Données statistiques du séquençage 
 
Tableau 4 : Résumé statistique des données du séquençage 
Abréviations : C, cytosines ; CpG : dinucléotides cytosine-phosphate-guanine ; CHH, CHG : dinucléotides où H est A, T ou C 

 

Echan- 
tillons 

Nb 
séquences 

brutes 

Nb 
séquences 
nettoyées 

Contrôle 
qualité 

%  

Efficacité 
alignement 

% 

Nb total 
de C 

C méthylées 
CpG 

% 

C méthylées 
CHH, CHG  

% 

Conversion 
bisulfite 

% 

ED-20 133850199 133699582 99,9% 74,5% 5471425495 71,8% 0,4% 99,6% 

ED-03 113428398 113367791 99,9% 74,1% 4201371933 76,6% 1,3% 98,7% 

ED-30 116602366 116484290 99,9% 75,9% 4765953027 73,0% 0,5% 99,5% 

ED-06 135278081 135205660 99,9% 75,6% 5251575173 76,0% 0,7% 99,3% 

ED-09 132967055 132786281 99,9% 76,1% 5577360963 71,8% 0,4% 99,6% 

EM-01 128021239 127859024 99,9% 76,3% 5283353049 73,4% 0,4% 99,6% 

EM-02 117069463 117003510 99,9% 74,7% 4530698642 75,9% 0,9% 99,1% 

EM-15 112779755 112650811 99,9% 76,3% 4649274452 73,2% 0,5% 99,5% 

EM-19 113514609 113447986 99,9% 74,6% 4220130235 77,0% 1,2% 98,8% 

EM-21 102274332 102163208 99,9% 76,1% 4232911640 72,4% 0,4% 99,6% 

Moy 120578549 120466814 99,9% 75,4% 4818405461 74,1% 0,7% 99,3% 

 
Fig. 35 : Niveau global de méthylation de l’ADN 
Les niveaux de méthylations sont exprimés en pourcentage et correspondent à la moyenne des niveaux de méthylation de l’ADN dans un 
contexte CpG, de cinq échantillons de branchies des phénotypes EM (bleu) et ED (vert). Abréviations : EM, eau de mer ; ED, eau douce. 
Test de Wilcoxon, N=5. 

 
Entre 100 et 135 millions de séquences par échantillon ont été générées à partir du séquençage du 
génome après traitement au bisulfite (Tableau 4). Après la suppression des séquences de mauvaise 
qualité (score < 20) et des séquences des adaptateurs, 99 % des séquences soit environ 90 millions de 
séquences uniques par échantillon ont été alignées sur le génome du loup avec une efficacité moyenne 
de 75 %. Les niveaux de méthylation ont été observés dans différents contexte de séquence : CpG et 
hors CpG. Le nombre total de cytosines méthylées dans le contexte CpG représente en moyenne 74 % 
des cytosines, tandis que les niveaux de méthylation dans les contextes CHG et CHH atteignent 0,7 %. 
Le taux de conversion des cytosines non méthylées en tyrosine est en moyenne de 99,3 %. 
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Fig. 36 : Profils de méthylation de l’ADN en fonction des positions génomiques 
Profils de méthylation de l’ADN pour les cinq individus de chaque phénotype, au niveau des gènes avec une longueur moyenne de 1600 
b ± 2 Kb, comprenant le promoteur -2 Kb en amont du signal d’initiation de la transcription (TSS) et la région 3’ UTR + 2 Kb en aval du 
signal de terminaison de la transcription (TES). 

 

 
Fig. 37 : Regroupement des phénotypes selon leur profil de méthylation 
Dendrogramme des dix profils de méthylation des branchies des phénotypes EM (bleu) et ED (vert). Abréviations : EM, eau de mer ; ED, 
eau douce. 

 
Le taux de pourcentage moyen de la méthylation de l’ADN est de 74 % (Fig. 35). Les pourcentages des 
deux groupes sont similaires et aucune différence significative n’est observée entre les deux 
phénotypes EM et ED (Test de Wilcoxon, N=5). Concernant les profils de méthylation, le niveau de 
méthylation est inférieur au niveau des promoteurs, maximum 65 %, comparé au niveau du corps des 
gènes présentant un pourcentage moyen d’environ 80 %. On observe une baisse importante de la 
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méthylation au niveau du TSS avec un pourcentage d’environ 20 %, pour tous les individus des deux 
phénotypes (Fig. 36). Au niveau du TES, une légère, diminution est également visible. Les échantillons 
ED et EM sont à 80 % hiérarchiquement regroupés au sein de deux clusters distincts (Fig. 37). Quatre 
échantillons sur cinq, du phénotype ED sont regroupés au sein d’un même cluster. On observe le même 
schéma pour le phénotype EM.  
 

III.4.2. Analyse des zones différentiellement méthylées entre les phénotypes ED et EM 

 
Fig. 38 : Distribution de la méthylation selon les positions génomiques 
Les graphiques indiquent le pourcentage de RDM hypo et hyperméthylées pour le phénotype ED par rapport au phénotype EM. A : 
Distribution des régions significativement différentiellement hypo (violet) ou hyper (jaune) méthylées par chromosome. B : Répartition 
des RDM détectées en domaines génomiques tels que gènes (rayures horizontales), promoteurs (rayures verticales) et îlots CpG (damier). 
Abréviations : RDM, régions différentiellement méthylées ; LG, groupe de liaison (chromosomes) ; UN, groupe de liaison « unknown ». 

 
L’analyse des RDM a permis d’identifier environ 200000 régions dans le génome du loup, entre les 
conditions ED et EM. Au total, 17265 RDM significatives au seuil de 5 % ont été identifiées. Les RDM 
sont présentes sur tous les chromosomes du loup, avec un pourcentage moyen de 66 % de régions 
hypométhylées et de 34 % de régions hyperméthylées (Fig. 38A). La majorité des RDM sont localisées 
au niveau du corps des gènes c’est-à-dire du TSS au TES incluant les exons et les introns (58 %), suivi 
par les promoteurs (12 %) et par les îlots CpG (5 %) (Fig. 38B). Au niveau des gènes, on observe un 
pourcentage plus important de RDM hypométhylées (36 %) comparé au pourcentage de RDM 
hyperméthylées (17 %). On retrouve la même tendance au niveau des promoteurs et des îlots CpG avec 
un pourcentage plus important de RDM hypométhylées (9 et 3 %) contre 3 et 2 % pour les RDM 
hyperméthylées. 
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III.4.3. Annotation fonctionnelle des RDM 
 

 
 
Fig. 39 : Distribution des termes d’ontologie génétique pour la catégorie « fonctions moléculaires » 
Pour chaque domaine génomique, les cinq catégories comportant le plus de RDM sont représentées. L’axe des abscisses indique le 
pourcentage du nombre de RDM pour chaque sous-catégorie des fonctions moléculaires.  

 
En considérant les fonctions moléculaires (MF), pour les quatre domaines génomiques, les sous-
catégories « binding » (80 % en moyenne), « catalytic activity » (35 %) et « molecular function 
regulator » (12 %) sont les plus représentées (Fig. 39). Il est intéressant de noter que la catégorie 
« transporter activity » (barres entourées de noir) compte également un nombre important de RDM au 
niveau des gènes hyper et hypométhylées et des promoteurs hyperméthylées. Concernant la 
distribution des GO termes de la catégorie des processus biologiques (BP, non montrée), les sous-
catégories « cellular process » (88 %), « biological regulation » (73 %), « regulation of biological 
process » (69 %), « metabolic process » (60 %) et « response of stimulus » (55 %) sont les plus 
représentées. Enfin pour la catégorie des composants cellulaires (CC, non montrée), les sous-catégories 
majoritaires sont dans l’ordre, « cell part » (93 %), « organelle » (73 %), « membrane » (56 %), « protein-
containing complex » (32 %) et « membrane-enclosed lumen » (22 %). 
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Fig. 40 : Analyse d’enrichissement des termes d’ontologie génétique des domaines génomiques 
Abréviations : G, gènes ; P, promoteur. Afin de faire apparaitre les termes GO les plus pertinents pour cette étude, un filtre a été appliqué 
sur les niveaux de GO. Le graphique a été généré à plusieurs niveaux d’ontologie : composants cellulaires à partir du niveau 4, fonctions 
moléculaires à partir du niveau 5 et processus biologiques à partir du niveau 7. Test de Fisher, méthode : FDR et seuil de la P value = 0,01. 
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Tableau 5 : Gènes différentiellement méthylés impliqués dans l’osmorégulation 
Liste des RDM hypo ou hyperméthylées localisées au niveau des promoteurs et du corps des gènes impliqués dans la formation des 
jonctions serrées, le contrôle hormonal et le transport ionique. 
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Fig. 41 : Niveau de méthylation de chaque échantillon au niveau du promoteur du gène de la claudine 23 
Visualisation des niveaux de méthylation des dix échantillons de branchies des phénotypes EM (bleu) et ED (vert) pour le gène de la 
claudine 23 au niveau du promoteur. Cette région correspond à une zone différentiellement hypométhylée située dans la région 
promotrice. Les flèches noires indiquent les exons et les introns du corps du gène. Les niveaux de méthylation de chaque échantillon sont 
représentés par des barres sur une échelle de 0 à 100. Abréviations : EM, eau de mer ; ED, eau douce. 

 
L’analyse de l’enrichissement de l’ontologie génétique pour la catégorie « fonctions moléculaires » 
montre que les sous-catégories « actin binding », « GTPase binding » et « Rho GTPase binding » sont 
enrichies (Fig. 40). Il est intéressant de noter que les sous-catégories « ion channel activity » et « passive 
transmembrane transporter activity » sont fortement enrichies. Concernant les processus biologiques, 
on observe que plusieurs sous-catégories concernent le transport ionique, (« regulation of cation 
transmembrane transport », « calcium ion transmembrane transport » et « divalent inorganic cation 
transport »). Fait intéressant, la sous-catégorie « cellular divalent inorganic cation homeostasis » est 
également enrichie. On retrouve ces mêmes sous-catégories pour les composants cellulaires. En effet, 
les termes « ion channel complex », « transmembrane transporter complex » et « actin cytoskeleton » 
sont enrichies. Les processus biologiques impliquant le calcium sont également très représentés. Enfin 
on peut noter la présence de la sous-catégorie « tight junctions » (jonctions serrées) parmi les termes 
enrichis. 
 
L’analyse plus détaillée des catégories associées à la formation des jonctions serrées et du transport 
ionique, a montré que plusieurs gènes sont différentiellement méthylés (Tableau 5). A l’échelle de ces 
RDM, on remarque majoritairement une hypométhylation du corps des gènes et des promoteurs. Parmi 
les RDM identifiées des jonctions serrées, on retrouve les claudines (4, 8, 10, 23, b), les occludines et 
les protéines du type « zo », principalement hypométhylées au niveau du promoteur (Fig. 41). Les 
récepteurs hormonaux (prlr 1-2 et ghr 1-2) sont hypométhylés au niveau du corps des gènes et des 
promoteurs. Concernant les transporteurs ioniques, les gènes impliqués dans le transport de Na+ (nka 
α1a, nkcc1b, nkcc2 et nbc1) et de Cl- (ae1a, nkcc1b, nkcc2, slc26a6b, clc 3 et cftr) sont majoritairement 
hypométhylés, au niveau du corps des gènes.  
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III.5. Discussion 
 

III.5.1. Conservation des profils de méthylation de l’ADN chez les téléostéens 
 
Selon nos résultats de l’analyse du méthylome des branchies de loups, en moyenne 74 % de cytosines 
dans le contexte CpG sont méthylées (Tableau 4 et Fig. 35). Ces résultats sont cohérents avec ceux 
observées chez d’autres espèces de téléostéens. En effet chez le tilapia du Mozambique, 69,6 % des 
cytosines sont méthylées (Wan et al., 2016), chez le tétrodon vert, le pourcentage de cytosines 
méthylées atteint 65,5 % (Zemach et al., 2010) et 70,3 % chez l’épinoche (Metzger et Schulte, 2018). 
Des niveaux de méthylation plus importants ont été enregistrés chez le poisson-zèbre, 80,3% (Feng et 
al., 2010) et jusqu’à 85,7 % chez la sole (Cynoglossus semilaevis) (Changwei et al., 2014). Concernant 
les niveaux de méthylation dans les contextes hors CpG, nos résultats indiquent un pourcentage moyen 
de 0,6 % pour les contextes CHG et CHH. Ces valeurs sont conformes à celles observées chez le tilapia 
du Mozambique, qui sont de 0,47 % et de 0,57 %, respectivement (Wan et al., 2016). Ces résultats 
suggèrent que les profils de méthylation de la cytosine sont conservés chez les téléostéens.  
 
Le tracé des profils de la méthylation de l’ADN ne varie pas entre les individus analysés et montre une 
baisse rapide à proximité du TSS (transcription start site), région riche en sites de liaison des facteurs 
de transcription (Fig. 36). Nos données montrent également une légère diminution de la méthylation 
au niveau du TES (transcription end site). Des profils similaires ont été rapportés chez plusieurs espèces 
de téléostéens (Changwei et al., 2014; Feng et al., 2010; Wan et al., 2016; Zemach et al., 2010). La 
diminution du niveau de méthylation des promoteurs peut s’expliquer par le fait que les promoteurs 
soient des régions riches en îlots CpG connus pour être peu méthylés (Gardiner-Garden et Frommer, 
1987). La modulation de la méthylation au niveau de ces sites est à prendre en compte du fait qu’il 
s’agit souvent de sites d’initiation de la transcription (Jeltsch, 2010). Contrairement au TSS, un niveau 
élevé de méthylation des sites CpG dans le corps du gène avec une baisse légère au niveau du TES, 
pourrait être d’après Zemach et al. (2010) un mécanisme pour empêcher l’initiation de la transcription, 
cependant les mécanismes restent encore peu connus. 
 

III.5.2. La diminution de la salinité environnementale modifie la méthylation de l'ADN 
chez le loup 

 
L’analyse du regroupement hiérarchique des profils de méthylation, a mis en évidence l’existence de 
deux groupes correspondants aux phénotypes ED et EM (Fig. 37). De plus, l’identification des régions 
différentiellement méthylées (RDM) entre les deux conditions, a mis en évidence une proportion plus 
importante de régions hypométhylées en eau douce par rapport à l’eau de mer pour l’ensemble des 
domaines génomiques : chromosomes, corps de gènes et promoteurs, avec un niveau de méthylation 
global plus important du corps des gènes comparé aux promoteurs, cohérent avec les profils de 
méthylation (Fig. 38). Des résultats comparables ont été rapportés chez la sole pour laquelle, Li et al. 
(2017a) ont rapporté une hypométhylation globale de l’ADN associée à la diminution de la salinité. En 
revanche, chez l’épinoche au stade larvaire (à l’âge de 1 mois), la majorité des RDM sont 
hyperméthylées chez les individus d'une salinité faible (2 ppt) par rapport à une salinité élevée (21 ppt) 
(Metzger et Schulte, 2018). Cette différence pourrait être liée à l’espèce étudiée et/ou s’expliquer par 
le stade de développement plus précoce utilisé chez l’épinoche. Chez le loup, par exemple, 
l’augmentation de température entraine une modification globale du niveau de méthylation au stade 
larvaire mais pas chez les juvéniles (Anastasiadi et al., 2017). Il est donc possible que les modifications 
de la méthylation de l’ADN dépendent du stade de développement des individus. Ce serait une voie 
d’étude à l’avenir en suivant l’ontogenèse de la méthylation des stades embryonnaires aux adultes. 



 

73 

 

Chez les végétaux, l'hypométhylation est considérée comme une caractéristique commune associée à 
la réponse adaptative à divers stress abiotiques (Garg et al., 2015). Chez l’homme, Li et al. (2012) ont 
montré que l’hypométhylation de l’ADN est associée à une fréquence plus élevée de recombinaison 
homologue et à une instabilité génomique. Selon Flores et al. (2013), il serait possible que 
l'hyperméthylation ou l'hypométhylation de l'ADN induite par l'environnement puisse entraîner un taux 
de mutation plus élevé et ainsi fournir un moyen d’étendre la flexibilité du génome en modifiant le 
transcriptome et ainsi augmenter la plasticité phénotypique. 
 

III.5.3. Méthylation des gènes impliqués dans la perméabilité transépithéliale 
 
L’étude des termes d’ontologie génétique a mis en avant l’enrichissement des fonctions impliquées 
dans la formation des jonctions serrées. Les claudines et les occludines sont des protéines 
transmembranaires qui régulent directement la perméabilité sélective entre les cellules pour les ions 
(Fig. 42). Elles relient l’espace intercellulaire pour former les jonctions serrées. Les protéines zo-1 
fournissent un support structurel en reliant les protéines transmembranaires aux filaments d’actine 
(Chasiotis et al., 2012). En eau douce, les jonctions serrées forment ainsi une barrière limitant la perte 
passive d’ions par voie paracellulaire. Nos résultats montrent que de nombreux gènes impliqués dans 
la formation des jonctions serrées sont hypométhylés au niveau du promoteur. C’est notamment le cas 
du gène de la claudine 23 (Fig. 41). Chez plusieurs espèces de téléostéens, l’expression des ARNm des 
claudines et occludines varie en fonction de la salinité. Par exemple, les niveaux des ARNm de la 
claudine 3a, 3c et 8d du poisson-globe, de la claudine 3 et 4 du choquemort, sont significativement plus 
élevés dans les branchies de poissons acclimatés à l’eau douce par rapport à ceux d’eau de mer 
(Chasiotis et al., 2009; Tipsmark et al., 2008; Whitehead et al., 2011), ce qui témoigne de leur 
importance dans la mise en place des jonctions serrées pour éviter la fuite d’ions par voie paracellulaire. 
L’hypométhylation observée au niveau des promoteurs pourrait être corrélée avec une induction 
transcriptionnelle des gènes des jonctions serrées. Cette hypothèse est cohérente avec les observations 
réalisées par Roth et al. (2006) dans différents types de tissus cancéreux. Les auteurs ont montré que 
l’hyperméthylation des promoteurs de plusieurs claudines inhibait l’expression génique des claudines, 
indiquant que la réduction de l’expression des gènes par la méthylation de l’ADN dans le promoteur est 
un mécanisme de régulation important qui contrôle la formation des jonctions serrées (Balda et Matter, 
2009). 
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Fig. 42 : Modèle du complexe des jonctions serrées entre cellules épithéliales 
Les protéines transmembranaires telles que les claudines (en rouge) et l’occludine (en violet) régulent directement les caractéristiques de 
perméabilité sélective des jonctions serrées en reliant l'espace intercellulaire (via leurs domaines extracellulaires) pour former une 
barrière. La protéine zo-1 (en bleu) fournit un support structurel aux jonctions serrées en liant les protéines transmembranaires au 
cytosquelette d'actine. Modifié d’après Chasiotis et al. 2012. 

 

III.5.4. Méthylation des gènes impliqués dans le transport ionique 
 
Nos données montrent que de nombreux transporteurs ioniques sont différentiellement méthylés. 
Parmi ces transporteurs, la sous-unité α1 de la nka présente une hypométhylation au niveau du 
promoteur et du corps du gène. En détaillant la localisation des RDM intragéniques du gène de la sous-
unité α1a de la nka, il s’avère que le 1er intron et le 2ème exon sont hypométhylés dans les branchies en 
eau douce par rapport à l’eau de mer. Parmi les transporteurs différentiellement méthylés, nous avons 
également noté la présence des gènes rhcg1 et clc 3 qui sont hypométhylés en eau douce au niveau du 
1er exon pour rhcg1 et au niveau du 1er exon et du 1er intron pour clc 3. Une corrélation négative entre 
l’expression des gènes et la méthylation de l’ADN au niveau du 1er exon et du 1er intron a été mise en 
évidence chez plusieurs espèces, dont le loup, dans certains types cellulaires (Anastasiadi et al., 2018; 
Brenet et al., 2011). Il a été suggéré que le 1er intron possède des propriétés distinctes du reste des 
introns qui seraient associées à la régulation transcriptionnelle (H. Li et al., 2012; Majewski, 2002). Ces 
propriétés pourraient être liées à la proximité du 1er intron avec le TSS (Hartono et al., 2015). 
 
Les mesures d’expression des transcrits de la nka α1a, de clc 3 et de rhcg1 corroborent cette hypothèse. 
Plusieurs études ont montré que l’expression des transcrits de la nka α1a est plus élevée dans les 
branchies de loups acclimatés à l’eau douce par rapport à l’eau de mer (Blondeau-Bidet et al., 2019, 
2016; L’Honoré et al., 2020). Rhcg1 et clc 3 présentent également, in vitro, une surexpression en 
condition hypotonique (Fig. 25). In vivo, l’expression de rhcg1 est également supérieure en eau douce 
(Fig. 20). Concernant les gènes impliqués dans la sécrétion ionique tels que nkcc1 et le cftr, chez le loup, 
leur expression est inférieure en eau douce par rapport à l’eau de mer (Lorin-Nebel et al. 2006b; 
Bodinier et al. 2009; Blondeau-Bidet et al. 2019; L’Honoré et al. 2020). Or nos résultats montrent 
respectivement une hyperméthylation en eau douce des introns 11 et 23 pour le gène du nkcc1 et du 
cftr. Ces observations sont contradictoires avec la démonstration d’une corrélation positive entre la 
méthylation de l’ADN du corps des gènes et l’expression génique. La relation entre la méthylation de 
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l’ADN et l’expression génique semble spécifique de certaines régions intragéniques, d’autant plus que 
dans certains cas, les mêmes gènes présentent à la fois des RDM hypo et hyperméthylées. 
 
Les différences de méthylation de l’ADN entre les phénotypes ED et EM, localisées sur les gènes 
impliqués dans l’osmorégulation, pourraient représenter une réponse à un stress hypo-osmotique. La 
méthylation différentielle de l’ADN et, par conséquent, la régulation des gènes osmorégulateurs 
pourraient contribuer à l’acclimatation en eau douce chez le loup. Huang et al. (2017), proposent que 
la variation de la méthylation de l’ADN provoquée par un stress puisse contribuer, à l’échelle 
individuelle à l’acclimatation rapide aux changements environnementaux soudains.  
 

III.5.5. Méthylation des gènes impliqués dans le contrôle hormonal 
 
Nous avons relevé la présence de RDM au niveau du promoteur et du corps des gènes pour plusieurs 
récepteurs hormonaux, tels que les récepteurs de la prolactine (prlr 1 et 2), du facteur de croissance 
analogue à l'insuline 1 (igfh1ra), de l’hormone de croissance (ghr 1 et 2), des minéralocorticoïdes (mr) 
et des glucocorticoïdes (gr 1 et 2). 
 
En admettant qu’une corrélation négative existe entre la méthylation de l’ADN du promoteur et 
l’expression génique, cela serait cohérent avec le rôle de la prolactine dans les processus 
d'acclimatation en eau douce. Cependant, in vitro et in vivo, l’expression de prlr 1 ne montre pas de 
différence significative en fonction de la salinité, contrairement à l’expression de prlr 2 qui diminue en 
condition hypotonique (L’Honoré et al., 2020). Dans leur revue, Zhang et Ho (2011) ont démontré que 
les gènes codant pour les hormones et leurs récepteurs peuvent être des cibles épigénétiques 
potentielles. Par exemple, il a été constaté que l’hypométhylation de la région promotrice du récepteur 
des glucocorticoïdes induit l’augmentation de l’expression du gène dans l’hypothalamus chez les fœtus 
de brebis sous-alimentées, développant une obésité au cours de leur développement (Stevens et al., 
2010). Concernant les récepteurs des glucocorticoïdes gr 1 et gr 2 chez le loup, ils présentent une 
hypométhylation du promoteur et du corps du gène, consistante avec les résultats de L’Honoré et al. 
(2019). Dans cette étude, l’expression des transcrits de gr 1 et de gr 2 diminue dans les branchies et le 
rein des juvéniles de loups qui ne tolèrent pas l’eau douce. Plusieurs études, ont mis en évidence la 
modification des niveaux de corticoïdes, tels que le cortisol, et leurs récepteurs en réponse à des 
variations de salinités (Kiilerich et al., 2007; McCormick et al., 2008; Sakamoto et McCormick, 2006). 
Chez la truite arc-en-ciel, une expression plus faible de gr 1 et gr 2 a été mesurée dans les branchies 
des individus acclimatés à l’eau douce par rapport à ceux en eau de mer (Yada et al., 2008). Chez la sole, 
les niveaux de méthylation et d’expression du gène du facteur de croissance analogue à l'insuline 1 
(igf1) sont corrélés avec une exposition à un milieu de faible salinité (15 ‰). Les niveaux de méthylation 
sont opposés à ceux de l'expression des ARNm, suggérant une régulation inhibée (Li et al., 2017b). Chez 
le loup, le gène codant pour l’hormone IGF1 ne présente pas de RDM, seul le récepteur de l’IGF-1 
(igfh1ra) est hypométhylé au niveau du corps du gène. 
 
En se basant sur ces résultats, on peut émettre l’hypothèse que la méthylation de l'ADN pourrait 
contrôler l'acclimatation en eau douce chez le loup via une régulation hormonale.  
 
 
 
 
 



 

76 

 

III.6. Conclusion 
 
Pour la première fois chez le loup nous avons montré que la dessalure affecte la méthylation de l’ADN. 
Grâce à la technique du WGBS, nous avons étudié les niveaux de méthylation de l'ADN dans les 
branchies de loups exposés à une diminution de la salinité. Les résultats montrent que les profils de 
méthylation de l’ADN sont conservés chez les téléostéens et que la diminution de la salinité affecte les 
profils de méthylation. Nous avons observé une hypométhylation chez les loups acclimatés à l’eau 
douce par rapport à l’eau de mer avec une prédominance des RDM au niveau du corps des gènes. 
L’enrichissement des catégories GO, a mis en évidence les termes relatifs au transport ionique, aux 
jonctions serrées et au contrôle hormonal. L’analyse détaillée des RDM a montré la présence de 
nombreux gènes impliqués dans l’osmorégulation, présentant une hypométhylation au niveau du 
promoteur, du 1er exon et/ou du 1er intron. Puisque la méthylation de l'ADN joue un rôle fonctionnel 
dans la régulation transcriptionnelle, il est possible que les changements de méthylation de l'ADN 
induits par l'environnement puissent, à leur tour, modifier des changements dans l'expression des 
gènes et jouer un rôle clé dans les processus d’acclimatation. Cependant, la corrélation entre la 
méthylation de l’ADN et l’expression des transcrits reste à établir ; c’est pourquoi l’analyse du 
transcriptome de ces mêmes individus nous permettra de mieux comprendre la complexité des 
mécanismes d’acclimatation en eau douce. 
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D. Discussion générale 
 

Effets du changement climatique sur les lagunes méditerranéennes 
 
Dans le contexte du changement climatique global, les capacités d’acclimatation et d’adaptation des 
populations aux variations de leur environnement sont particulièrement mises à l’épreuve. Jusqu’à 
présent, les recherches sur le changement climatique en relation avec les milieux marins se sont 
concentrées sur le réchauffement et l’acidification des océans, tandis que les effets des changements 
de salinité sur les écosystèmes marins sont peu étudiés (Przeslawski et al., 2015). Les modèles 
climatiques prédisent une augmentation de la salinité dans les régions autour de l’équateur associée à 
une évaporation élevée, en raison de la hausse des températures à l’échelle de la planète (Boyer et al., 
2005; Friedman et al., 2017; Siepielski et al., 2017). Dans les régions côtières et polaires, il est prédit 
une diminution de la salinité liée à l’intensification du cycle hydrologique et à la fonte des glaces dans 
l’hémisphère nord (Gibson et Najjar, 2000; Loder et al., 2015). Plus localement, les modèles climatiques 
prédisent une augmentation de l’intensité des événements de fortes précipitations sur le nord-ouest 
de la Méditerranée (Gualdi et al., 2013a, 2013b). Selon ces projections, les espèces passant une partie 
de leur cycle biologique dans les lagunes pourraient être exposées plus fréquemment à des événements 
extrêmes de fortes pluies pouvant mener à des baisses soudaines de salinité dans ces milieux. En effet, 
des changements de salinité brusques et notamment la dessalure représentent un défi physiologique 
important notamment pour les espèces d’origine marine tel que le loup Dicentrarchus labrax. Un milieu 
de faible salinité peut donc conduire à des mortalités, des distributions différentielles des espèces en 
fonction de leur origine, de leur euryhalinité et plasticité phénotypique (Pierce et al., 2012; Wong et al., 
1999).  
 

Variation intraspécifique dans la capacité d’osmoréguler 
 
Des différences dans la capacité d’hyper-osmoréguler en eau douce ont été démontrées en comparant 
les individus d’une même espèce chez l’épinoche et le choquemort (McCairns et Bernatchez, 2010; 
Scott, 2004). Scott et al. (2004b) ainsi que Scott et Schulte (2005) ont étudié la variation intraspécifique 
dans les réponses physiologiques à l’eau douce entre deux populations de choquemort en provenance 
d’habitats différents aux Etats-Unis. Ces travaux ont mis en évidence que malgré leur grande tolérance 
à la salinité, la capacité d’acclimatation à l’eau douce des deux populations de choquemort diverge. Ces 
différences intraspécifiques seraient le résultat d’une adaptation locale, traduisant ainsi la grande 
plasticité de cette espèce face à un facteur de stress environnemental. En tant que téléostéen euryhalin, 
le loup, Dicentrachus labrax, est également capable d'ajuster rapidement sa physiologie 
osmorégulatrice en réponse aux changements de salinité en utilisant une série de mécanismes 
moléculaires et cellulaires que nous avons analysés dans ce mémoire. Nous avons étudié les 
mécanismes chez des juvéniles de loup ayant montré des capacités d’acclimatation à l’eau douce. 
Cependant, nous n’avons pas exploré dans ce travail la variabilité intraspécifique chez le loup suite à 
l’acclimatation à l’eau douce montrée par plusieurs études menées au laboratoire (L’Honoré et al., 
2020, 2019; Nebel et al., 2005b). 
 
Dans les populations naturelles, un choix d'habitat différentiel a été suggéré, certains loups pénétrant 
dans des environnements à salinité très variable tandis que d'autres restent dans les eaux marines à 
salinité stable. La coexistence de sous-populations distinctes a été suggérée à plusieurs reprises (Boutet 
et al., 2006; Guinand et al., 2014; Lemaire et al., 2000; Nebel et al., 2005b). En condition expérimentale, 
les loups ne s’acclimatant pas à l’eau douce et exposés à ce milieu présentent un phénotype caractérisé 
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par des déplacements incohérents et lents, ainsi qu’un isolement du banc et une couleur plus sombre 
comparée au reste du groupe. De plus, leur osmolalité sanguine est faible, 30 % inférieure à celle des 
loups acclimatés (213.6 mOsm.kg−1 ± 6.6 contre 268 mOsm.kg−1 ± 3.6), ce qui est un signe de défaillance 
dans les capacités osmorégulatrices (L’Honoré et al., 2019; Nebel et al., 2005b). Un déséquilibre du ratio 
Na+/Cl- plasmatique a été observé, mettant en évidence un dysfonctionnement dans la régulation 
ionique. Cette mortalité différentielle suggère que les juvéniles de loups ne possèdent pas tous les 
mêmes capacités osmorégulatrices pour faire face à l’eau douce (Allegrucci et al., 1994; Dendrinos et 
Thorpe, 1985; Giffard-Mena et al., 2008; Jensen et al., 1998; Nebel et al., 2005b). Du fait de l’importance 
des branchies dans l’osmorégulation, une étude du méthylome et du transcriptome est en cours pour 
mieux comprendre pourquoi certains loups s’acclimatent à l’eau douce quand d’autres meurent ? 
Pour comprendre l’origine de cette variabilité intraspécifique, il est dans un premier temps nécessaire 
d’examiner en détail les mécanismes de l’acclimatation en eau douce, afin de poser « les briques » du 
processus d’hyper-osmorégulation chez le loup. C’est ce que nous avons tenté de réaliser à travers les 
trois parties de ce travail de recherche. 
 

Le loup acclimaté en eau douce possède au moins deux types d’ionocytes 
 
Dans la première partie de ce projet, nous avons identifié les gènes exprimés dans les ionocytes 
branchiaux et ceux dont l’expression est régulée par la diminution de la salinité. Ces données couplées 
aux résultats de la localisation des protéines par immunohistochimie, nous ont permis de proposer un 
premier modèle comportant au moins deux sous-types de ionocytes dans les branchies en eau douce 
(type NCC et NHE3) ayant probablement des rôles complémentaires dans l’absorption ionique (Kwong 
et Perry, 2016). Il semblerait que les ionocytes de type eau douce du loup ne soient pas exactement les 
mêmes que chez le poisson zèbre, d’origine dulcicole, qui sert souvent de modèle dans ces études 
(Hwang et Chou, 2013). Les connaissances acquises sur le poisson-zèbre ne peuvent pas être 
directement appliquées à de nombreuses espèces marines euryhalines. L’établissement de modèles 
alternatifs d’ionocytes complets chez ces espèces est donc d’autant plus important, comme souligné 
par Hsu et al., (2014). Les approches utilisées dans ce premier chapitre ne permettent pas de connaitre 
avec précision le rôle de chaque transporteur dans l’absorption ionique. Etant donné que les ionocytes 
ne représentent qu’un faible pourcentage de la totalité de l’épithélium branchial, les niveaux 
d’expression mesurés ne sont pas spécifiques des ionocytes et peuvent inclure d’autres types cellulaires 
de la branchie telles que les cellules pavimenteuses. Couplé aux profils d’expression des ARNm, 
l’immunohistochimie a permis de déterminer avec précision la localisation de certains transporteurs 
dans les ionocytes. Ce travail montre l’importance d’utiliser plusieurs approches complémentaires 
pour mieux comprendre la complexité des mécanismes biologiques. 
 

La diminution de l’osmolalité régule directement l’expression des transporteurs 
 
L’objectif de la deuxième partie était de compléter l’approche in vivo par une approche in vitro afin 
d’examiner en détail l’effet d’une diminution de la salinité en s’affranchissant des autres processus de 
régulation agissant à l’échelle de l’organisme et notamment du contrôle hormonal. Nous avons montré 
que certains gènes (ae1a et clc3) impliqués dans le transport ionique et potentiellement dans 
l’osmodétection peuvent être directement activés par un changement d’osmolalité (Inokuchi et al., 
2015). D’autre part, nous avons mis en évidence une réponse différentielle des récepteurs à la 
prolactine à une diminution de salinité, en accord avec de précédentes études menées chez d’autres 
espèces (Breves et al., 2014b, 2011; Inokuchi et al., 2015; Seale et al., 2014). La diminution d’expression 
de prlr 2 in vitro lors d’une baisse d’osmolalité est corrélée à une baisse d’expression in vivo en milieu 
d’eau douce (L’Honoré et al., 2020). Ceci permet d’émettre l’hypothèse que le facteur déclencheur de 
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la diminution de l’expression du récepteur prlr 2 au niveau branchial serait une baisse d’osmolalité. 
Au contraire, la présence de prolactine dans le milieu de culture induit une surexpression de prlr 1 
quelle que soit la salinité. L’approche in vitro utilisée dans ce chapitre n’a pas fait l’objet de mise au 
point particulière. Nous avons suivi le protocole décrit dans l’article d’Inokuchi et al. (2015) afin 
d’examiner chez le loup l’effet découplé d’une diminution de salinité et de l’ajout de la prolactine. Il est 
à noter que cette technique n’est pas adaptée sur du long-terme car après 8 h d’incubation nous avons 
observé une diminution de la quantité d’ARNm cible dans les tissus (augmentation des Ct). Cette 
diminution pourrait être le signe d’une dégradation, peut-être dû aux conditions d’incubation. Cette 
méthode reste cependant adaptée et facile à mettre en œuvre pour déterminer l’effet d’un paramètre 
à court terme sur des tissus ou organes isolés. 
 

La salinité affecte la méthylation de l’ADN : les transporteurs ioniques, les protéines des 
jonctions serrées et les récepteurs hormonaux sont différentiellement méthylés 
 
Dans la troisième partie, nous avons mis en évidence pour la première fois l’effet d’une dessalure sur 
les profils de méthylation de l’ADN chez le loup. La salinité est donc un facteur clé qui peut affecter les 
profils de méthylation des téléostéens et potentiellement aussi les profils d’expression des gènes 
(Flores et al., 2013). L’utilisation de la méthode WGBS a permis à la fois d’avoir une réponse globale à 
l’échelle du méthylome et une réponse très précise à l’échelle du gène ou d’une région d’un gène. Nos 
résultats montrent globalement une diminution de la méthylation de l’ADN en eau douce par rapport 
à l’eau de mer, ce qui semble être une réponse globale à la diminution de la salinité dans les branchies 
du loup. Nos résultats ont mis en évidence que plusieurs gènes impliqués dans l’absorption ionique 
sont différentiellement méthylés, et la plupart du temps hypométhylés en eau douce par rapport à la 
condition eau de mer, indiquant que l’expression de ces gènes pourrait être en partie régulée par l’ajout 
ou le retrait de groupements méthyles. Fait intéressant, de nombreux gènes différentiellement 
méthylés, sont impliqués dans la formation des jonctions serrées et dans le contrôle hormonal. 
 
La méthylation a des rôles doubles et opposés dans la régulation de l'expression des gènes: dans les 
régions promotrices, la méthylation de l'ADN est associée à la répression transcriptionnelle, tandis que 
dans les corps des gènes, la méthylation de l'ADN est généralement associée à des niveaux d'expression 
élevés. Cependant, une corrélation négative entre l’expression des gènes et la méthylation de l’ADN au 
niveau du 1er exon et du 1er intron a été mise en évidence chez plusieurs espèces, dont le loup, dans 
certains types cellulaires (Anastasiadi et al., 2018; Brenet et al., 2011). Bien que les fonctions 
régulatrices de la méthylation intragénique restent encore mal comprises, une théorie suggère que la 
fonction de la méthylation des exons serait la régulation de l’épissage alternatif (Laurent et al., 2010; 
Lev Maor et al., 2015; Lyko et al., 2010; Park et al., 2011). Le rôle de la méthylation intragénique de 
l'ADN chez les mammifères est récemment devenu un point d'intérêt clé, car les séquences d'exons ont 
tendance à avoir des niveaux de méthylation plus élevés que les séquences d'intron. Dans leur revue, 
Lev Maor et al. (2015), ont examiné plusieurs données indiquant que la méthylation de l'ADN est un 
régulateur de l'épissage de l'ARNm et donc affecte l'épissage alternatif, révélant un autre rôle important 
pour la méthylation de l'ADN dans la régulation de l'expression des gènes chez les eucaryotes 
supérieurs.  
 
Une approche en transcriptomique prévue prochainement sur ces mêmes échantillons sera très utile 
pour évaluer les niveaux de transcrits de tous les gènes identifiés dans cette étude et pour les corréler 
aux niveaux de méthylation. 
 
 



 

80 

 

E. Perspectives 
 
Dans ce projet nous avons étudié les mécanismes de l’hyper-osmorégulation dans la branchie de loup 
en condition contrôlée. L’ensemble des résultats issus de ce travail de recherche et des précédentes 
études a fourni un ensemble de transporteurs ioniques que l’on pourrait utiliser comme marqueurs 
biologique de la tolérance à l’eau douce (Blondeau-Bidet et al., 2019, 2016; Bossus et al., 2013; 
L’Honoré et al., 2020, 2019; Lorin-Nebel et al., 2006; Masroor et al., 2019, 2017). Les précédents travaux 
réalisés sur l’acclimatation à l’eau douce chez le loup ont mis en évidence la variabilité intraspécifique 
de la capacité à tolérer l’eau douce (L’Honoré et al., 2020, 2019; Nebel et al., 2005b). Etudier ces 
marqueurs au niveau transcriptionnel et protéique chez des individus tolérants et intolérants à l’eau 
douce pourrait contribuer à une meilleure compréhension des causes de l’acclimatation et de la 
répartition des organismes dans leur environnement. 
 
Ces marqueurs pourraient également être étudiés sur des populations de loup sauvages. Récemment 
un projet de connectivité des poissons à l’interface lagune – mer en Méditerranée a été lancé. Le projet 
Connect-Med est un projet de recherche ciblant quatre espèces côtières, la daurade royale, le loup, le 
muge et la saupe, au sein des lagunes méditerranéennes (https://pole-lagunes.org/projet-connect-
med/). L’objectif du projet est de mieux comprendre la connectivité de ces espèces entre les lagunes 
et la mer en fonction de différents types d’habitats. Les premiers résultats de ce projet montrent que 
les loups sont plutôt sédentaires et sont présents toute l’année dans la lagune, même s’ils font des 
allers-retours plus fréquents entre mer et lagune en hiver ; les loups font également des incursions en 
eau douce. Il serait intéressant de récupérer ces loups dont on connait les préférences d’habitat et 
d’étudier chez ces individus l’expression des transporteurs impliqués dans l’absorption ionique pour 
tester l’hypothèse de l’existence de différences entre ces groupes. 
 
Nos résultats ont mis en avant la complexité de déterminer précisément la fonction biologique des 
transporteurs ioniques impliqués dans l’osmorégulation. Il serait intéressant de compléter les 
approches utilisées dans cette étude et d’en utiliser de nouvelles afin d’approfondir la connaissance 
des mécanismes de l’hyper-osmorégulation pour in fine proposer un modèle d’absorption ionique plus 
complet. Les modèles d’ionocytes d’espèces marines sont encore peu explorés ; ces travaux 
permettront de mieux comprendre ce qui se passe chez un téléostéen euryhalin d’origine marine 
confronté à une diminution de salinité. 
 
L’emploi de la technique de la microdissection par capture laser, conçue par Emmert-Buck et al. (1996), 
permet d'isoler des cellules individuelles, ou un groupe de cellules, à partir de coupes de tissus par 
visualisation microscopique directe. Cette technique couplée à une analyse transcriptomique a été 
utilisée chez la truite arc-en-ciel pour isoler des ionocytes de branchies exposées à l’eau de mer et à 
l’eau douce (Leguen et al., 2015). Plus d’une centaine de gènes différentiellement exprimés entre les 
ionocytes d’eau de mer et d’eau douce ont été identifiés, dont la plupart sont surexprimés en eau 
douce. Les gènes les plus différentiellement exprimés sont impliqués dans le transport ionique et 
notamment nka α1a, clc2 et slc26a6. Dans le cadre de nos études, nous pourrions isoler les ionocytes 
des branchies de loups exposés à l’eau de mer et à l’eau douce et également sélectionner les ionocytes 
en eau douce selon leur localisation sur la branchie (filament ou lamelle). À partir des ionocytes isolés 
et de l’ARN extrait, l’étape suivante consisterait à analyser et comparer l’expression génique sur une 
population de cellules et/ou à partir d’une seule cellule (Bevilacqua et Ducos, 2018). Ainsi à l’échelle 
d’une population ou d’un seul ionocyte, nous pourrions mesurer l’expression des transcrits spécifiques 
des ionocytes et non pas de l’épithélium branchial en entier et comparer leur expression suite à une 
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modification de la salinité. De plus, l’utilisation d’anticorps spécifiques permettrait de localiser 
précisément les protéines au sein de chaque sous-type d’ionocytes. 
 
La technique d’incubation des filaments branchiaux offre des avantages, de par sa facilité de mise en 
œuvre, le nombre limité de poissons nécessaire et la possibilité de tester de nombreux traitements 
différents. Il serait intéressant de tester sur des cultures de filaments in vitro différentes compositions 
ioniques avec par exemple en condition hypotonique un milieu pauvre en Na+ et un milieu pauvre en 
Cl-. Du fait d’un lien étroit entre la régulation ionique et la régulation acido-basique, on pourrait 
également faire varier le pH des milieux d’incubation et analyser par qPCR l’expression des transcrits. 
L’incubation dans ces différents milieux pourrait nous permettre de caractériser de manière plus 
approfondie les fonctions biologiques des transporteurs ioniques. Une autre alternative serait la 
perfusion de branchies permettant d’augmenter le temps d’exposition aux traitements (Perry et al., 
1984). 
 
Connaitre la localisation précise des transporteurs ioniques dans les ionocytes est indispensable pour 
déterminer leur rôle dans le maintien de l’homéostasie. Cependant, peu d’anticorps spécifiques des 
transporteurs sont disponibles pour les organismes « non-modèles » comme le loup et leur synthèse 
s’avère couteuse et ne garantit pas leur bon fonctionnement. Une autre approche consisterait à induire 
la perte de fonction d’un gène et d’étudier sa signification physiologique. C’est ce qu’a réalisé très 
récemment Zimmer et al. (2020), afin d’évaluer la contribution de l'échangeur Na+/H+ NHE3b dans 
l'absorption de Na+ chez le poisson-zèbre, à l'aide de la technologie CRISPR/Cas9 et l’injection de 
morpholino. Leur hypothèse était que l’absorption de Na+ serait réduite suite à la perte de fonction 
(knockout, KO) de nhe3b. Mais, contrairement à leur hypothèse, l’absorption de Na+ a été maintenue 
chez des larves KO de nhe3b. De plus, la perte de fonction des deux autres voies d’absorption de Na+, 
régulée par la vha et ncc, n’ont pas révélé de mécanismes de régulation compensatoires en réponse à 
la perte de fonction de nhe3b. Ces résultats suggèrent l’existence potentielle d’une autre voie inconnue 
pour l’absorption de Na+ chez le poisson-zèbre et peut être chez les autres téléostéens. 
 
Dans ce mémoire, nous nous sommes focalisés sur un seul effecteur osmotique. Or, le rein est 
également un organe osmorégulateur très important en eau douce de par son implication dans 
l’absorption ionique à partir de l’urine, notamment au niveau des tubes collecteurs (Perry et al., 2003), 
Nebel et al., (2005a) ont montré l’importance de son dysfonctionnement chez les loups intolérants à 
l’eau douce. Des analyses supplémentaires, notamment de la méthylation de l’ADN et du transcriptome 
sur des échantillons de rein, sont nécessaires pour compléter les données obtenues. 
 
 
En conclusion, comprendre les mécanismes de l’euryhalinité est indispensable pour évaluer l’effet des 
changements environnementaux sur la plasticité phénotypique des individus. Une approche intégrative 
permet une meilleure compréhension des mécanismes d’acclimatation à une diminution de salinité 
chez les téléostéens. L’étude des réponses physiologiques, génétiques et épigénétiques offre une vue 
d’ensemble des différents processus impliqués dans l’hyper-osmorégulation chez une espèce 
migratrice d’origine marine telle que le loup. Depuis une dizaine d’années, le loup a reçu une attention 
particulière concernant sa tolérance à une large gamme de salinité, comme en témoigne le nombre 
grandissant de publications sur le sujet (Fig. 43). Basé sur une approche mécanistique, ce projet de 
recherche s’intègre dans l’étude écophysiologique de l’acclimatation du loup à un choc hypo-
osmotique, situation qu’il rencontre en milieu naturel lors de fortes précipitations dans les lagunes et 
les estuaires. Les trois parties de ce travail de recherche ont contribué à une meilleure compréhension 
des processus d’acclimatation suite à une diminution de salinité chez le loup. 
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Fig. 43 : Nombre de publications ayant pour sujet le stress de salinité et l’euryhalinité chez le loup 
Résultats de recherche de l’outil Google Scholar avec les mots-clés « Dicentrarchus labrax euryhalinity » (représenté par la courbe violette) 
et Dicentrarchus labrax salinity stress » (représenté par l’histogramme en vert) par période de 5 ans. Les drapeaux bleus situent les 
avancées majeures ayant influencé le nombre d’études réalisées sur le sujet : en 1980 la mise au point des techniques d’élevage du loup 
en aquaculture, dans les années 1990 l’avancée des connaissances sur la physiologie des téléostéens, dans les années 2000 l’essor des 

technologies de séquençage haut-débit (NGS) et en 2014 la publication du génome du loup par Tine et al. (2014). 
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Caractérisation moléculaire des transporteurs ioniques impliqués 
dans les mécanismes d’acclimatation aux changements de salinité 

chez le loup de mer, Dicentrarchus labrax. 
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Résumé 
 

Pour répondre aux modifications de la salinité, les organismes aquatiques vont devoir soit modifier leur 
comportement (évitement des milieux contraignants), soit mettre en place des mécanismes 
physiologiques permettant de tolérer les changements de leur environnement. L’euryhalinité est une 
des caractéristiques du loup européen, Dicentrarchus labrax, un téléostéen d’origine marine qui 
entreprend des migrations dès le stade juvénile entre la mer et les lagunes, où la salinité est très 
variable. Des juvéniles de loups originaires de la partie ouest de la Méditerranée ont été acclimatés à 
l’eau douce au laboratoire afin d’étudier leurs réponses par des approches in vivo et in vitro. L’objectif 
de cette étude était de compléter les connaissances sur les mécanismes de l’acclimatation à l’eau 
douce, notamment au niveau des branchies, en considérant différentes échelles allant de l’ADN aux 
protéines. Nous avons identifié des transporteurs clés impliqués dans l’absorption ionique dans les 
branchies de loups en eau douce et en eau de mer, en quantifiant l’expression de gènes préalablement 
identifiés dans la littérature. L’analyse des transcrits par qPCR de ces transporteurs, couplée à 
l’immunolocalisation des protéines transmembranaires intervenant dans l’absorption ionique, telles 
que l’ATPase Na+/K+ (NKA), le cotransporteur Na+/K+/2Cl- (NKCC) et l’échangeur Na+/H+ (NHE3), nous a 
permis d’établir un premier modèle d’ionocyte en eau douce comportant au-moins deux sous-types 
cellulaires. Par une approche in vitro, nous avons étudié les réponses à court terme à l‘échelle des 
transcrits en analysant les effets découplés d’une diminution de salinité et de l’ajout d’une hormone, la 
prolactine, sur des filaments branchiaux isolés. Nous avons ainsi identifié certains transporteurs dont 
l’expression était directement activée par une diminution de l’osmolalité en dehors de tout contrôle 
hormonal. Par ailleurs, afin d’étudier les effets d’une dessalure, les profils de méthylation de l’ADN à 
partir de branchies de loups exposés à l’eau douce et à l’eau de mer pendant 14 jours, ont été établis 
grâce à la technique du séquençage du génome complet après traitement au bisulfite. L’annotation 
fonctionnelle a mis en avant que de nombreux gènes différentiellement méthylés sont impliqués dans 
les mécanismes de l’osmorégulation, tels que le transport ionique, la formation de jonctions serrées et 
le contrôle hormonal. Ces données suggèrent un rôle fonctionnel de la méthylation de l’ADN sur les 
changements d’expression des gènes impliqués dans l’acclimatation à l’eau douce. Ce travail de 
recherche basé sur une approche mécanistique apporte de nouveaux éléments de compréhension des 
processus d’acclimatation suite à une diminution de salinité chez le loup. La suite du projet concernera 
l’analyse du transcriptome, qui nous permettra d’établir un lien entre la méthylation de l’ADN et la 
régulation de l’expression des gènes. 
 
 
 
Mots clés : salinité, osmorégulation, téléostéens, Dicentrarchus labrax, branchie, ionocyte, 
expression de gènes, méthylation de l’ADN. 
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