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Résumé

L’aquaculture dans le monde est la production animale qui connait la plus forte croissance ces vingt
dernieres années. Cependant, cette croissance est freinée par des considérations d’ordre environne-
mentales parmi lesquelles la pollution associée au phosphore (P) occupe une place importante. L’exces
de P dans les écosystemes d’eau douce dii a I’excrétion des poissons, augmente la production primaire
qui, non contrdlée, peut conduire a une eutrophisation, accélérant le processus de vieillissement des
cours d’eau récepteurs. Ainsi, beaucoup d’efforts ont été déployés dans la recherche afin de réduire
la pollution au P. Pour limiter les émissions de P résultant de I’alimentation des poissons, nous pro-
posons d’incorporer des agents chélatants micro-encapsulés dans les aliments de la truite arc-en-ciel.
Dans une premicre expérience, I’alun et le sulfate de fer ont été encapsulés dans une matrice lipi-
dique hydrogénée par pulvérisation et refroidissement rapide « spray chilling ». Ces éléments actifs
incorporés dans les aliments permettent une réduction de plus de la moitié du P inorganique remis
en suspension par les feces. L'incorporation de ces éléments actifs encapsulés n’a pas montré ni une
baisse des performances de croissance avec ces aliments, ni une intoxication liée a la présence de ces
métaux. Ces observations montrent la pertinence de 1’utilisation de I’encapsulation comme approche

visant a cibler I’endroit de libération d’un ions.

Confronté a la nécessité de déterminer la composition proximale des poissons lors des expérimenta-
tions, la précision du DXA (dual-energy X-ray absorptiometry) comme outil de mesure a été testé. Les
résultats montrent une bonne précision de cet appareil pour déterminer la composition en protéines,
cendre, eau, P, et en calcium (Ca) chez les truites arc-en-ciel en pré-grossissement. Il a été ainsi pos-
sible de déterminer avec précision la rétention en P pour chaque type d’aliment et évaluer les rejets
pour cet élément. Pour réduire les rejets en P dans les fermes salmonicoles, le teneur en P dans les ali-
ments a été réduite considérablement. Cette approche a peut induire des carences en P chez les truites
arc-en-ciel en élevage. Ainsi, la capacité des truites arc-en-ciel carencées en P a absorber le P dans
le milieu ambiant a été investiguée. Cette adaptation a été considérée comme inexistante du fait des
niveaux faibles de cet élément dans le milieu naturel. En soumettant des truites arc-en-ciel carencées
a des niveaux de P inorganique élevés dans I’eau, il a ét€ mis en évidence une absorption significative

corrélée a une surexpression de cotransporteurs de sodium-phosphates dans les branchies.

Les résultats présentés dans cette these apportent a la fois des outils pratiques dans les efforts de

réduction de la pollution au P dans les fermes aquicoles et des connaissances dans la compréhension
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pour I'intégration de 1’ensemble des maillons entrant dans I’homéostasie de ce nutriment chez la truite

arc-en-ciel.
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Abstract

Aquaculture is the world’s fastest growing animal production. This growth is limited by environmental
concerns, among which P pollution is a major concern. Excess phosphorus (P) released into freshwater
ecosystems from feeding fish increases primary production ; left uncontrolled, this can lead to eutro-
phication, accelerating the aging process of the receiving streams. Significant research efforts have

been undertaken to understand and reduce P pollution.

To limit P emissions from feeding fish, we propose incorporating microencapsulated chelating agents
into rainbow-trout feed. In the first experiment, alum and iron sulfate were encapsulated by spraying
a molten hydrogenated lipid matrix followed by rapid cooling (spray chilling). The active elements
incorporated in fish feed resulted in a reduction by more than 50% of the soluble P released from the
feces. The incorporation of these encapsulated agents did not show either a decrease in the fish growth
performance or a toxic effect related to the presence of these metals. These observations demonstrate

the relevance of using encapsulation as an approach to target the release of a compound of interest.

In order to have a precise and simplified tool to determine the whole-body proximal content of fish
under study, the accuracy of dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) was evaluated. The results
revealed that DXA provided accurate estimates for protein, ash, moisture, P, and Ca content of juve-
nile rainbow trout carcasses. Furthermore, using the established models, it was possible to accurately

determine the P and Ca retention for each diet used in the trout growth study.

Reducing P-dietary is the main approach used to reduce phosphorus pollution in fish farm sector. This
stategy can lead to P-deficiency in fish. The ability of fish to absorb P from the environment is consi-
dered non-existent due to the low level of this element in freshwater systems. Our study showed that
rearing P-deficient trout in water having a relatively high Pi concentration, revealed that P-deficient
fish develop the ability to absorb P from the water. This regulation was highly correlated with ove-
rexpression of sodium phosphate cotransporters in gills of P-deficient trout, suggesting that fish can

actively absorb Pi from their environment.

The results presented in this thesis provide both practical tools in the efforts to reduce P pollution in
fish farms and knowledge in understanding for the best integration of all the links involved in the P

homeostasis in rainbow trout.
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Avant-propos

Cette these présente une série d’expériences réalisées dans des projets sur la problématique du P dans
les fermes piscicoles. Dans un projet de recherche appliquée, il a été mis en évidence la possibilité
d’utiliser I’encapsulation d’éléments actifs, comme I’aluminium et le fer, afin de réduire les rejets
en phosphore dans les feces des truites arc-en-ciel en élevage. Dans le cadre d’expériences in vivo
de restriction alimentaire au phosphore, une étude en parallele a été réalisé afin de déterminer la
précision de tomodensitométrie (DXA) comme outil permettant de mesurer la composition proximale

des poissons et la rétention en phosphore.

Dans un projet de recherche fondamentale sur la plasticité branchiale des truites soumises a une ca-
rence de P, il a été mis en évidence les conditions permettant de matérialiser une absorption externe
du phosphore inorganique par des poissons nourris avec un aliment déficient en cet élément. De plus,
il a été mis en évidence que cette absorption externe du phosphore est corrélée a une surexpression

des cotransporteurs de sodium-phosphate du niveau des branchies.

Ce document a été réalisé en compilant trois articles rédigés, découlant de ces études, et qui ont été

soumis pour fins de publications. Ces articles sont :

1. W. N. Ndiaye, M-H Deschamps, Y. Comeau, K. Chowdhury, J-D. Bunod, M-P. Letourneau-
Montminy, G. W. Vandenberg. I situ chelation of phosphorus using microencapsulated alu-
minum and iron sulfate to bind intestinal phosphorus in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).

Revise et re-soumis a Animal Feed Science and Technology.

2. W. N. Ndiaye, Y. Lebeuf, M-H Deschamps, M-P. Letourneau-Montminy, G. W. Vanden-
berg. Assess body composition and dietary phosphorus retention using Dual-energy X-ray ab-
sorptiometry (DXA) : application on juvenile rainbow trout, Oncorhynchus mykiss (Galbanum).

Revisé et re-soumis a Aquaculture Research Journal.

3. W. N. Ndiaye, M-H Deschamps, A. M. Regish, M-P. Letourneau-montminy, S. D. McCor-
mick, G. W. Vandenberg. Phosphorus-mediated mechanisms of brachial plasticity in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) following chronic deficiency. En préparation pour soumission a la

revue Journal of Experimental Biology

L’état de publication et la contibution des auteurs sont rapportés au niveau de la page de garde de
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chaque article.
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Intoduction générale

L’aquaculture est le secteur de production animale qui présente la croissance la plus rapide dans le
monde. En effet, depuis les années 70, le taux de croissance annuelle de I’aquaculture avoisine les
9% contre 2,5% pour les autres productions animales (bceuf, porc, poulet, etc.). Dans les années 1980
et 1990 cette croissance s’est maintenue a 10,8 et 9,5%, respectivement (FAO, 2012). Depuis 2000,
I’aquaculture mondiale ne connait plus les mémes taux de croissance. Néanmoins, elle continue de se
développer plus rapidement que les autres grands secteurs de production alimentaire. La croissance
annuelle a baissé pour s’établir a 5,8% entre 2001-2016, bien qu’une croissance supérieure a 10 % ait
été enregistrée au niveau de quelques de pays, en particulier d’ Afrique (Nigéria et Ghana), entre 2006
et 2010 (FAO, 2016) (tableau 0.1).

TABLE 0.1 — La péche et I’aquaculture dans le monde : production et utilisation en millions de tonnes
(FAO, 2018).

Catégorie 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Production

Péche

Continentale 107 112 112 113 114 116
Marine 81,5 784 794 799 812 793
Total - péche 922 895 906 912 927 909
Aquaculture

Continentale 3866 420 448 469 486 514
Marine 232 244 254 268 275 287
Total - aquaculture 61.8 664 702 73.7 76.1 80.0
Total - péche et aquaculture mondiale 154.0 156.0 160.7 1649 168.7 170.9
Utilisation'

Consommation humaine 130.0 1364 140.1 1448 1484 151.2
Usages non alimentaires 240 19.6 206 20.0 203 19.7
Population (milliards de personnes)? 7.0 7.1 7.2 7.3 7.3 7.4

Consommation apparente par habitant (en kg) 185 192 195 199 202 203

NOTES : 'Les mammiferes aquatiques, les crocodiles, alligators et cai-
mans, les algues marines et les autres plantes aquatiques ne sont pas
prises en compte.

2source des chiffres relatifs 2 la population : ONU, 2015



En 2016, la production halieutique mondiale a atteint une valeur record d’environ 171 millions de
tonnes. Le secteur de 1’aquaculture participe pour 47% de ce chiffre, voire 53% si 1’on exclut la pro-
duction destinée a des utilisations non alimentaires comme la production de farine et d’huile de pois-
son. Cette croissance de I’aquaculture est accompagnée par une stagnation des captures de la péche.
Cette situation est liée a une situation de surexploitation dont sont confrontés les stocks de poissons
sauvages depuis ces dernieres décennies par suite de I’augmentation de 1’effort de péche. D apres la
FAO (2018), il ressort de I’analyse de ces données de I’état des pécheries a 1’échelle mondiale une
tendance a la baisse de la proportion de stocks de poissons exploités a un niveau biologiquement sou-
tenable, de 90% en 1974 a 67% en 2015 (FAO, 2018). Inversement, la proportion de stocks exploités a
un niveau biologiquement non durable est passée de 10% en 1974 a 33% en 2015, la situation s’étant
particulierement aggravée vers la fin des années 1980. Mal connu, I’état des ressources sauvages
continentales est probablement tout aussi inquiétant. En effet, ces ressources continentales subissent

un impact environnemental nettement plus important.

Il apparait donc que le développement de 1’aquaculture semble étre la seule voie capable de répondre a
la demande croissante en produits d’origine aquatique. Ainsi, ces dernieres années, 1’aquaculture par-
ticipe a plus de la moitié de la consommation en produits halieutiques. La majorité de cette production

provient de I’aquaculture continentale (plus de 64%, voir tableau 0.1 ).

Comme c’est le cas dans la majorité des productions animales, le secteur d’aquaculture d’eau douce
est confronté au défi majeur de satisfaction de la demande en produits halieutiques tout en limitant
ses impacts négatifs sur I’environnement. Parmi ces effets négatifs, nous allons principalement nous
intéresser aux rejets en exces des nutriments via les effluents piscicoles. En effet, la libération de
nutriments (P, azote, matieres en suspension) dans le milieu naturel peut avoir des impacts négatifs
sur les milieux environnants. Elle peut occasionner 1’eutrophisation des plans d’eau récepteurs. Cette
situation est trés préoccupante au Québec au vu des expériences d’eutrophisation des cours d’eau
enregistrés au cours des dernieres années. Etant donné leur sensibilité, les plans d’eau internes sont

particulierement exposés a ce phénomene.

Ainsi, pour lutter contre ces problemes, une réglementation des rejets en P et des restrictions d’usages
piscicoles ont été mises en place au Québec afin de limiter ces rejets dans les piscicultures. Ces me-
sures ont eu un impact important dans le développement de 1’industrie piscicole ces 19 dernieres
années. En effet, il été mis en évidence durant cette période une baisse rapide de la production pis-
cicole suivie d’une phase de stagnation (autour de 1500 tonnes/an). Cette phase de stagnation/baisse
de la production piscicole au Québec est toujours une réalité avec une production enregistrée autour
1200 tonnes/an entre 2010-2016 (MAPAQ, 2018). Ces mesures ont contraint le secteur a s’ajuster afin
de faire face principalement a la limitation des rejets en P. Ainsi, elle a mis en place des stratégies
de réduction de ces rejets en P générés dans les structures d’élevages. Les deux principales straté-
gies utilisées sont : (1) la réduction du niveau de P inclus dans les aliments et (2) I’enlévement du P
des effluents (principalement par chaulage). Malgré ces ajustements, les niveaux en P rejetés dans les

fermes piscicoles sont restés toujours importants. Les stratégies utilisées font appel a des techniques



correctrices une fois que le P polluant est produit par les poissons a travers les feces, les branchies et

les urines.

Les techniques d’enlévements du P utilisées dans ce secteur interviennent plusieurs mois apres que ce
"polluant" soit produit dans les feces, les urines et la respiration (par les branchies). Cette approche
favorise 1I’accumulation du P dans la colonne d’eau dans les structures d’élevage et dans les bassins
de sédimentation. Par conséquent, il en résulte une augmentation de la charge polluante au cours du

temps.

La prise en charge de ce phénomene dans les stratégies de réduction du P des effluents piscicoles
nécessite une meilleure compréhension des dynamiques du P, apporté par I’alimentation. Ces dyna-
miques dépendent de la source de P et sa disponibilité, des besoins de I’espece élevée et sa capacité
a assimiler cet élément présent dans le systeéme et des parametres environnementaux des structures

d’élevage (pH, température, etc.).

Le premier chapitre de ce manuscrit va mettre en évidence I'implication de ces parametres dans
la dynamique du P rejeté dans I’environnement par les fermes salmonicoles au Québec. En tenant
compte de ces mécanismes et afin d’appuyer 1’industrie dans sa démarche, un projet de recherche a
été développé afin de valider une technique de piégeage du P dans des effluents piscicoles. Le second
chapitre de ce document, présente une approche novatrice par rapport a ce qui existe dans le domaine.
En effet, la finalité de ce travail de recherche est d’utiliser des éléments actifs incorporés dans I’ aliment
pour insolubiliser les P non absorbés deés sa production. L’avantage de cette technique est que 1’action
intervient précocément (> 15 jours) et a la source, limitant ainsi I’accumulation du P dans les effluents

piscicoles.

Les rejets en P dans les effluents piscicoles vont dépendre de la capacité des poissons élevés a absorber
cet élément contenu dans 1’aliment et potentiellement dans I’environnement immédiat. L’ absorption
du P alimentaire chez les poissons a été largement étudiée afin de le prendre en compte dans la formu-
lation des aliments et, par extension, le bilan I’utilisation de ce nutriment important dans le systéme
d’élevage. Cependant, la capacité des poissons a absorber le P de leur environnement a largement
été négligée. De ce fait, il est communément admis, dans le monde scientifique, que la seule source
de P disponible pour les poissons d’eau douce est I’aliment. Ce "fait" a principalement été accepté
puisque les concentrations en P de leur milieu naturel sont relativement faibles (<0,1 ppm de P dans
I’eau). Cependant, les observations, qui découlent des expériences réalisées dans le laboratoire Grant
Vandenberg, contredisent cette perception. Cette nouvelle question sera développée dans la section

absorption du P du premier chapitre et dans le quatrieme chapitre.

En travaillant sur le probleme des rejets de P, des indicateurs afin de contrdler, de suivre et de valider
le statut en P des individus impliqués sont utilisés. Ces indicateurs sont principalement : le contenu en
cendre et/ou en P dans les écailles et les carcasses, la teneur P dans le sang, les déformations observées
au niveau des vertebres et I’excrétion en P inorganique dans 1’eau des bassins apres alimentation.

Pour mesurer ces indicateurs, plusieurs opérations sont nécessaires. Ces opérations sont fastidieuses,



longues et nécessitant souvent I’emploi de grandes quantités en produits chimiques. De plus, ces
opérations sont sujettes au biais des opérateurs. Considérant I’ensemble de ces contraintes, nous avons
testé la précision de 1’absorption biphotonique a rayons X (le DXA) pour analyser la composition en
P et la rétention de cet élément par la truite arc-en-ciel. Ce travail sera exposé dans la partie sur le

statut en P dans le premier chapitre et le troisiéme chapitre de ce manuscrit.

En somme, ce travail de thése regroupe trois projets de recherches :

— Un projet de recherche appliquée visant a mettre en place une technique adaptée pour lutter

contre la pollution au P dans le secteur de la pisciculture ;

— Un projet de recherche appliquée ayant comme objectif de montrer la précision du DXA pour
I’analyse de la composition proximale des poissons et la rétention en P pour un aliment consi-
déré ;

— Un projet de recherche fondamentale visant a améliorer les connaissances sur les mécanismes

qui interviennent dans 1’absorption du P chez la truite arc-en-ciel en élevage.



Chapitre 1

Revue de littérature - Phosphore (P) et

pisciculture

"Chaque génération doit, dans une relative opacité, découvrir sa mission, la remplir ou ... la remplir"

Maimouna Yokessa (inspirée de Frantz Fanon)



1.1 Le phosphore dans la nutrition chez la truite arc-en-ciel

Le P est un macro-élément indispensable a plusieurs fonctions physiologiques chez les poissons (Kau-
shik, 2005; Lall and Lewis-McCrea, 2007). Le P et le calcium sont les constituants majeurs du sque-
lette des poissons. La participation de cet élément a la constitution du P squelettique est estimée entre
85% et 89% du P total de I’organisme chez la truite arc-en-ciel (Rgnsholdt, 1995; Ouellet, 1999; Hua,
2005). Autrement dit, le P II participe également a plusieurs processus physiologiques (NRC, 1993)
comme le développement, la croissance et la reproduction. De plus, le P est un composant majeur
des acides ribonucléiques (ARN) et désoxyribonucléiques (ADN). Il participe également a la consti-
tution des adénosines di — et triphosphates (ADP et ATP), et des phospholipides membranaires (Lotz
et al., 1968; Hettleman et al., 1983); ce qui lui confére un réle de premier plan dans les métabolismes
en catalysant les réactions de phosphorylation (Kaushik, 2005). Les carences en P se traduisent par
I’anorexie, la diminution de la croissance pondérale (Kaushik, 2005) et des déformations squelettiques
(Sugiura and Ferraris, 2004). Ces derniers symptomes témoignent du fait que le niveau de P ingéré ne
permet pas une constitution et un entretien adéquats des tissus de soutien. Cet indicateur permet, entre
autres, de mettre en évidence 1’adéquation entre le phosphore fourni dans 1’aliment et les besoins des

poissons en élevages : le statut en minéral.

Compte tenu de son importance dans la nutrition des poissons, cet élément a été ajouté en quantité
jugée "importante" dans les aliments des poissons afin de limiter les carences et ses conséquences. Il
en a résulté des rejets de cet élément important dans les effluents piscicoles. Au Québec, la pollution
piscicole vers les années 2000 a été évaluée a 7 kg de P/ tonne de production (Koko, 2007). Cette
pollution a été désignée comme étant impliquée dans I’eutrophisation des cours d’eau récepteurs des
fermes piscicoles. Ainsi, une reglementation des rejets en P dans les fermes piscicoles a été mis en
place afin de limiter ces effets. L’application des directives de cette réglementation a eu des répercus-
sions importantes sur le secteur. Ainsi, afin de limiter les impacts de cette réglementation sur I’ activité
piscicole, les acteurs du secteur ont mis en place des stratégies afin de limiter cette pollution (voir

section 1.3).

1.1.1 Besoins en phosphore chez la truite arc-en-ciel

La méthode la plus couramment utilisée pour 1’estimation du besoin, consiste 2 employer un aliment
semi-purifié avec des apports variables en P sous forme de sels inorganiques et de suivre certaines
réponses chez 1’animal considéré. Les réponses mesurées sont principalement la croissance pondérale
accompagnée ou non d’autres criteres (minéralisation osseuse, composition minérale, teneurs circu-
lantes en minéraux, activités enzymatiques. .. ). Proposée par Sugiura et al. (2000a) et rapportée dans
(Kaushik, 2005) la méthode la plus pertinente consiste a étudier I’excrétion des rejets métaboliques,

le niveau de besoin étant celui ou 1I’on observe une augmentation de 1’excrétion de P (Figure 1.1).
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FIGURE 1.1 — Criteres d’estimation du besoin en P chez les poissons (Kaushik, 2005)

Les besoins en P chez les poissons varient en fonction du stade de développement. Selon Sugiura
et al. (2000a), ces besoins sont moins élevés pour les poissons de grandes tailles sur la base de la
concentration en P dans les aliments. Ainsi, Lellis et al. (2004) confirment ces observations en évaluant
les besoins en P chez la truite arc-en-ciel. Pour des individus de 200, 300, et 400 g, ils trouvent des
besoins respectifs de 0,6; 0,3 et 0,15% de I’aliment. Cette différence s’explique par les besoins plus

élevés en constitution et en entretien pendant les premiers stades de développement.

D’autres auteurs ont tenté de déterminer les besoins en P chez les poissons en terme de proportion du
P total dans I’aliment. Les données disponibles chez les poissons téléostéens montrent que les besoins
varient entre 0,5 et 0,9% (Kaushik, 2005; NRC, 2011) et 0,4 a 0,7% du P total (Hardy and Gatlin,
2002; Kaushik, 2005) fesant ainsi du P le constituant minéral de 1’aliment quantitativement le plus
important. Contrairement aux animaux terrestres, pour lesquels le rapport Ca/P idéal a pu étre bien
établi, il n’en est pas de méme chez les poissons. Ceci résulte d’une part des variations de la qualité
de I’eau qui peuvent agir sur le besoin en calcium et d’autre part de la variabilité dans la disponibilité
en P contenu dans les matieres premieres (Kaushik, 2005; NRC, 2011). Chez la truite arc-en-ciel ces
besoins sont estimé a 0,35-0,57% par Rodehutscord et al. (2000) puis a 0,5-0,6% du P total par Lall
and Nanton (2002).

Considérant I’observation de Yamamoto et al. (2000), selon laquelle les truites peuvent contrdler leur
ingestion d’énergie par unité de masse corporelle, Sugiura et al. (1998) estiment qu’il serait plus
pertinent d’exprimer les besoins en tenant compte de ce facteur. Ils suggerent de considérer le rapport
entre le P et I’énergie totale disponible. Cet ajustement de la prise alimentaire proportionnellement
a 'augmentation de la concentration énergétique du régime, rapporté notamment chez les volailles,
permet de maintenir la quantité d’énergie disponible ingérée de facon constante (Fournier, 2012).
Tenant compte de ce qui précede, Rodehutscord (1996) puis Cho and Bureau (2001) ont estimé ce
besoin en P entre 0,19 et 0,27 g/M1J.



1.1.2 Source, forme et disponibilité du phosphore

Il est généralement accepté par la communauté scientifique que 1’aliment constitue la seule source
de P chez le poisson (Verri and Werner, 2019). La disponibilité du P pour le poisson dépend de
sa source (organique ou inorganique) et de sa forme (mono —, di —, tribasique, hydroxyapatite,
phospholipides, etc.). Chez les salmonidés, le P inorganique (Pi) est hautement disponible (NRC,
1993). Cette digestibilité est plus importante pour les sources de P inorganique monophosphate (de
sodium [98%], de K [98%] et de Ca [94%]) comparativement a celle dibasique (71%) ou tribasique
(64%) chez la truite arc-en-ciel (Kaushik, 2005).

En pisciculture, la farine de poissons a été la principale source de protéines pour les espéces carnivores
pendant des années. Son importance dans la formulation des aliments a considérablement baissé, mais
elle reste toujours un ingrédient non négligeable. Elle est trés riche en P sous forme d’hydroxyapa-
tite et de phospholipides (Vandenberg, 2001). La forme hydroxyapatite est peu disponible pour les
poissons. Par conséquent, les phospholipides sont la forme principale de P disponible chez les pois-
sons. Néanmoins, parmi les ingrédients couramment utilisés dans la formulation des régimes de tuite
arc-en-ciel, la farine de poissons présente la plus forte digestibilité des apports en P (66-74%). La
disponibilité du P contenu dans les autres ingrédients majeurs comme la farine de plumes, la farine de
blé, le tourteau de soja et gluten de mais, est estimée respectivement a 62, 47, 22, et 9% chez la truite
arc-en-ciel (Kaushik, 2005).

Dans un contexte de substitution de la farine de poissons par une source protéique végétale, la farine de
soja est I’ingrédient de substitution préconisé. Avec une digestibilité en P aussi faible, cet ingrédient ne
semble pas optimal pour assurer les apports en P. Cependant, 1’ajout de phytase permet d’améliorer la
digestibilité du P présent dans 1’aliment a base de farine de soja (Medale et al., 1998; Cheng and Hardy,
2004; Rodehutscord, 1996). En effet, I’ajout de cette enzyme dans les régimes permet d’augmenter la
disponibilité du P phytique (Vandenberg, 2001).

1.1.3 Absorption et excrétion du phosphore

Il est communément accepté que la quasi-totalité du P absorbé par les poissons provient de leur
aliment, méme si une absorption d’origine environnementale a été démontrée (Coffin et al., 1949;
Guillaume, 1999), cette absorption du P externe est toutefois jugée faible, voire insignifiante. Par
conséquent, seulement le P alimentaire est pris en compte dans les travaux d’estimation des besoins
des poissons d’élevage. Chez la truite arc-en-ciel, I’absorption du P alimentaire se déroule au niveau

de I'intestin alors que I’excrétion de ce nutriment se fait principalement au niveau des reins.

Absorption du phosphore

Au niveau fondamental, les mécanismes d’absorption du P ne sont pas tres bien documentés pour
les différentes especes de poissons (Verri and Werner, 2019). Un certain nombre d’études a mis en

évidence les mécanismes qui interviennent pendant 1’absorption de cet élément chez les poissons



(Sugiura et al., 2003; Avila et al., 2000; Lall, 1991) en se basant sur 1’étude de Murer et al. (1994) chez
les vertébrés supérieurs. D’apres ces auteurs, le transport du P alimentaire de la lumiere intestinale
vers le milieu intérieur se fait de maniere passive par simple diffusion, et active grace a une protéine
de transport. Ceci est le cas comme pour la plupart des minéraux majeurs (Barlet et al., 1995). Le
transport passif par diffusion a été mis en évidence dans des conditions de pH neutre dans I’intestin
(Cross et al., 1990).

Chez les mammiferes, I’absorption du P se fait au niveau de la bordure en brosse de I’intestin par
un systeme de cotransport sodium-phosphate (NaPi) permettant I’entrée simultanée de ces deux ions
dans I’entérocyte (Hildmann et al., 1982). Par ailleurs, quelques études sur I’absorption intestinale
du P chez la truite arc-en-ciel ont été réalisées afin de mieux comprendre ce phénomene (Avila et al.,
2000; Sugiura et al., 2003). D’apres ces auteurs, le NaPi-II, principal transporteur intestinal du P en
matiere d’absorption intestinale, serait surtout retrouvé dans 1’ intestin proximal et le cecum pylorique.
Cet isoforme de la protéine transmembranaire des entérocytes se trouverait en quantité moindre dans
Iintestin distal et serait absent dans I’estomac et I’cesophage. Ces observations montrent que 1’ab-
sorption du P se fait majoritairement dans 1I’intestin proximal et dans le ceecum pylorique de la truite
arc-en-ciel. Ce transport est maintenu et contrdlé par la Na-K (cotransport sodium-potassium) ATPase
localisée au niveau de la membrane basolatérale (Danisi and Straub, 1984). En incubant des portions
de I’intestin dans une solution dépourvue d’ions sodium, Avila et al. (2000) ont mis en évidence un
transport passif de P a travers la membrane, confirmant ainsi I’existence de ce transport chez la truite
arc-en-ciel. Malgré ces connaissances, le phénomene d’absorption de ce nutriment reste un sujet a

étudier afin d’en avoir une meilleure compréhension.

Excrétion du phosphore

Selon Lall and Nanton (2002), le P présent dans le sang est sous forme inorganique, majoritairement
sous la forme HPO3 ™. Chez la truite non carencée, cette fraction de P corporelle est majoritairement
issue de I’absorption intestinale. Elle n’est pas totalement assimilée dans 1’organisme. En effet, se-
lon Hayes and Jodrey (1952) une partie est déposée au niveau des tissus osseux (€cailles, vertebres,
opercules, etc.) et mous (protéine, lipides, cartilages). L’autre partie est excrétée par les reins et les
branchies (Cho et al., 1991; Dosdat, 1992). Cette excrétion participe au maintien de 1’équilibre mi-
néral : ’osmorégulation. Cette homéostasie résulte du processus de filtration et d’absorption des ions
phosphates au niveau de ’unité structurale et fonctionnelle du rein : le néphron. Ce processus va dé-
pendre principalement du niveau P dans I’aliment et de la pression osmotique des cellules sous 1’effet
du milieu environnant (eau douce, ou salée). Au niveau des branchies, cette excrétion se fait au niveau
des ionocytes (cellules a chlorures) des lamelles branchiales. Cette excrétion au niveau des branchies
participe a I’osmorégulation et 1’équilibre acidobasique chez le poisson (Bucking and Wood, 2006).
Cet équilibre acidobasique est lié aux conditions d’oxygénation de la truite arc-en-ciel (normoxie, hy-
poxie ou hyperoxie). L’excrétion rénale de phosphate est plus importante que celle effectué au niveau

des branchies. Elle représente 90% du P sanguin excrété (Dosdat, 1992). Le P excrété par ces deux



organes est sous la forme dissoute contrairement a celui rejeté par les feces, qui se présente sous la
forme particulaire. L’ importance relative de ces différentes sources de pollution par rapport au P total

apporté au poisson via I’aliment a été établie par le bilan alimentaire en P (voir section 1.1.7).

1.1.4 Statut minéral : cas du phosphore

Le concept de statut minéral est utilisé en physiologie animale (Dean et al., 2015) et humaine (Chan
et al., 1984), mais est toujours relié a un tissu. Il est considéré comme un indicateur qui renseigne
sur 1’état nutritionnel par rapport a un minéral considéré. De maniére pratique en nutrition animale,
ce statut permet de mettre en évidence 1’adéquation entre les apports, venant dans 1’aliment, et les
besoins du poisson en élevage (Le Luyer et al., 2014). En aquaculture, il est important de connaitre
les besoins en P afin d’ajuster les apports dans les régimes, minimiser les rejets en P, sans induire
de carence chez les poissons. Plusieurs études ont été réalisées sur les besoins en P en utilisant des
indicateurs comme le gain de poids, la conversion alimentaire, la teneur en P dans les tissus, la densité
minérale osseuse, les déformations osseuses et I’activité de certaines enzymes : phosphatase alcaline,

enzymes impliquées dans la néoglucogénese (NRC, 1993; Kaushik, 2005; Sugiura et al., 2000b).

Chez la truite arc-en-ciel, le P et le calcium (Ca) corporel et dans les tissus osseux sont liés a la
composition en P et Ca des apports. Considérant ce lien, Sugiura and Ferraris (2004) recommandent
I’emploi des teneurs en P et Ca dans le corps entier et les tissus pour mettre en évidence le statut
minéral du poisson. En revanche, pour le P, la présence d’un lien entre le P plasmatique et celui
dans les régimes est controversée. Hille (1982) rapporte que le P dans le sérum de la truite arc-en-
ciel ne dépend pas du niveau de P dans le régime consommé. Dougall et al. (1996) puis Skonberg
et al. (1997) montrent que le P plasmatique n’est pas lié au P ingéré. Cependant, Vielma and Lall
(1998) suggerent que le P plasmatique varie en fonction du temps de prélevement de 1’échantillon de
sang apres un repas. Considérant ces données, Sugiura and Ferraris (2004) concluent que, comme les
animaux terrestres, le P dans le plasma ou le sérum ne dépend pas seulement de la composition en P de
I’aliment, mais du temps apres la prise alimentaire (période de jeun). En revanche, cette conclusion ne
prend pas en compte les observations de Bureau et al. (1999). Dans cette étude ils mettent en évidence
un lien entre le niveau de P ingéré et le P dans le plasma en utilisant 4 régimes contenant un niveau
en P croissant (0,75, 1,15, 1,66 et 2,19%). Malgré ces observations et suite a la recommandation de
Sugiura and Ferraris (2004), le statut en P chez les poissons est généralement déterminé en se basant

sur la composition corporelle ou osseuse en P.

La majorité de ces travaux se focalisent sur des individus jeunes (larves et juvéniles). Sugiura et al.
(2000b) ont cherchés la précision d’un ensemble d’indicateurs du statut en P chez les truites arc-en-
ciel de grandes tailles. A la suite de son travail, ils recommandent le dosage du P dans les urines pour

valider le statut minéral.

Une carence prononcée en P entraine des déformations de structures osseuses occasionnant, dans cer-

tains cas, des phénomenes de torsions et de déformations du corps et des opercules (Deschamps et al.,
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2014; Sugiura and Ferraris, 2004). Ces déformations sont hautement corrélées a la minéralisation des
écailles (Deschamps et al., 2014; Le Luyer et al., 2014). Ainsi, le dosage du P et de la teneur en

cendres dans les écailles permet de mettre en évidence une carence (figure 1.2).
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FIGURE 1.2 — Corrélation entre la minéralisation (contenu en cendres, %) des écailles et le pourcen-
tage d’anomalies vertébrales (%) chez des truites soumises a une déficience en phosphore prolongée
(Deschamps et al., 2014).

Selon Deschamps et al. (2014), la probabilité d’observer des déformations au niveau des vertebres est
importante quand la teneur en cendre est inférieure & 28%. Cependant ce seuil peut varier en fonction
de I’aliment auquel les poissons sont habitués depuis les premicres étapes de leur vie et 1’age de
ceux-ci. La détermination de la teneur en P et cendre corporelle, et plus généralement, la composition

proximale, passent par le sacrifice de I’animal. Il en est de méme lors des analyses des cendres et de P
dans les écailles.

Pour la composition proximale, le poisson est euthanasié, la carcasse est broyée puis lyophilisée. La
masse séche ainsi obtenue est incinérée pour obtenir les cendres. Le contenu en P est obtenu en cet
élément dans la solution de digestion de ces cendres avec des acides (chlorhydrique et nitrique). Ce

processus de digestion est optimisé en amenant la solution en ébullition.

Le P et les cendres dans les écailles sont déterminés par la méme méthode. Au préalable, les écailles
prélevées dans les carcasses sont dégrossies (élimination de la matiére organique), puis séchées. Cette
étape de dégrossissement se fait par bains successifs dans des solvants organiques (éthanol, acétone,

trichloréthyléne). Ce travail est long et fastidieux et sujet au biais de I’opérateur. De plus, ce travail né-
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cessite I'utilisation de plusieurs solvants et acides dont la manipulation est potentiellement dangereuse

(incinération acide avec ébullition).

1.1.5 L’absorptiométrie aux rayons X (DXA) comme outils d’estimation de la
minéralisation osseuse et de la composition proximale des truites

Nécessitant le sacrifice du poisson, ces méthodes classiques ne permettent pas de faire un suivi sur un
méme poisson en plusieurs temps d’échantillonnage. Le DXA a été proposée avec succes pour estimer
le contenu minéral osseux (CMO) et la densité minérale osseuse (DMO) chez I’homme (Perilli et al.,
2012) et chez les animaux en raison de sa précision (Martinez, 2017), sa rapidité, les bas niveaux
de radiation et de sa calibration stable. Il est rapporté par Létourneau-Montminy et al. (2017) que
cette technique est utilisée par Agriculture et Agroalimentaire Canada depuis 1995 pour déterminer la

composition corporelle et minérale des porcs et des agneaux.

Le principe de fonctionnement du DXA est basé sur la mesure de la transmission des rayons X a
travers le corps. Une source de rayons X géneére un faisceau de rayons X composés de particules de
photons qui vont circuler selon le gradient d’énergie électromagnétique. Ces photons vont présen-
ter des interactions physiques avec les tissus traversés entrainant une atténuation du faisceau. Cette
atténuation va dépendre de 1’énergie des photons et de la densité et de 1’épaisseur du tissu traversé
(Toombs et al., 2012).

La mesure du CMO par DXA est basé sur I’hypotheése que le corps est un modele a deux comparti-
ments : minéraux osseux et tissus mous (muscles, matieres grasses, peau et eau). Ce dernier compar-
timent posséde densité la plus faible. Afin de différencier le compartiment minéral et les tissus mous,
la source de rayons X géneére un faisceau de rayons X avec deux énergies photoniques. L’ atténuation
du faisceau de rayons X diminue a mesure que 1’énergie des photons augmente. Les tissus de basse
densité (tissus mous) permettent le passage de plus de photons, atténuant ainsi le faisceau moins que

les tissus osseux (Pietrobelli et al., 1996).

Afin de déterminer la quantité de tissus mous gras et sans gras (maigre) dans le corps, le DXA mesure
le rapport d’atténuation des deux énergies photoniques dans le compartiment des tissus mous (géné-
ralement le tissu mou pur qui est adjacent a I’os). Dans le compartiment des tissus mous, le rapport de
I’atténuation (R-value) des deux énergies photoniques est lié linéairement a la proportion de graisse
dans les tissus mous (Laskey, 1996). Par conséquent, I’atténuation du faisceau de rayons X capté par
le détecteur est analysée et la masse grasse (MG), la masse maigre (MM) ainsi que le CMO peut sont

discriminés (Figure 1.3).

Il existe plusieurs types d’appareils de DXA sur le marché (GE Luna DPX, GE Luna Prodigy, GE
Luna DPX, Hologic QDR, etc). Ils sont basés sur le méme principe physique mais différent quant aux
générateurs a rayons X, aux détecteurs, a la géométrie du faisceau (pencil vs. fan-beam vs. narrow-

beam), aux algorithmes de détection des contours de 1I’image et a la méthode de calibration.
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FIGURE 1.3 — Principe fondamental de I’absorptiométrie a rayons X a double énergie (DXA) d’aprés
Toombs et al. (2012) : le DXA mesure la transmission des rayons X a haute et basse energie a travers
le corps. L’énergie du faisceau de rayons X est atténué par le passage a travers les tissus.
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FIGURE 1.4 — Description de la trajectoire du faisceau de rayons X (fleche) a double énergie des

appareils d’absorptiométrie en fonction du syst€éme (DXA) : (a) faisceau crayon, (b) faisceau éventail,
et (¢) faisceau étroit (modifié Toombs et al. (2012)).
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La fiabilité du DXA est liée a I’opérateur, au sujet et au type d’appareils utilisé. Les appareils de
seconde génération du type "pencil-beam" et "narrow fan-beam" (Figure 1.4) donne une généralement

meilleure précision comparativement a au ceux du type "fan-beam" (Toombs et al., 2012).

La précision d’un instrument DXA individuel pour I’évaluation du CMO est excellente, avec des CVs
inférieurs a 1,0% (Johnson and Dawson-Hughes, 1991; Compston et al., 1992). Cependant plusieurs
auteurs (Mazess et al., 1990; Johnson and Dawson-Hughes, 1991; Fuller et al., 1992; Compston et al.,
1992; Goldberg and Fung, 2019) ont rapportés des CVs élevés pour les mesures des tissus mous (3,1%

pour la masse maigre, 8,6% pour la masse grasse et 7,9% pour le pourcentage de graisse corporelle).

Les données de composition proximale obtenue ont été comparé avec les méthodes classiques (ana-
lyse chimique ou dissection) chez plusieurs especes animales. Chez les rats vivants,(Nagy and Clair,
2000) ont été utilisés les valeurs du DXA (MG, MM, CMO) pour prédire les valeurs déterminées chi-
miquement (observées) de la composition en lipides et en MM. La composition en lipides observée a
été prédite au mieux par la MG associée a la MM obtenue avec le DXA [MG (g) =- 0,50 + 1,09(DXA
MG) - 0,11(DXA MM), R? = 0,73, erreur quadratique moyenne (RMSE) = 0,233 g]. Cette obser-
vation est paradoxale étant donné que la MM est la masse des tissus mous sans la masse grasse. La
MM obersée est prédite a partir de la seule donnée de MM obtenue avec le DXA [MM (g) =- 0,14 +
1,04(DXA MM), coefficient de détermination (R?) = 0,98, écart quadratique moyen (RMSE) = (0,238
g]. Chez les porcs vivants (56 a 138 kg), Mitchell et al. (2003) quant a eux ont utilisé principalement
les données de proportion (%) obtenues avec le DXA pour prédire la compostion en lipides [MG (%)
= 6.5 + 0.817(DXA MG), R? = 0.88, erreur type (SEM) = 2.06;) et en MM (MM % = 2.37 + 0.886
(DXA MM), (R? = 0.79, SEM = 2.07). Ces auteurs ont aussi devolopper des équations de préditions
assez bien corrélées (R? = 0.82 a 0.88) avec les données observées en utilisant des sections de scans
(cross-sectionnal slice) sur différentes partie du corps de 1’animal. De plus, ils ont réussi a obtenir un
modele de prédiction de la MM a partir de données de R-value aussi précis que celle obtenue avec
la proportion MM donnée par le DXA. La relation entre la MG et la teneur en protéines et en masse
hydrique chez les porcs a été établie avec une bonne précision a partir de la MM par Mitchell et al.
(1998) [Protein (g) = - 145 + 0.23 (DXA MM), masse hydrique (g) = 150 + 0.73 (DXA MM)].

Peu d’études proposent de modele de prédiction des minéraux a partir des données de DXA. Nagy
and Clair (2000) estiment une bonne prédiction de la teneur en cendres corporelle en se basant sur
CMO sans pour étant proposé une équation. La comparaison entre les cendres observées et le CMO

montrent une bonne précision pour la majorité des observations (figure 1.5).

Pour les minéraux comme le P et Ca, qui nous intéressent sur cet aspect de la minéralisation osseuse
des poissons, tres peu d’études utilisant le DXA vont jusqu’a proposer modele de prédictions pour
ces minéraux. Ces deux éléments sont les constituants majeurs des tissus osseux, par conséquent nous
pensons qu’il existe un lien fort entre le la CMO et la teneur corporelle en P et Ca. En établissant ce
lien, il sera possible d’évaluer la minéralisation des truites arc-en-ciel et établir le statut minéral en

tenant compte du niveau de P dans le régime utilisé. En outre, le bilan en P de 1’élevage des truites
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pourra étre établi et les rejets en P estimés pour un cycle de production. Ce travail permettra de jeter les
bases d’une méthode d’estimation des rejets en P dans les fermes salmonicoles en utilisant le DXA,
permettant d’évaluer avec précision et rapidité le potentiel de pollution de chaque aliment (riche en
P, pauvre en P, riche en énergie, a base de protéine d’origine végétale, avec picges a P, etc.) ainsi que
de la méthode d’élevage (alimentation a la main ou avec un distributeur automatique, a satiété ou en

rationnement, en circuit ouvert ou fermé, etc.).
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FIGURE 1.5 — Comparaison entre les cendres coporelles et le contenu minéral osseux chez les rats
vivants d’aprés Nagy and Clair (2000). Le trait noir indique la droite de regression et celui en pointillé
la modéle linéaire parfait (Y=X)

1.1.6 Régulation de I’absorption en cas de carence en phosphore

Les roles principaux du P dans le métabolisme intermédiaire sont clairement établis chez les poissons
(Kaushik, 2005). En dépit des rdles principaux du P, on en sait peu sur les effets physiologiques de
la carence en P. Cela est probablement dii au fait que le P est abondant dans de nombreux aliments.
Par conséquent, une carence alimentaire en P est rarement observée chez de nombreuses especes
vertébrées. Cependant, la compréhension de la carence clinique en P chez les poissons s’impose de
plus en plus comme une nécessité, en raison de la pression croissante sur les pisciculteurs afin de
réduire le P des effluents. Cette pression implique une réduction significative de la teneur en P dans
les aliments. De plus, cette stratégie de réponse nécessite 1’établissement d’indicateurs afin de mettre
en évidence les carences en P associées a la baisse de cet élément dans les régimes (Le Luyer et al.,
2014; Deschamps et al., 2008; Poirier Stewart et al., 2014).
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La régulation de ces mécanismes a été bien étudiée. Chez la truite arc-en-ciel, la restriction alimentaire
de P augmente I’absorption intestinale du Pi. Cette régulation se fait, via un mécanisme moléculaire,
qui régule 1’absorption du Pi par les transporteurs de sodium-phosphate du cacum pylorique et de
I’intestin proximal (I-NaPi et PC-NaPi respectivement). En effet, une réduction du P alimentaire en-
traine un mécanisme de régulation qui se fait a travers une augmentation de 1’expression des ARNs
messagers de ces deux types de transporteurs (I-NaPI et PC-NaPi). Ainsi, cette adaptation entraine
I’augmentation de 1’absorption du P au niveau du cacum pylorique et de I’intestin proximal (Sugiura
et al., 2003; Avila et al., 2000). Ces deux transporteurs ont un homologue (62%) au niveau du rein
(K-NaPi). Son abondance au niveau du rein des truites arc-en-ciel est régulé par une surexpression en
cas de restriction chronique de P alimentaire (Sugiura et al., 2003; Lake et al., 2010). Des travaux an-
térieurs ont suggéré que I’activité rénale du NaPi et I’expression de son ARN messager (ARNm) sont
relativement insensibles aux variations de P dans 1’aliment (Murer et al., 1994; Kohl et al., 1998). La
raison évoquée pour expliquer cela est liée au fait que ce mécanisme est considéré comme le principal
mécanisme de régulation rénale du P, et que sa régulation n’est pas dépendante de la transcription

génétique. Elle est plutot sous le contrdle de I’activité du transporteur.

Il est bien établi que les poissons peuvent absorber divers minéraux solubles dans I’eau. En effet, le
poisson peut satisfaire ses besoins nutritionnels en calcium en prélevant directement les ions Ca’*
de I’eau (Fenwick, 1989). En raison des faibles concentrations de P dans les eaux naturelles, le mé-
canisme d’absorption du P par les branchies est considéré comme inefficace, voire inexistant. Ainsi,
il est unanimement accepté et assumé depuis longtemps que le P doit étre fourni a travers 1’aliment.
Cette évidence semble étre le cas chez les truites arc-en-ciel ayant un statut normal pour cet élément
(poissons non carencés). Une étude récente a toutefois démontré que les truites arc-en-ciel carencées
en P sont en mesure d’absorber le P dans leur environnement (Sarker et al., 2011). En mesurant 1’ex-
crétion urinaire de P inorganique chez des truites carencées constamment maintenues dans une eau
statique, il a été mis en évidence une nette absorption du P par ces poissons a partir de ’eau des

bassins (Figure 1.6).

Les calculs préliminaires suggerent que ce P absorbé dans I’eau des bassins peut représenter une
partie non négligeable de leurs besoins en P, en fonction du statut (carencé ou non), et de I’age.
Notre hypothese pour donner suite a ces observations est que : la carence en P chez la truite arc-
en-ciel entraine une adaptation par une régulation positive des transporteurs branchiaux d’ions afin
de permettre I’absorption de P dans I’eau. Ce travail d’investigation fera I’objet du chapitre 4 de ce

manuscrit.
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FIGURE 1.6 — Accumulation de P dans les bassins d’aprés Sarker et al. (2011). LLes bassins en
sont nourris, en triplicata, par un aliment riche, trés pauvre et pauvre en P (P-suffisant, P-déficient,
Expérimental, respectivement). Les bassins sans poissons ont été utilis€ comme témoin.

1.1.7 Bilan de I’absorption du phosphore chez la truite

Plusieurs facteurs influencent I’absorption, I'utilisation et 1I’excrétion du P (Figure 1.7) dans 1’orga-
nisme (NRC, 2011). Selon Koko (2007), les 4 principaux sont : 1) la qualité de 1’aliment, qui dépend
d’une part de la teneur et de la digestibilité du P, et d’autre part, de I’équilibre des différents nutri-
ments ; 2) la quantité et le mode de distribution de 1’aliment ; 3) I’adéquation du régime alimentaire au
besoin réel de I’espece de poisson en élevage ; et 4) 1’état physiologique du poisson : notamment 1’age
et I’état de santé. Une quantité du P digestible, fournie dans I’aliment, est absorbée par la truite arc-en-
ciel. Cette quantité est estimée entre 40% et 60% (Ouellet, 1998; Kaushik, 2005). Le reste (40-60%)
du P non absorbé est excrété avec les feces. Une partie du P absorbé est retenue pour les besoins du
poisson. Chez la truite arc-en-ciel, plusieurs valeurs ont été proposées afin de quantifier ce P retenu,
soit entre 20-30% (Dosdat, 1992), 39% (Cho et al., 1991) et 38-55% (Azevedo et al., 1998) du P total
dans I’aliment. Le P absorbé non retenu est excrété par les branchies et le rein. Selon Ouellet (1998),
le rein excrete 18% du P total via les urines tandis que les branchies rejettent une faible proportion
estimée a 2%. Cependant, cette excrétion branchiale peut atteindre 10% du P total Dosdat (1992). Ces
rejets relargués dans les cours d’eau directement ou apres passage dans un bassin de décantation vont

jouer un role sur I’enrichissement des cours d’eau récepteurs.
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FIGURE 1.7 — Bilan simplifié du P chez la truite arc-en-ciel d’apres Ouellet (1999).

1.2 Impacts de la pisciculture sur I’environnement

La prise en compte des problémes liées a la pollution piscicole est apparue récemment. En effet, ce
probléme ne faisait pas partie des préocupations dans le monde piscicole jusqu’a la fin des années
1970 (Fauré, 1983). C’est vers les années 1980 que les acteurs de la filiere piscicole ont commencés
a prendre en compte cette problématique, avec la mise en place d’outils afin de traiter les matieres en
suspension (MES) dans les effluents piscicoles. C’est ainsi qu’apparaissent les premiers indicateurs
des rejets au niveau de la salmoniculture en France et au Danemark (Iversen, 1995). Le terme pollution
n’est utilisé que plus tard, vers la fin des années 1990. L’origine de cette pollution et sa nature ont été

établies. Les mesures de limitations des rejets ont ét€ mises en place avec plus ou moins de succes.

1.2.1 Rejets des fermes piscicoles : origines, types et natures

L’ origine, la nature et les types de rejets responsables de la pollution piscicole ont été bien étudiés
et décrits. Les MES, P total et en azote (N) sont les polluants les plus couramment évalués dans les
effluents piscicoles. Dans certains cas, les bactéries mésophiles sont évaluées. Ces rejets ont plusieurs
origines possibles : elles sont soit liées a 1’aliment non ingéré par le poisson, ou soit au poisson lui-
méme, apres ingestion de I’aliment (métabolisme et digestion). En fonction de sa composition, de sa
digestibilité, une partie de 1’aliment sera excrétée sous forme solide, les féces (non digérée), et une
autre partie sera libérée sous forme dissoute (digérée non fixée). Cette derniere est liée au métabolisme

du poisson. En fonction de la composition de I’aliment et de sa digestibilité, les proportions rejetées
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en N et en P varient. La majorité de I’azote est rejetée sous forme dissoute, tandis que pour le P, la
principale fraction est sous forme particulaire (Enell and Lof, 1983). Le tableau 1.1 résume 1’origine,
la nature, et le type de polluant présent dans les effluents de salmonicultures, ainsi que 1I’importance

relative (+ ou -).

TABLE 1.1 — Origine, nature, source des rejets de polluants, ainsi que leur importance (+ ou -) dans
les fermes salmonicoles (Laguerre, 2008).

Origine Nature rejets ~ Azote (N) Phosphore (P) Autres
Non ingéré P Particulaire N Solide (+) P solide (-) MES
Feces P Particulaire N Solide (-) P solide (++) MES
Dégradation
lipides et
N ammoniacal, glucides :
) . . urée, nitrates, nitrites : 3_ CO; et
Meétabolisme P Dissous déeradation Orthophosphates PO~ (-) H,0
des protéines (+ +) Carbone des
aliments :
CO,, HCO3

En pratique, des mesures sont réalisées au niveau de I’entrée (source d’eau utilisée) et a la sortie (exu-
toire) de la pisciculture pour évaluer la proportion de ces polluants dans les effluents. Ces données
permettent de calculer le bilan réel issu de I’activité piscicole. Ce bilan a été réalisé dans trois fermes
de truites de dimension variable (15, 55 et 500 tonnes/an) afin d’établir I’effet potentiel de la pollu-
tion sur les cours d’eau récepteurs (Boaventura et al., 1997). Concernant le P, cette étude a mis en
évidence une pollution annuelle comprise entre 8,8 et 22,6 kg/tonne de poissons. Réalisée au Portu-
gal, cette étude donne une estimation de la pollution au P comparable (15-25 kg/tonne) a celles déja
rapportées en Angleterre et Irlande du Nord (Foy and Rosell, 1991). Au Québec, cette pollution au P
a été évaluée a 7,4 kg/tonne en 2004 (Koko, 2007). Cette pollution, jugée importante, a été considérée
comme étant responsable de 1’eutrophisation des cours d’eau récepteurs des effluents issus des piscul-
tures (STRADDAQ, 2010). En guise de comparaison, cette pollution ne représente qu’une proportion
insignifiante des rejets en P provenant des eaux usées urbaines (8,8 vs. 600.000 tonnes/an), si nous
considérons qu’une personne au Québec utilise 200 litres en moyen par jour et que le réglement mu-
nicipal (R.V.Q.416) fixe un seuil de 1 mg de P/litre pour rejet dans le réseau d’égouts pluvial ou dans
un cours d’eau. Malgré son importance relativement faible, cette pollution reste une préoccupation
importante dans le secteur dans la perspective d’établir durablement une production éfficace tout en

minimisant les externalités négatives.

1.2.2 Rejets en phosphore

L’aliment est la principale source de P rejeté par les fermes piscicoles dans I’environnement (Ketola
and Harland, 1993). Il existe plusieurs voies de rejets en P dans les fermes piscicoles : les feces, 1’ali-

ment non ingéré, I’excrétion branchiale et urinaire, et en enfin les mortalités de poissons. Les poissons
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excretent le P sous la forme soluble et particulaire (Lall, 1991). La majorité (60 a 80%) de la pollution
piscicole liée au P est issue des rejets particulaires (Ouellet, 1999). Dans les piscicultures modernes,
ou le gaspillage alimentaire est assez bien limité, ces rejets particulaires sont principalement composés
des feces des poissons (Dosdat, 1992; Kibria et al., 1995). Cette forme particulaire précipitée au fond
des bassins ou accumulée dans les sédiments des bassins de décantation est susceptible d’étre remise
en suspension contribuant ainsi a élever la fraction dissoute directement disponible pour les plantes
(Bostrom et al., 1988).

Formes et solubilisation du phosphore dans les bassins de décantation

Le P est un élément tres dynamique. Comme dans le milieu naturel, il se retrouve sous deux formes :
dissoute ou particulaire. Selon Numery (2018) le P dissous comprend les formes minérales d’ions
orthophosphates, et les formes organiques en cours de minéralisation de la matiere morte (phospho-
protéines, phospholipides). En décrivant le phénomene d’eutrophisation, Ouellet (1999) décrit un re-
largage du P sous forme de phosphates organiques dans 1’eau par les particules sédimentés dans le
fonds des bassins de décantation. Cette fraction de P organique dissoute dans 1’eau (dissolution) peut
relacher des phosphates organiques en solution dans I’eau, lesquels peuvent ensuite €tre hydrolysés en
orthophosphate par des processus chimiques ou enzymatiques. Ce processus est fonction de la tem-
pérature : en été, cette transformation peut étre tres rapide (de 5 a 100 min) tandis qu’en hiver, elle
peut étre 100 fois plusieurs lents (Wetzel, 1983). Les ions orthophosphates (classiquement désignés
POi_) constituent la seule forme de P biodisponible pour les végétaux. Ils sont présents dans les eaux
interstitielles des sols et des sédiments et dans la colonne d’eau des milieux aquatiques. Prélevés par
les végétaux pour produire de la matiere organique (biosynthese), ils sont ensuite libérés par la ma-
tiere morte sous I’action des bactéries hétérotrophes (minéralisation). Ces formes de P de la fraction
dissoute peuvent étre distinguées par leur taille : les orthophosphates sont de petite taille (0.45um),
alors que la forme de P organique dissoute est de taille plus grande. En utilisant des filtres de 0.45um

ces deux formes sont séparées.

Le P particulaire est soit organique, soit minéral. La fraction organique correspond a I’ensemble des
phosphates de la matiere organique animale et végétale, vivante ou en voie de minéralisation. Selon
Numery (2018), elle peut représenter une proportion de 50% dans des sédiments de riviere en zone
agricole. La fraction inorganique peut étre présente sous deux formes ; le P cristallisé (sels de calcium,
de fer ou d’aluminium) déposée dans le fond des bassins, qui compte parmi les formes les moins so-
lubles et le P fixé ou adsorbé a la surface des particules et de ses constituants (carbonate de calcium,
hydroxydes de Fer et d’ Aluminium, argile, matiére organique) (Numery, 2018). La forme cristalisée
se dépose dans le fond des bassins (précipitation). La fraction inorganique particulaire est en échange
permanent avec la forme dissoute inorganique accessible aux végétaux, par le mécanisme d’absorption
et de désorption (Khan and Ansari, 2005; Numery, 2018). La figure 1.8 résume les formes et interac-
tions des les P de phosphore dans le milieu naturel avec des proportions plus ou moins amplifiées en

fonction des activités anthropiques qui s’y déroulent.
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FIGURE 1.8 — Les formes du phosphore et leurs interactions d’aprés Numery (2018).

Facteurs influencant la solubilisation du phosphore

Les rejets en P provenant des boues piscicoles sont influencés par plusieurs facteurs. Selon Persson
(1988), cette quantité de P dépend des parametres physicochimiques tels que le pH, la température,

I’oxygénation, et la turbidité. Elle est fonction aussi de 1’activité microbienne dans le médium.

L’effet du potentiel hydrogene (pH) sur le relargage de P a été seulement testé au niveau de 1’aliment
afin de mettre en évidence la pollution liée a 1’aliment non consommé (Kibria et al., 1995). Cet essai
montre que le relargage du P dans I’aliment est plus important a un pH plus acide (pH : 4 > 7 > 10).
Cependant, cet essai n’a pas été étendu au niveau de la matiere fécale. La température et I’oxygénation
vont influencer la proportion de P rejetée, via I’activité microbienne (Persson, 1988). Par conséquent,
on s’attendrait & avoir des rejets en P plus importants aux températures élevées, corrélés a une plus
grande activité microbienne. Paradoxalement, (Kibria et al., 1995) démontrent que 1’élevage de perche
grise australienne (Bidyanus bidyanus) entraine des rejets en P via les féces plus importantes a basse
température (95% de P rejetés a 20°C) qu’a une température élevée (80% de P rejetés a 25°C). Ce

résultat pourrait s’expliquer par une conversion alimentaire plus importante a haute température.

Les processus de transformation du P en ses différentes formes par adsorption, desorption, précipita-
tion et dissolution sont contrdlés par la présence les oxydes de Fe, Al et leurs complexes organiques
(Goldberg, 1989; Borggaard et al., 2005; Hinkle et al., 2015; Nguyen et al., 2019), les argiles silicatées
et la calcite(Richardson, 1985; Millero et al., 2001; Nguyen et al., 2019). Les potentiels d’oxydoré-
duction des sédiments, en particulier les bas, peuvent également avoir un impact sur la dissolution en
favorisant la libération du P dans 1’eau (Géchter and Miiller, 2003; Lai and Lam, 2008).
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La solubilisation du P I’environnement des bassins va dépendre de la combinaison de 1’ensemble
des facteurs cités ci-dessous. Par exemple, dans des conditions oxiques et a un pH neutre, le fer est
sous forme d’oxyhydroxyde de Fe trivalent qui a une grande capacité a précipiter et / ou adsorber le
phosphate. Inversement, dans les conditions anoxiques, la dissolution réductrice de 1’oxyhydroxyde
de Fe trivalent en oxyhydroxyde de fer (Fe) divalent se traduit par une dissolution en parallele de
phosphate 1ié (Géchter and Miiller, 2003; Lai and Lam, 2008).

Ces facteurs influengant les rejets en P sont liés a I’environnement du médium dans lequel ces parti-
cules, issues de 1’aliment, se trouvent. En revanche, des parametres liés a 1’aliment (digestibilité du
P) et a I'efficacité alimentaire ont un effet sur la quantité de P rejeté. En effet, deux tiers du P des
ingrédients végétaux sont trés peu digestibles pour les salmonidés (Ketola and Richmond, 1994), car
liés a I’acide phytique. Apportée en grande quantité dans I’aliment, cette source de P est peu digérée
et rejetée dans les féces entrainant une pollution accrue au P. L’indice de consomation (FCR) est aussi
un facteur important, car il détermine le niveau de P rejeté. Il existe une forte corrélation positive (R?
=0.97) entre FCR et les rejets en nutriment (Nut) comme le P (Kibria et al., 1995). Cette relation est

donnée par I’équation suivante :

FCR = 0.070 x (Nut) +0.396 (1.1)

Estimation de cette pollution au phosphore

Des essais de quantification ont été réalisés en raison des probleémes liés a la pollution au P. Philips
et al. (1990) estiment que 85% du P alimentaire est rejeté dans I’environnement. Cette proportion
a été considérablement réduite (40-50%) au cours des 20 dernieres années (Beveridge et al., 1997;
Satoh et al., 2003; Sugiura et al., 2000a; Bureau et al., 2003; Sarker et al., 2011). Il convient de faire
une distinction entre la quantité totale de P rejetée par une ferme et celle émise dans I’environnement
susceptible de générer des problames de pollution. En effet, une partie du P émanant des fermes est
retenue dans les sédiments des bassins de rétention (Hasnaoui et al., 2001). La quantité de P rejetée
par une ferme piscicole est estimée en tenant compte de la quantité de P apporté aux poissons, et celle

retenue dans la biomasse. Ackefors and Enell (1990) synthétisent les rejets dans 1’équation suivante :

P(kg) = (A xCdp) — (BxCfp) (1.2)

Avec, A : la quantité d’aliments donnée en base seche ; B : la masse fraiche de poissons produits par an
Cdp : la teneur en P dans I’aliment sur base seche Cfp : la teneur en P dans les carcasses de poissons

sur base humide

Chez les salmonidés, plusieurs auteurs ont évalué cette pollution au phosphore dans plusieurs fermes
commerciales, et ce dans différents endroits. Cette pollution a été estimée entre 9 et 40 kg/tonne de

production (tableau 1.2).
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TABLE 1.2 — Comparaison de la pollution au phosphore chez quelques especes de salmonidés en
élevage commercial (adapté de Kibria et al. (1995)).

Pays Prejeté (kg/t)  Espeéce  Méthode de culture Sources
Danemark 11 O. mykiss Etangs Warrer-Hansen (1982)
Finland 18,3 O. mykiss Etangs Sumari (1982)
Angleterre 15,7 0. mykiss Etangs Solbe (1982)
Irelande du Nord 25,6 0. mykiss Bassins Foy and Rosell (1991)
Norvege 9,0 S. salar Etangs Ibrekk et al. (1991)
Etats Unis 10,0-15,0 O. mykiss Jars Ketola and Richmond (1994)
Pologne 23 O. mykiss Cages Penczak et al. (1982)
Norvege 13,5 O. mykiss Cages Enell and Lof (1983)
Angleterre 27 0. mykiss Cages Philips (1985)
Espagne 39,2 O. mykiss Etangs Tarazona et al. (1993)
Canada 6,0-7,0 S. trutta Bassins Cho and Bureau (1997a)

La quantité de P réellement produite et relarguée (P_rej) dans I’environnement par les effluents pisci-
coles sont toutefois difficilement estimables de fagon directe. Foy and Rosell (1991) ont proposé une
équation incluant la quantité P donnée (P_ad), celle retenue par les poissons, celle contenue dans les

feces (P_f), en plus de celle perdue avec I’aliment non ingéré (P_nol). L’équation est la suivante :

P_rej = P_ad — (P_nol + P_{) (1.3)

Cette équation ne donne qu’une estimation ponctuelle de la quantité de P rejetée dans les effluents.
L’estimation de ce parametre n’est intéressante que s’il permet de prendre en compte la pollution
cumulative pour une période donnée. Par conséquent, il est nécessaire d’établir un modele prenant
en compte la cinétique de relargage des P contenus dans les feces et dans une moindre mesure dans
I’aliment non ingéré afin de bien se rendre compte de la pollution potentielle au P. Cette cinétique

étant liée aux parametres reportés précédemment.

1.2.3 Impact des rejets : eutrophisation

Les rejets en P des effluents piscicoles favorisent une eutrophisation accélérée des cours d’eau récep-
teurs. L’eutrophisation est un processus naturel lent, par lequel les plans d’eau recoivent une quantité
d’éléments nutritifs (notamment du P et de N), entrainant la croissance des algues et des plantes aqua-
tiques. En effet, le P et le N sont des éléments essentiels a la croissance des plantes et des algues. Ils
sont considérés comme des nutriments limitants (Elser et al., 2007), ¢’est-a-dire que la croissance des
plantes et des algues est limitée par la disponibilité de ces deux éléments. De ce fait, ils contrlent
la productivité primaire. Autrement dit, ils sont responsables de 1’eutrophisation des cours d’eau. Na-
turellement, le processus d’eutrophisation est trés lent. Cependant, un enrichissement rapide en N, et
plus particulierement en P, accélere ce processus (Correll, 1998; Elser et al., 2007). Donc un apport

important en P particulaire et dissout, provenant des effluents des piscicultures, dans ses différentes
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formes (orthophosphates, pyrophosphate, mono — et di —hydrogénophosphate, etc.) entraine une

croissance anormale des algues et des plantes aquatiques (Correll, 1998; Khan and Ansari, 2005).

L’eutrophisation rapide des cours d’eau a des conséquences néfastes parmi lesquelles nous pouvons

citer :

— Une prolifération des micro-algues d’eau douce et des plantes aquatiques. Il est bien documenté
qu’'un gramme d’orthophosphate peut provoquer une prolifération d’algues de 100 g. Parmi
ces algues les cyanobactéries produisent des toxines a Iinterieur de leur cellule. A leur mort
(naturelle ou par algicide) ces algues bleues libérent ces toxines pouvant entrainer un risque

sanitaire pour la santé humaine et animale ;

— Une dégradation de la qualité de 1’eau avec des épisodes d’anoxie du milieu qui devient ainsi
défavorable au développement et a la survie des poissons et des autres vertébrés aquatiques. Par
équivalence avec le point précité, 100 g d’algues mortes requicrent 150 g d’oxygenes environ

pour se décomposer;

— Une accumulation des sédiments entrainant un envasement, conduisant a une réduction du lit

du cours d’eau;

— Un changement dans la biodiversité animale et végétale, favorisant les especes les mieux adap-
tées aux nouvelles conditions ou I’implantation de nouvelles especes au détriment de certaines

qui étaient déja établies.

A long terme, ces effets conduisent a un vieillissement du cours d’eau et plus tard a une disparition
par envasement (Elser et al., 2007). Ainsi, des mesures de limitation des rejets en P dans les effluents

piscicoles sont nécessaires afin protéger les cours d’eau récepteurs.

1.3 Limitations des rejets en phosphore

Au Québec, les considérations liées a la pollution piscicole par P ont fait suite a I’instauration d’une
réglementation visant a limiter celle-ci. Cette réglementation a eu un impact sur la productivité des
fermes. Afin de se conformer a la régl1ementation tout en gardant un niveau de production acceptable,

le secteur piscicole a mis en place des stratégies pour s’affranchir de cette contrainte.

1.3.1 Réglementation du phosphore au Québec

En production animale, deux leviers peuvent étre activés afin de lutter contre I’eutrophisation des
cours d’eau récepteurs a travers une limitation des rejets en P : I’aliment et les effluents. Ainsi, deux
stratégies de réglementation ont été développées dans le monde en se basant sur la teneur maximale du
P dans I’aliment (en Europe) et sur la charge maximale du P dans les effluents (en Amérique du Nord)
(Hardy and Gatlin, 2002). Au Québec, les stations piscicoles ont été citées spécifiquement comme

étant des sources d’émissions importantes de P contribuant a I’eutrophisation des bassins versants.
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Ce constat a conduit, en 1999, a la mise en place d’une réglementation fixant les concentrations en
P dans les cours d’eau récepteurs (rivieres et lacs). Par directives du Ministére de I’Environnement
et de la Lutte contre les Changements Climatiques (MELCC), le seuil en P des effluents piscicoles
a été limité entre 0,01 - 0,03 mg/L (Ouellet, 1999). De plus, tout nouvel établissement piscicole doit
obligatoirement détenir et respecter un certificat d’autorisation. Dans ce certificat d’autorisation sont
inclus les seuils maximaux de rejets pour le P et les MES. Ces seuils sont déterminés pour chaque
entreprise en fonction de la capacité du cours d’eau récepteur. Ce resserrement de la réglementation a
eu pour effet un ralentissement de 1’expansion de 1’industrie aquacole (Figure 1.9).
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FIGURE 1.9 — Production piscicole annuelle au Québec depuis 1980-2018 (Adapté de Morin (2007)
et (MAPAQ, 2018)).

Plusieurs entreprises qui ne répondaient plus aux normes environnementales ont été contraintes de
cesser leur activité expliquant cette baisse. Cette baisse s’est maintenue jusqu’en 2006. Entre temps,
en 2003, dans le cadre de la Stratégie de développement durable de I’aquaculture en eau douce au
Québec (STRADDAQ), une entente tripartite est intervenue, entre 1’ Association des Aquaculteurs du
Québec (AAQ), le Ministere de I’ Agriculture, des Pécheries et de I’ Alimentation du Québec (MAPAQ)
et le MELCC, qui fixe a 4,2 kg de P par tonne de poissons produite la cible a atteindre sur dix ans
(2004 - 2014). Cela correspond a une réduction de 40% du niveau moyen en 2004 (7,2 kg de P/tonne)
des rejets de P (Koko, 2007). Cette réglementation est toujours en vigueur de méme que les contraintes
liées a I’attribution des nouveaux permis d’exploitation. Ainsi, il est impératif pour la profession de
mettre en place des stratégies afin d’amorcer une nouvelle croissance en réponse a la demande tout en

réduisant au maximum les rejets de P dans les fermes de truite arc-en-ciel.
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1.3.2 Stratégies de réduction des rejets du phosphore

Afin de se conformer a la réglementation, deux stratégies ont été mises en ceuvre : une stratégie

nutritionnelle et une stratégie non nutritionnelle.

Stratégies de réduction des rejets du phosphore

L’approche la plus pertinente afin de limiter les rejets dans les fermes de truite arc-en-ciel est de
réduire le potentiel polluant a la source (c.-a-d. dans 1’aliment). La seconde option est de limiter son
rejet dans les feces. Ces deux options peuvent étre combinée afin d’améliorer la disponibilité de P
tout en limitant son rejet dans I’environnement. Dans ce sens, Lall (1991) préconisait quatre leviers
liés a la nutrition afin de réduire les rejets en P dans les fermes de truite arc-en-ciel sans affecter la
productivité. Ces leviers sont : 1) réduire le niveau de P dans les régimes, 2) minimiser 1’aliment non
ingéré, 3) améliorer I’efficacité alimentaire, 4) inclure dans les régimes des ingrédients riches en P

digestible.

Régimes pauvres en phosphore

Comme mentionné précédemment, les rejets de P issus de la production aquacole proviennent unique-
ment de 1’alimentation des poissons. En se basant sur les connaissances des besoins réels du poisson
en P, les acteurs ont réduit considérablement les quantités de P dans les régimes afin de limiter les
rejets. Ketola and Harland (1993) avaient déja préconisé cette approche visant a réduire le niveau P
dans les régimes. Ils concluent leur étude en suggérant la réduction de la quantité de farine de pois-
sons ajoutée dans 1’aliment. Cette approche avait pour but de limiter la quantité de P peu digestible
présente dans les régimes. Dans la farine de poissons, ce P indigestible est principalement composé
d’hydroxyapatite formée par les tissus osseux des poissons broyés lors de la fabrication (Sugiura et al.,
1998). Cette stratégie aura pour effet d’augmenter la proportion des phospholipides, plus digestible

dans la farine de poissons apportée aux poissons par 1’aliment.

En revanche, la farine de poissons est un ingrédient important dans la formulation des régimes en
pisciculture (Miles and Chapman, 2006). Une réduction importante, dans 1’état des connaissances de
I’époque, aurait pu affecter la qualité des dictes du fait de sa composition en protéines et en énergie,
hautement digestibles pour les poissons (Bureau et al., 1999). Ainsi, I’alternative a été de séparer la
partie osseuse du reste par des processus simples comme le tamisage. L’ inconvénient de cette option
est lié aux colits supplémentaires engendrés par la séparation et les quantités importantes de résidus
osseux retirés lors de la formulation. L’ option la plus pertinente a été adoptée. Elle consistait a privi-
l1égier les farines issues des poissons de fourrages pauvres en tissus osseux. C’est ainsi que la farine
de hareng, suivie de celle d’anchois, ont été préférées a celle de menhaden. Ces deux ingrédients
ont I’avantage d’étre riches en protéines et plus pauvres en P indigestible (Moghaddam et al., 2007).
Ainsi, plusieurs aliments pauvres en P ont été développés et mis sur le marché (Sugiura et al., 2006).
Lefficacité du type d’aliment sur la réduction des rejets en P a été bien documentée ces dernieres
années (Bureau et al., 2003; Satoh et al., 2003; Sugiura et al., 2000a; Sarker et al., 2011).
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Régimes riches en énergie et hautement digestes

Proposée par Cho and Bureau (1997b), la formulation de ce type de régimes est basée sur le principe
simple selon lequel I’apport en exces de chaque nutriment par rapport au besoin de 1’animal engendre
des rejets. Ainsi, ils proposent un régime hautement digeste et dense en énergie brute (17-19 vs. 21-
22 MJ/kg) par ajout supplémentaire de lipides, en se basant sur les travaux antérieurs sur les sources
de protéines et d’énergie dans les régimes pour poissons (Cho et al., 1976; Watanabe et al., 1999;
Johnston and Southern, 2000). En excluant les ingrédients peu digestibles, pauvres en énergie et en
protéines comme les sous-produits riches en fibres et glucides, Cho and Bureau (1997b) mettent en
évidence une réduction des rejets solides (150 kg/ tonne de poissons) et en P (3 kg/tonne de poissons)

comparativement a un aliment conventionnel chez les salmonidés.

Régimes avec des sources de protéines d’origines végétales

L’avantage des sources de protéines d’origines végétales est leur teneurs faible en P (0.75% vs. 2-
3.5%) comparée aux protéines d’origine animale (NRC, 1993). De plus, certaines sources végétales
ont des profils en acides aminés intéressants (Hughes, 1991; Gomes et al., 1995). Ainsi, le soja a sus-
cité beaucoup d’intérét pour son utilisation comme source de protéines durant ces dernieres décennies
(Medale et al., 1998) en remplacement total ou partiel a la farine de poissons. En revanche, la présence
de facteurs antinutritionnels limite 1’inclusion des sources de protéines d’origines végétales (Bureau
et al., 1998; Medale et al., 1998). La présence élevée aussi en phytates dans les ingrédients végétaux
ne favorise pas une inclusion en grande quantité. Des techniques de traitement thermique ont été uti-
lisées pour limiter I’effet des facteurs antinutritionnels avec des résultats intéressants (Bureau et al.,
1998). Cette technique de traitement thermique (extrusion) est couramment utilisée dans le domaine.
De plus, I’avantage de cette technique de traitement thermique est multiple. Elle améliore la flottabi-
lité de I’aliment, augmentant la probabilité de prise alimentaire (limitation du gaspillage). L’extrusion
améliore aussi la digestibilité des protéines et des glucides (Hua and Bureau, 2009). L’utilisation de
la phytase a été testée afin d’améliorer la disponibilité du P phytique. Compte tenu de la destruction
de ces enzymes par les traitements thermiques (110-150°C, 4 MPa), liés au processus d’extrusion
des régimes, des techniques d’encapsulation ont été proposées afin de s’affranchir de cette contrainte
(Vandenberg, 2001).

Stratégies non nutritionnelles

Plusieurs approches ont été utilisées séparément ou en combinaison afin de réduire les rejets en P. La
limitation des rejets solides a partir de 1’aliment non ingéré est la premiére démarche pour réduire
les rejets en P. Une fois les rejets solides produits (féces, aliment non consommé), la filtration mé-
canique et/ou la décantation est principalement utilisée pour les capter dans les effluents piscicoles.
Ces deux démarches visent principalement les rejets solides particulaires. Pour les rejets dissous,
I’enlévement du P survient apres les étapes de filtration/décantation pour finaliser le traitement des

effluents. Connues depuis les années 1950, les techniques d’enlévement et d’insolubilisation du P
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ont été utilisés en réponse aux phénomenes d’eutrophisation des cours d’eau (Morse et al., 1998).
Parmi ces méthodes, nous pouvons citer la précipitation chimique, I’enlévement biologique (lagu-
nage), la cristallisation (DHV Crystalactor), la précipitation chimique améliorée (HYPO) et I’échange
ionique (RIM-NUT). Parmi ces techniques, la précipitation chimique est la plus utilisée en raison de
sa simplicité et de son efficacité. Ainsi, nous allons nous focaliser principalement sur cette technique

d’enléevement du P dissout dans cette étude.

Réduction de Ualiment non ingéré

L approche la plus pertinente adoptée passe par I’amélioration de I’efficacité de la production en limi-
tant I’aliment non ingéré. En plus de permettre aux pisciculteurs de réduire les charges de P polluant,
cette approche aura pour but principalement de limiter les pertes liées a 1’aliment non distribué et
non ingéré (Cho and Bureau, 2001; Vandenberg, 2001). En effet, I’aliment est le principal poste de
dépense en production piscicole. Ces pertes en aliment dépendent des pratiques d’alimentation plutdt
que de I’aliment. L’excédent d’aliments engendre des pertes économiques importantes. Néanmoins, il
doit étre distribué aux poissons en quantité suffisante en tenant compte de la croissance, de 1’age, et
de la température de I’eau. Ainsi, les fabricants d’aliments et les scientifiques ont établi des chartes
permettant d’estimer la quantité d’aliments a fournir a I’espece de poissons considérée basés, sur les
parametres cités précédemment (Cho and Bureau, 2001). En revanche, cette charte doit €tre ajustée en
fonction de chaque systeme de production (circuit ouvert ou fermé, bassins en dur ou étangs, etc...), ce
qui nécessite un suivi tres régulier de la prise alimentaire. Ce suivi permet d’ajuster la quantité donnée
en fonction de I’appétit des poissons. Dans cette optique de contrdler I’aliment distribué, Summerfelt
et al. (1995) ont mis au point des distributeurs automatiques d’aliments congus pour s’arréter au mo-
ment ou le systeme détecte des granulés non consommés. Ce systeme fonctionne a I’aide de sondes
hydroacoustiques installées dans les conduits de drainage des effluents du bassin. Ces sondes envoient
un signal indiquant la présence de granulés a un systeme de commande & microprocesseur qui controle
le distributeur automatique (Juell and Westerberg, 1993). Cette approche visant a contrdler I’aliment
donné est amenée a son extréme avec des distributeurs d’aliment a la demande, activés par les pois-
sons (Alanird, 1996). Cette technologie permet une utilisation plus efficace de I’aliment, et permet

une réduction importante du gaspillage alimentaire (Bailey and Alanéri, 2001).

Filtration et décantation des rejets solides

Les rejets en matiere organique sont estimés a 2500 kg par tonne de poissons produite (Ackefors
and Enell, 1990). Ces rejets solides sont les plus faciles a piéger, par des techniques de filtration
mécaniques et/ou par décantation. Deux types de filtration sont utilisés : la filtration sur lit granulaire
et le tamisage. La filtration sur lit granulaire se fait par percolation a travers un substrat. Le filtre a
sable est couramment utilisé dans les écloseries. Il ne permet pas de filtrer de gros volumes d’eau
contrairement au tamisage. La machine, la plus couramment utilisée pour filtrer de gros volumes
d’eau est le filtre a tambour rotatif. L’eau coule par gravité dans un tambour rotatif et les particules

solides sont retenues dans ce dernier quand 1’eau passe a travers les mailles (60 a 250 um) du tamis
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(Timmons et al., 2002). La décantation permet de séparer la MES et I’eau en deux phases distinctes par
sédimentation dans un bassin ot la vitesse d’écoulement du courant est tres faible. Ce processus peut
étre amélioré en ajoutant des coagulants (sels métalliques; Fe’T et AI’*) permettant d’agglomérer
les particules. Une étude comparative réalisée par D’Orbcastel (2008) synthétise 1’efficacité de ces

différents traitements (tableau 1.3).

TABLE 1.3 — Efficacité des techniques des traitements des effluents salmonicoles d’aprés Heerfordt
et al. (1991) rapporté par D’Orbcastel (2008).

Traitements Efficacité du traitement (en %)
P total DBOS! MES

Filtration mécanique 35-55  31-71 21-39

Décantation 20-36  15-37 25-13

Filtration mécanique + décantation 34-54  40-70

NOTES : 'DBO5 = demande biochimique en oxygéne pendant cinq
jours

Une autre approche utilisée pour traiter les MES dans les eaux usées des fermes de truites arc-en-
ciel passe par le lagunage (Uusi-Kédmppi et al., 2000). Comeau et al. (2001) ont démontré que les
plantes aquatiques peuvent éliminer jusqu’a 95% de 1’azote et 80% du P rejetés par les étangs de
pisciculture. En effet, ces plantes fournissent un habitat aux micro-organismes qui décomposent la
mati€re organique en suspension. L’azote organique est dégradé sous 1’action des bactéries et des
champignons (Van Bochove, 1993). Le P libéré se fixe dans le substrat meuble. Ce substrat a la longue

se sature au bout de quelques années, ne garantissant plus cette action de captation (Drizo et al., 2002).

Précipitation chimique du phosphore

Utilisée pour la premiere fois en Suisse (1950), la précipitation chimique est une technique simple et
couramment utilisée dans plusieurs pays pour réduire la quantité de P émise par les stations d’épura-
tion des eaux usées urbaines. Elle est basée sur I’utilisation principalement des sels de calcium, comme
la chaux vive (CaO) ou hydratée (Ca(OH);) comme c’est la cas avec le chaulage des bassins et silos
de sédimentation des effluenst piscicoles. En revanche, dans le secteur piscicoles, les sels de métaux
comme le sulfate d’aluminium (alun, Al;SO4) et le sulfate ferreux (FeSO4) ne sont pas courament uti-
lisés. Ces composés réagissent avec les ions phosphates entratnant la précipitation du P dissous sous
forme de sels de Ca, Fe ou d’Al. Au Québec, les effluents piscicoles sortant des structures d’élevages
sont stockés dans des bassins de sédimentation/décantation. Durant ce traitement, I’eau surnageant
pauvre en MES est rejetée dans les cours d’eau récepteurs. L’eau trouble au fond du bassin est sto-
ckée dans les silos ou elle est traitée par chaulage principalement (Gagnon, 2014). Pendant I’étape
de décantation, des sels de métaux peuvent étre utilisés afin d’améliorer la floculation de la MES et
aussi induire la précipitation du P dissous. Deux ou quatre fois par an, ces boues traitées avec de la
chaux sont décantées puis collectées pour 1’épandage agricole (Gagnon, 2014). Mis en évidence par

Drizo et al. (2006), les scories d’aciers ont la capacité de réduire de 75 a 90% le P des eaux usées. En
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effet, la chaux contenue dans ces sous-produits absorbe et cristallise les phosphates. C’est ainsi que,
Puigagut et al. (2011) ont réussi a obtenir une réduction significative (36%) du P contenu dans des ef-
fluents d’un élevage de truite arc-en-ciel en utilisant un filtre a base de scories d’acier. La précipitation
chimique avec ces composés a base de calcium a comme inconvénient d’entrainer une élévation du
pH. En conséquence, les surnageants de ces boues traitées doivent subir une forte dilution avant d’étre
rejetés dans I’environnement. Des lors, I'utilisation des sels de métaux semble étre une alternative a
ce probleme. Du fait de I’action des sels de métaux, plusieurs études ont été réalisées afin de réduire
la pollution au P (Morse et al., 1998). Chez le poulet, Shreve et al. (1995), Codling et al. (2000), et
Sims and Luka-McCafferty (2002) ont mis en évidence I’efficacité de 1’alun et du sulfate de fer sur
I’insolubilisation du P dans la litiere. Shreve et al. (1995) ont mis en évidence une insolubilisation du
P dans la litiere de 77% et 48% dans les eaux du premier et du second ruissellement respectivement
en appliquant du sulfate de fer (10%). Tandis qu’avec I’alun (10%), Moore et al. (1999) ont rapporté
87% et 63% respectivement pour le premier et le second ruissellement. Ces résultats vont dans le sens
de ceux rapportés dans Codling et al. (2000). Cette étude met en évidence des insolubilisations du P
de 78% pour ’alun et 51,8% pour le sulfate de fer, sept semaines apres une application de 10% de
ces 2 éléments actifs dans la litiere de poulet. De plus, Sims and Luka-McCafferty (2002) ont montré
que le Al,SOy4 ajouté a de la litiere de poulet diminue non seulement la solubilité du phosphore, mais

également celles d’autres éléments chimiques comme le cuivre, le zinc et 1’arsenic.

Ajout d’agents actifs dans I’aliment

En pisciculture, les feces décantées dans les structures d’élevages (grilles d’évacuations par exemples)
sont récoltées généralement qu’une ou deux fois par semaine en systeme d’élevage en bassins hors sol,
ou apres plusieurs mois dans le cas des élevages en étang (Fournier, 2012). De ce fait, I’ajout d’agents
insolubilisants du P comme cela se fait chez les poulets est peu efficace. En effet, cet intervalle de
temps entre I’émission et la collecte des feces occasionne des pertes importantes de P (dans 1’eau) par
fragmentation. Cette fragmentation des féces peut étre limitée par ajout de gomme de guar (Brinker,
2009). En effet, cet auteur a pu obtenir une amélioration significative de la stabilité des feces produites
par des truites arc-en-ciel en élevage en ajoutant 3 g de gomme de guar/kg d’aliment. Cette approche
permet ainsi d’améliorer la filtration et la décantation des feces. De plus, elle limite la dissolution
de la fraction organique des effluents piscicoles réduisant ainsi son évacuation avec la colonne d’eau

surnageante par 1’exutoire.

Il a été démontré que le P dans les feces est libéré a partir de quelques jours seulement apres leur pro-
duction (Dosdat, 1992). L’insolubilisation du P dans I’eau des bassins de décantation est possible par
ajout d’agents insolubilisants comme dans les stations d’épuration. Cependant, cette option génererait
des cofits importants pour la pisciculture avec 1’utilisation des sels de métaux. De ce fait, I’incorpora-
tion de produits déphosphatants directement dans 1’aliment contourne ce probléme de solubilisation,
en piégeant le P dans les feces. Ainsi, cette approche permet de réduire le P soluble a la source tout

en utilisant une quantité limitée de sels. L’équation de la réaction de ces deux composés avec les ions
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phosphates varie en fonction du pH. En effet, les phosphates (forme oxydée du phosphore) compre-

nant les sels d’acide orthophosphorique (H3POy4) peuvent s’ioniser en H, POy, HPO?[, PO?[ selon le
pH dans un milieu humide (Figure 1.10).
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FIGURE 1.10 — Distribution des composés d’orthophosphates en solution en fonction du pH selon
Sato (2003).

Le P alimentaire est absorbé dans la partie proximale de I’intestin chez la truite arc-en-ciel. Le P non
absorbé passe avec le bol alimentaire dans la partie distale de I’intestin. Le pH dans cette partie du tube
digestif est estimé entre 7,8 et 9 (Bucking and Wood, 2006). Dans cette plage de pH, le P inorganique
est majoritairement sous forme HPO%[ et dans une certaine mesure du HoPO, . Sous cette forme, il

va réagir avec 1’alun et sulfate ferreux selon les réactions simplifiées suivantes :

APT +HPO; — H' +AlPO, (1.4)

4Fe*t +4HPO; — 2H,0 + 4FePOy (1.5)
Apres le passage dans I'intestin distal, les feces sont rejetées dans I’eau. Le pH de I’eau a la sortie

des bassins se situe dans une gamme de 5 a 7. Dans cette large gamme de pH, les ions HzPOi’ sont
majoritaires.

Sous cette forme, le P va réagir avec 1’alun et le sulfate de fer selon les réactions suivantes :

APY +H PO, — 2H' + AlPO, (1.6)
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4Fe*" +4H,PO; — 2H,0 +4H ™ + FePO, (1.7)

Ainsi, le P s’agglutine aux particules et précipite au fond de I’eau le rendant indisponible pour les
algues (Morse et al., 1998). En revanche, 1’ajout direct d’alun et de sulfate de fer entrainerait une
insolubilisation du P dans I’aliment le rendant indisponible pour le poisson. Cela aura pour effet
d’induire des carences en P. L approche d’encapsulation des éléments actifs pour leur libération tardive

(apres 1’absorption du P) est I’approche la plus réaliste dans le cas du poisson.

Encapsulation et ajout d’agents actifs dans ’aliment

En alimentation animale, I’encapsulation est une technique utilisée afin de contrdler la libération d’un
ingrédient a I’endroit et au moment souhaités (Gouin, 2004). Chez les poissons, plusieurs études ont
mis en évidence la possibilité de livrer des acides gras essentiels (Wakil et al., 2010), des vaccins
(Lillehaug, 1989; Vandenberg, 2004) et des phytases (Vandenberg, 2001), en les protégeant soit des
enzymes digestives, soit du processus thermique lors de la fabrication de 1’aliment. Ainsi, en incorpo-
rant de I’alun encapsulé (matrice Jefo) dans I’alimenr, 1’étude préliminaire chez la truite arc-en-ciel a
montré une réduction du P soluble dans les feces des poissons (Fournier, 2008) (Figure 1.11). L’ajout
de ces éléments dans I’aliment peut amener a se poser la question des effets de ceux-ci sur les poissons

et de leur devenir une fois rejeté avec les feces.
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FIGURE 1.11 — Mise en suspension du phosphore total (Pt) en fonction de la teneur en alun (encapsulé)
présent dans le régime alimentaire de truite arc-en-ciel d’apreés Fournier (2008).

L’acceptation d’une technologie visant a piéger le P en utilisant des éléments actifs incorporés di-
rectement dans 1’aliment dépendra en grande partie de la démonstration de 1’innocuité du procédé.
L’alun est utilisé comme agent raffermissant de plusieurs aliments (Encyclopedia of Food Additives,

Food in Canada, http ://www.foodincanada.com). D’aprés Handy and Poxton (1993), sa toxicité orale
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est limitée (supérieur a 10 g d’Al/kg d’aliment, c.-a-d. 1%) chez la truite arc-en-ciel. A cette dose,
les branchies, le foie, les reins et le mucus, des individus exposés ne montrent aucun signe habituel
de toxicité (mortalité, hypersécrétion de mucus au niveau des branchies et pertes d’équilibre) malgré
une certaine accumulation de 1’Al dans le muscle. Cependant, la truite arc-en-ciel est plus sensible
a un niveau élevé de fer dans son régime. Selon I’étude de Desjardins et al. (1987), ce seuil se si-
tuerait au-dela de 1,38 g de Fe/kg d’aliment. Cette toxicité est imputée aux effets concurrents de la
rancidité du régime alimentaire. Cette rancidité est matérialisée par une augmentation du niveau de
malondialdéhyde liée a I’augmentation de la teneur en fer dans I’aliment. Ces effets de 1’ajout de fer
dans I’aliment sont réduits par la présence d’antioxydants dans I’aliment (éthoxyquine). Des niveaux
élevés de fer (1,97 g de Fe/kg) d’aliment entrainent I’accumulation de Fe dans le foie, corrélé avec
I’augmentation de I’activité de la réductase hépatique et la saturation de la transferrine sérique, et cau-
seraient une diminution de la prise alimentaire et de la croissance, de la diarrhée ainsi que des 1ésions

au foie pouvant conduire a la mort du poisson (Carriquiriborde et al., 2004).

Plusieurs recherches ont également montré que le traitement des litieres avec les composés d’ Al per-
met d’accroitre la valeur fertilisante des litieres épandues de méme que la qualité du sol, tout en
réduisant I’impact environnemental de 1’application de litieres animales (Moore and Edwards, 2005,
2007). L’ajout d’alun a la litiere inhibe la minéralisation du P organique lors de leur entreposage et
favorise la formation de composés phosphorés alcalins rendant le P moins soluble dans le sol (Warren
et al., 2008). Compte tenu de cela et des observations de Warren et al. (2006), il semble que I’uti-
lisation des boues des bassins de décantation pour des féces dont 1’alun est utilisé pour piéger le P

n’affecte pas la prise en charge de ce dernier par la plante.

1.4 Hypotheses et Objectifs

La problématique de la pollution piscicole au P est toujours présente. Cette problématique est le
principal frein au développement du secteur de la salmoniculture au Québec. Ainsi, la validation de
techniques efficaces pour limiter cette pollution est plus que salutaire dans ce secteur. Par ailleurs,
le développement de ces techniques nécessite une connaissance assez exhaustive des mécanismes
qui interviennent dans 1’absorption et I’excrétion du P alimentaire ainsi que des minéraux dans le
milieu environnant. Chez les poissons, il existe peu de connaissances sur les mécanismes impliqués
dans la régulation de 1’absorption du P dans une situation de carence pour ce nutriment. La mise
en évidence et la compréhension de ces mécanismes permettraient une meilleure prise en compte
des sources appréciables pour le poisson. Ainsi, la prise en compte de ’ensemble de ces sources
de P permettrait une meilleure formulation des régimes et le choix d’un environnement permettant
de minimiser les rejets en phosphore. D’un autre c6té, I’'un des préalables a ce travail de recherche
est I’existence d’outils performants pour évaluer le statut minéral du poisson, et par extension la
composition proximale. Les techniques classiques disponibles sont longues, fastidieuses, et utilisent
beaucoup de produits chimiques. La validation de la précision de certains appareils comme le DXA,

pour I’analyse de la composition proximale des poissons permettrait de simplifier la détermination de
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la minéralisation chez la truite arc-en-ciel. De plus, elle simplifiera aussi 1’estimation de la rétention

en P d’un aliment a donner.

Ainsi, les trois objectifs de ce travail sont les suivants :
1. valider une technique de piégeage du P dans les effluents piscicoles par I’incorporation d’élé-

ments piégeants microencapsulés dans 1’aliment chez la truite arc-en-ciel ;

2. mettre en évidence les mécanismes d’absorption du P dans le milieu environnant chez la truite
carencée en phosphore puis révéler les mécanismes impliqués et les conditions environnemen-
tales qui les influencent ;

3. montrer la précision du DXA pour évaluer la composition proximale des truites, le statut minéral

et la rétention en P en fonction du régime utilisé.
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Chapitre 2

In situ chelation of phosphorus using
microencapsulated aluminum and iron
sulfate to bind intestinal phosphorus in

rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
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experiment in the water tank and P-release trials; 6-MPLM, KC, J-C D : design the P-trap agents

"La facilité avec laquelle nous renoncons, souvent, a notre culture ne s’explique que par notre
ignorance de celle-ci, et non par une attitude progressiste adoptée en connaissance de cause."

Cheikh Anta Diop

1

1. Ce chapitre est présenté sous forme d’article soumis pour publication dans la revue Animal Feed Science and Tech-
nology le 3 mai 2019, révisé le 17 juin et re-soumis le 04 aofit 2019.
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2.1 Résumé

L’exces de phosphore dans les écosystemes d’eau douce augmente la production primaire qui, non
contrdlée, peut conduire a une eutrophisation des cours d’eaux. En utilisant des agents piégeant (alun
et Fe,SO4) microencapsulés dans une matrice lipidique hydrogénée, deux aliments ont été administrés
aux poissons pendant 5 semaines. Les feces des poissons nourris avec les régimes contenant de 1’alun
et du sulfate de fer dégagent respectivement 54 % et 38 % moins de phosphores que celles des poissons
nourris avec des aliments conventionnels. Une seconde expérience a révélé une corrélation négative
entre le niveau de Al;SO4 encapsulé dans le régime alimentaire et le phosphore libéré par les feces
(y =-1,13x + 10,9; R? = 0,81). Les poissons supplémentés en Al,SO4 et en Fe,SO4 ont gardé leurs
performances de croissance et leurs statuts minéraux. L’incorporation d’agents piégeant encapsulés
dans les aliments pour poissons offre une approche prometteuse permettant de limiter les rejets en

phosphore dans les fermes de truites arc-en-ciel.
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2.2 Abstract

Excess phosphorus (P) in freshwater ecosystems increases primary production which, left uncon-
trolled, may lead to eutrophication, accelerating the aging process of receiving water bodies. To
limit phosphorus release resulting from feeding fish, we propose to incorporate microencapsulated
P-chelating agents into fish diets. In a first trial, alum (Al,SO4) and ferrous sulfate (Fe,SO4) were en-
capsulated by spray-chilling in a hydrogenated lipid matrix. Two practical diets incorporating one of
these two chelating elements (6 g/kg) were fed to fish for five weeks, and P release from resulting feces
was compared. In a second trial, a similar approach was used to evaluate the impact of increasing sup-
plementation of encapsulated alum (3, 6, 15 g/kg of diet). Feces from the fish fed with the diets incor-
porating alum and ferrous sulfate release 54% and 38% less phosphorus than feces from fish fed with
control diets respectively. The second experiment revealed a negative correlation between the level of
encapsulated Al,SO, included in the diet and phosphorus released by the feces (y = -1.13x + 10.9;
R? = 0.81). Feces from feed incorporating Al,SO4 at 0, 3, 6 and 15 g/kg released 69%, 58%, 43%,
and 34% of the fecal P after 14 days respectively. Fish fed encapsulated Al,SO4 have similar growth
performance and mineral status. Incorporation of encapsulated P-chelating agents into fish feed may
offer an opportunity to manage P release from fish feces. Long-term feeding studies are required
for validation of dietary Al,SO, and Fe;SO4 impacts on potential toxicity and growth/environmental

performance following chronic feeding of encapulated P chelating agents.

Keywords: Fish farming - pollution - phosphorus solubilization — encapsulating - ferrous sulfate -
Alum.
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2.3 Introduction

Eutrophication is a slow natural process by which water bodies receive nutrients in excess, notably
phosphorus (P) and nitrogen (N) leading to the growth of algae and aquatic plants (Elser et al., 2007).
In freshwater systems, it is typically the rapid enrichment of P that accelerates this process (Cor-
rell, 1998; Elser et al., 2007). In streams and lakes, P is found in dissolved and particulate form. In
dissolved form, soluble reactive phosphorus (SRP) is the amount of phosphorus directly available
for plants. This phosphorus fraction should consist mainly of the inorganic orthophosphates (0-POy,
H3PO4, H,PO, and HPOZ’). This SRP was currently determined by spectrophotometric analysis
(Maruo et al. 2016). Particulate form (organic or mineral) were in permanent exchange with dissolved
forms under the action of microorganisms and the adsorption/desorption mechanisms. SRP from these

above process in oligotrophic zone diffuses into the eutrophic zone (Khan and Ansari, 2005).

Therefore, as fish farming activities constitute point sources of organic-P discharge to the environ-
ment, measures to limit its release from fish farm effluents were necessary to protect receiving water
courses. Two strategies have been implemented to control P emissions : first; limiting dietary P level
by reducing nonavailable P source from raw ingredients to improve the digestible P fraction in diet
and second, treating effluents by mechanic filtration followed or not by a P-removal treatment (Koko,
2007). For this last strategy, organic matter filtration and removal treatment of dissolved orthophos-

phates were generally used.

Effluent P-removal methods include chemical precipitation ; crystallization enhanced chemical preci-
pitation (e.g., using steel slag, Claveau-Mallet et al. (2015)) and ion exchange (Morse et al., 1998).
Chemical precipitation by the addition of hydrated lime to the supernatant from fish sludge storage
tanks is the most widely used method. This approach was demonstrated to be very efficient (90 %
reduction of SRP) but leads to an increase in effluent pH (> 10), which needs to be diluted into the
main effluent stream. Effluent treatment techniques often take place several (< 6) months after feces
egestion, resulting in potentially significant P (80 % of total P in feces) release into the water column,

making subsequent 0-POy4 to remove higher (Dosdat, 1992).

In this study, we hypothesized that incorporating chelating agents directly into the fish diet would
reduce 0-PO; solubilization by feces in settled ponds. The compounds used to chelate the unabsorbed
P were aluminum sulfate (alum) and ferrous sulfate. These metal salts have been used since the 1950s
in municipal wastewater treatment. Studies in poultry have demonstrated the efficiency of alum and
ferrous sulfate to render P insoluble in broiler litter (Sims and Luka-McCafferty, 2002; Shreve et al.,
1995; Codling et al., 2000; Moore et al., 1999).

Phosphorus is an essential element for fish and is uniquely obtained from ingested food. In rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss), available phosphorus is rapidly absorbed in the pyloric region of the
proximal intestine (Vandenberg, 2001) with fractions of unabsorbed and unavailable P transiting to the
distal intestine. To ensure adequate P absorption in the proximal intestine, chelating compounds were

encapsulated in a hydrogenated lipid matrix. This encapsulation process limits the action of chelating
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agents in the stomach and proximal intestinal regions. Then the action of pancreatic lipases liberates
chelating compounds in the distal intestine, allowing complexation before egestion into the tank water.
This study aimed to determine the efficiency of the addition of microencapsulated chelating agents in
the fish diet to reduce P release from settled and undisturbed feces at 7 and 22 °C.

2.4 Materials and methods

2.4.1 Experimental diets

Four diets were formulated based on the National Research Council recommendations for rainbow
trout (NRC, 2011). The four diets included the following : diet Ctrl-, the negative control diet without
a chelating compound ; diet Ctrl+, the positive control diet containing the lipid encapsulation matrix
without a chelating compound ; diet Al-containing the chelating compound Al; SOy in the lipid matrix ;
diet Fe containing the chelating compound Fe;SOy in the lipid matrix. The two chelating compounds
were encapsulated whereby a molten lipid matrix (using a proprietary processing technique) by spray
chilling, thus entrapping the product of interest . The chelating compounds used to chelate the unab-
sorbed P in feces produced fine, free-flowing microbeads (between 500-1000 um) which were added
in the feed mixture at a level of 20 g/kg before pelleting for the first feeding study (Table 2.1). The che-
lating compounds, Al,SO4 and Fe,SO4 were encapsulated in a commercial-scale facility (Jefo Inc.,
St Hyacinthe, Québec, Canada). An earlier investigation was carried out to validate the best matrix to
be used in order to have a late release of chelating coumpound in the trout gastrointestinal (GI) tract

(see annexe A). Jefo lipid matrix was the best one.

For the second feeding study, encapsulated Al,SO,4 was supplemented at four (0, 10, 20 and 50 g/kg
of Al;SOg4-chelating compound which gives 0, 3, 6 and 15 g/kg of Al,SOy4 in diet, respectively)
dietary concentrations (Table 2.2). Nutrient digestibility of the two groups of 4 diets formulated in

two experiments is indicated in Table 2.3.

An indigestible marker (Sipernat S0™ as a source of insoluble acid ash (AIA)) was added to each
diet at 10 g/kg in order to evaluate the apparent digestibility coefficient (ADC). Guar gum (3 g/kg)
was added to the diets to improve feces stability. The ingredients were thoroughly mixed, and steam
pelleted using a California Pellet Mill (detail in the footnote of Table 1). Fish oil was added to the feed
in two stages ; 25 g/kg was first added to the mixture and the remaining quantity (90 g/kg) by coating
after the pellets were produced and dried in a forced-air oven (45°C, 10 h). The pellets were sieved
and stored at -20°C until feeding.
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TABLE 2.1 — Ingredients (g/kg) and proximate composition (g/kg dry-weight basis) of the test diets in
experiment!

Diets (chelating inclusion)”

Ingredients (g/kg) Cul Cul+ Al Fe
Herring meal! 300 300 300 300
Soybean meal? 130 130 130 130
Corn gluten? 167 147 147 147
Wheat grain® 165 165 165 165
Dried whey? 100 100 100 100
Fish oil 115 115 115 115
Vitamin and mineral premix* e 10 10 10 10
Sipernat 50°¢ 10 10 10 10
Guar guar® 3 3 3 3
P-chelating microbead*¢ 0 20 20 20
Lipid matrix 0 20 14 134
Chelating compound 0 0 6 6.6
Chemical composition (g/kg, dry basis)

Dry matter 940 9342 937.6 9419
Crude proteins 422 4278 419.2 4034
Crude lipids 146.6 176.7 174.8 160.9
Ash 1057 107.2 107.5 111.5
Energy (E. MJ/kg) 224 228 226 223
Total phosphorus (P) 114 129 127 127
Aluminium (Al, mg/kg) 571  56.8 960.2 50.5
Iron (Fe, mg/kg) 82.8 87.8 92.0 2490

NOTES :“Values were means of triplicate chemical analyses (n=3) per diet; ’diets designa-
tions : Ctrl = control diet without P-chelating microbeads; Ctrl+ = positive control diet with
20g/kg of microbeads containing no chelating agent; Al = diet with microbeads containing
Al,SOy ; Fe = diet with microbeads containing Fe, S04 ; ¢Sipernat 507 : a source of insoluble
acid ash comprised of 98.50% SiO, with an average particle size of S0um; dg/kg diet (italics)
of lipid or chelating compound in microbeads.

¢Supplied the following : (to provide mg/kg except when noted) : vitamin mix = thiamin HCI,
2; riboflavin, 3 ; pyridoxine HCI, 0.6; niacin, 1; calcium Pantothenate, 4 ; folic Acid, 0.2 ; bio-
tin (1mg/g), 4, vitamin B12 (0.1%), 10; vitamin A Palmitate, (250,000 IU/g) 2; vitamin D3
(400,000 IU/g), 1.5; vitamin E Acetate (500 IU/g), 29.8; menadione Sodium bisulfite (62.3%
Menadione), 3.2; t-BHQ, 0.03, Dextrose, 938.66; mineral mix = potassium iodide (76%]I),
2.63; ferrous sulfate 7H, O (20%Fe), 50; manganese sulfate H>O (32.5% Mn), 24.6; zinc sul-
fate HyO (36.44%Zn), 37.48; cupric sulfate SH,O(25%Cu), 8; sodium selenite (45.6%Se),
0.35; cobalt chloride 6H,0 (24.77%Co), 0.085; dextrose, 8§76.855. Each mix was added at
Sg/kg of diet.

North American supplier : ' Comeau’s sea food LTD ; 2Meunerie Gérard Soucy Inc. 926 route
Laurier. Sainte-Croix. QC. GOS 2H0; 3Colabor. 820 rue St-Alphonse Desrochers. Lévis. Qc.
G7A 5H9; 4Dyets. Inc. 2508 Easton Avenue. Bethlehem. PA 18017. Bethlehem. PA 18017;
SEvonik Corporation. 2 turner place Piscataway. NJ 08855-0365. USA ; ®Laboratoire Mat Inc.
Quebec. QC
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TABLE 2.2 — Ingredients (g/kg) and proximate composition (g/kg dry-weight basis) of the test diets in
experiment

Dietsb (alum inclusion)!

Ingredients (g/kg) 0 3 6 15
Herring meal 300 300 300 300
Soybean meal? 130 130 130 130
Corn gluten2 167 167 157 127
Wheat grain® 155 155 155 155
Dried whey? 100 100 100 100
Fish oil! 115 115 115 115
Vitamin and mineral premix*¢ 10 10 10 10
Sipernat 50¢ 10 10 10 10
Guar gum 3 3 3 3
P-chelating microbeads? 10 10 20 50
Lipid matrix 10 7 14 35
Chelating compound (Alum) 0 3 6 15
Proximate composition (g/kg, dry basis)

Dry matter 964.3 961.5 974.6 971.0
Crude proteins 416.8 4099 406.9 380.7
Crude lipids 160.3 160.3 166.1 186.2
Ash 109.0 108.9 109.2 111.3
Energy (E, MJ/kg) 21.8 216 217 220
Total phosphorus (P) 13.6 137 132 130

NOTES :!Diet designations : Ctrl+ or 0 : positive control diet with 10g/kg of microbeads contai-
ning no chelating agent, 3 = diet with 3 g/kg of aum inclusion, 6 = diet with 6 g/kg of alum inclu-
sion, 15 = diet with15 g/kg of alum inclusion. Microbeads with Al; SOy as chelating coumpound
was was used for inclusion. For ingredient suplier and information see table 2.1

TABLE 2.3 — Nutrient digestibility' for diets used in the two experiments (g/kg or mg/kg dry basis).

Experiment Experiment 1 (chelating inclusion) Experiment 2 (alum inclusion)

Diets Ctrl Ctrl+ Al Fe 0 3 6 15
Digestible dry matter ~ 646 =23 644 +48 661 £ 14 643+ 13 656 £07 672£15 648+£31 645+£25
Digestible Protein 355+55 356+£33 362+75 352+8.0 NA NA NA NA
Digestible lipids 97+63 121+£3.0 120£14 107+£33 NA NA NA NA
Digestible ash 43+14 48411 482418 47+14 47+20 57+21 51+24 48430
Digestible E 162 £ 4 166 £3 168 £3 162 £3 NA NA NA NA
Digestible P 05+0.01 08+0.06 0.7+0.05 0.6=£0.06 0.7+£023 05+0.12 06+0.05 0.5+0.01
Digestible Al (mg/kg) 85+£08 82+£02 9.1+£02 73+04 NA NA NA NA
Digestible Fe (mg/kg) 82+0.5 82+02 83+£04 79+02 NA NA NA NA

NOTES :!'The digestibility study was conducted in triplicate tanks. Values are indicated as mean (n
= 3 tanks) £ Standard Deviation (sd). NA : in Experiment 2, the digestibility of dry matter, ash, and
phosphorus content in the diet were only evaluated.
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2.4.2 Fish rearing, feeding and experimental design

The feeding trials were conducted for 5 weeks in a freshwater recirculating aquaculture system (98%
recirculation) at the 'LAboratoire de Recherche en Sciences Aquatiques’ (LARSA - Université Laval).
Suspended solids were removed using a sand filter, and ammonia was converted to nitrate using a tri-
ckling biofilter. Ammonia and nitrite concentrations were monitored twice weekly to assess biofilter
performance. Fish were held at 12 °C. Dissolved oxygen varied between 9.4 -10.7 mg/L and photope-
riod were adjusted to 16 h light - 8 h dark. For each experiment, all-female (n=264) triploid rainbow
trout (Exp.1: 182 £ 7 g, Exp.2 : 110 + 5 g, mean £ SEM ) were transferred from a local fish farm
(’Pisciculture des Monts de Bellechasse Inc.’, Saint-Damien-de-Buckland, Canada) to the LARSA fa-
cilities. Fish were randomly distributed among 12 green semi-square tanks (150 L volume ; density of
24 kg/m3 at the start of the study) in a complete randomized design with four diets and three replicate
tanks per diet.

Fish were acclimated during the first week and fed with the control reference diet. Fish were fed to
satiation by hand on two consecutive days per week followed by restricted feeding by belt feeders on
the subsequent five days of the week. Restricted feeding was defined as 80% of the average daily feed
intake when fed to satiation. During satiation feeding, fish were fed by hand at 08.00 AM and 3.00
PM until no further feeding activity was observed. The experiments complied with the guidelines of
the Canadian Council on Animal Care (Olfert et al., 1993) and approved by the 'Comité de Protection
des Animaux de I’ Université Laval’ (CPAUL 2010).

2.4.3 Growth measurements

Fish were weighed just before each experiment, after two weeks and at the end of the experiment
(5 weeks). Growth performance was evaluated based on fish tank biomass (tank biomass/number of
fish = Initial Body Weight or Final Body Weight; concise respectively IBW or FBW ) gain and feed
intake (FI) using the total amount of feed given to each tank in this period divided by the number of
fish. Average feed conversion ratio (FCR) standard growth rate (SGR) thermal-unit growth coefficient
(TGC) and hepatosomatic index (HSI) were calculated as follows :

— Weight gain = [(FBW - IBW) /IBW] x 100%

— FCR = [Feed intake / (FBW - IBW)]

— SGR =100 x (InFBW - InIBW) / days

— TGC =100 x (FBW!/3 - IBW!/3) / sum of daily water temperature
— HSI = (liver weight/body weight) x 100

2.4.4 Fecal collection

Feces were collected using a modified Guelph system based on Cho et al. (1982) placed under the
fish tanks. Following the last feeding (after 3 :00 PM feeding) of the previous day, the tanks and
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collection systems were thoroughly cleaned and purged immediately of any uneaten feed and feces.
Feces were collected overnight ; before the morning feeding (8 :00 AM), feces were decanted, excess
water removed and stored at -20°C. Feces were freeze-dried for 7 days before analysis to determine
ADC. Feces used for the phosphorus release experiment were collected the same day for all tanks.
For each treatment, the feces collected in the three tanks were pooled and used immediately for the

experiment.

2.4.5 Scale and carcass collection

At the beginning and end of the experiments, six fish per tank (3 for scale and 3 for carcass collection)
were sacrificed using MS-222 (150 mg/L, Syndel International Inc., Vancouver, BC, Canada) after
a periof of 24-h fasting, measured (fork length) and weighed. Scales were scraped from tail to head
and stored in 70 % ethanol solution until the ash and P determination. For carcass processing, fish
were stored at -20°C pending the determination of mineral content. Ash content in scales and carcass
were determined using the method described in Le Luyer et al. (2014). Scales were dehydrated in a
graded series of ethanol (70, 90, 100 % ; 24 h /bath), delipidated in acetone (two baths of 24 h), then
in trichloroethylene (two baths of 24 h). Carcasses were autoclaved, homogenized then freeze-dried.
Scales and carcasses were used to estimate fish bone mineral and ash whole-body content. These

parameters indicate the bone mineral status of fish (P-sufficient or P-deficient).

2.4.6 Analytical methods

Scales, carcasses, feces, and diet were analyzed for dry matter (drying in a vacuum oven for 18 h at 105
°CC) and ashed (incinerating in a muffle furnace for 18 h at 550 °C) to the nearest 0.1 mg according
to AOAC 927.05 and 930.30 methods guidelines (AOAC 1990). Phosphorus content was determined
by ion chromatography (ICS-3000, Dionex Corporation, Sunnyvale, CA) following ash digestion in
nitric acid (18 ml of HCI 50% + 3 ml nitric acid) solution and filtering (Whatman paper nol, rinsed
three times in 100 mL volumetric flask) (Naumann and Bassler, 1976). The mass of acid-insoluble

ash represented mainly the mass of Sipernat 50’ (Atkinson et al., 1984).

For diet and feces, crude protein (% Nx6.25) was quantified using the semi-automatic Kjeldahl me-
thod (Foss Electric, Denmark ; AOAC method 7, BO1-7, BO4), lipid content using ethyl ether extraction
without acid hydrolysis (Soxtec System HT12, Foss Tecator AB; Hoganas, Sweden), and crude energy
using content was an adiabatic bomb calorimeter (Parr Instrument Co., Moline, IL, USA). The ADC
for dry matter, protein, energy, lipids, and phosphorus were calculated using the following formula
(Gui et al., 2010) :

ADC = 1— (Nfeces/Sfeces) x (Sdiet / Ndiet ) (2.1

where S and N were the Sipernat 50 and nutrient content (dry matter, protein, lipids, energy, ash, and

P) in the diet or feces, respectively.
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2.4.7 Fecal phosphorus release

Feces use for P release trials was collected on two consecutive days, 3 weeks following feeding initia-
tion. These feces samples were polled according to the treatment were transferred to 50 mL conic tube
(Falcon, Becton Dickinson) and centrifuged (5 min at 1300 x g) in order to dewater feces to a similar
degree. The supernatant was removed, and the sedimented pellet was used for the P release experi-
ments. The fecal samples used for the digestibility study were collected during the entire experiment
except for these two days. These fecal samples were frozen until (-20°C) used for analytical analysis

as previously described.

Approximately 5 g of feces from each diet were placed in the bottom of a beaker (500 mL) containing
300 ml of deionized water (Hasnaoui et al., 2001). Each treatment (feces from one of the four diets)
was repeated three times. Two conditions were tested : low temperature (7°C) and room temperature
(22°C) in the absence of light. On days 1, 2, 4 and 7, duplicate water samples (5 mL) were aspirated
from each beaker using a 15 mL syringe, fitted with 0.45 um EMD Millipore Millex filter, to measure
the released inorganic P, which was determined using the molybdate vanadate American Public Health
Association method (APHA, 1992).

2.4.8 Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard error mean (SEM) or standard deviations (SD) with tank or
beaker as the experimental unit. Normality and homogeneity of variance were tested using Shapiro
Wilk, and Bartlett tests and data were log-transform when needed. When data respected the assump-
tions of normality ANOVA, or ANCOVA was performed. For growth performance indicators and
P-status despite the IBW was significantly (P = 0.033 and 0.007) different between diet, ANCOVA
was used to compare the effect of diet on growth indicator (FBW, FI, WG, TGC, HIS, ash, and P
content). When analysis showed a significant difference, the Tukey test was performed to compare
the treatments. For the 0-PO4 release, two way (feces and time) analysis of variance was performed.
When significant interaction between these factors was found, the Tuckey test was used to compare
treatment each time (Zar, 1999). All statistical analyses were performed using R version 3.2.3. The
level of significance used in all tests was P<0.05. Regression analysis was performed using the regres-
sion function of the software Microsoft Excel (Microsoft, Seattle, WA, USA).

2.5 Results

Effect of feeding encapsulated alum and iron sulfate

At day 0, individual average body mass for fish feed with Fe was lower than feed with Ctrl+. However,
the initial individual body mass of these two groups does not individually differ with the other two
groups (Ctrl and Al). These differences were found to impact feed intake, mass gain, and TGC during

the first two weeks. These differences disappeared after five weeks (Table 2.4 and Table 2.5).
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TABLE 2.4 — Growth performance indicators of fish during experiment 1.

Diets Statistics
Growth .
Unit Week Ctrl Ctrl+ Al Fe Pooled SEM P-value
performance
IBW! 0 179%  190®  185%  175¢ 3.4 0.033%*
FBW! J 5 26948 2865 2608 2564 6.2 0005
Feed intake 2 42.8> 447° 38791 3574 1.72 0.0007%
& 5 79.6 73.88 7428  68.14 1.53 0.0007%
Weicht eain 2 3797 415¢ 3397 2684 1.44 0.003:
gnte & 5 519 544 407 541 1.45 0.112 (ns)
2 .15  1.07 114 133 0.05 0.065 (ns)
1
FCR ge 14 146 165 119 0.15 0.326 (ns)
TGC! 2 022" 023 019% 0.16° 0.024 0.006%*
5 0.19 018 015 022 0.021 0.177 (ns)
0 1.03¢
1,2 ks
HSI % 5 1.6 1.4° 1.45 1.4b 0.201 0.001

NOTES :!Initial body weight IBW), Final body weight (FBW), feed conversion ratio (FCR),
thermal-unit growth coefficient (TGC) and hepatosomatic index (HSI). Values (IBW, FBW, feed
intake, weight gain, FCR, TGC, and HSI) were means of 3 tanks by treatment (experimental
unit). For parameter pooled Standard Error of Means (SEM) were shown. Means were analyzed
with one-way ANCOVA (effect of diet), as covariable IBW (P=0.033). Means within each para-
meter were analyzed at 0 or 2 weeks (tiny letters) and the end of the trial (capital letters). Values
not sharing identical letters were significantly different (P<0.05). 2For HSI at the beginning of
the trial (Ow), one sample was taken. This mean is compared to 4 means from 4 treatments
(diets, Ctrl = control, Ctrl+ = control positive, Al = diet with alum inclusion, Fe = diet with Iron
inclusion) at the end of the trial. Ns= not significant. * P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001.

TABLE 2.5 — Growth performance indicators of fish during experiment 2.

Diets Statistics

Growth performance Unit Week 0 3 6 15  Pooled SEM  P-value

IBW 0 1132 109 114> 1120 2.2 0.007*
FBW & 5 171 168 173 167 4.5 0.064 (ns)
Feed intake 2 286 277 300 227 1.54 0.056 (ns)

& 5 634 563 636 579 1.41 0.095
Weieht ain 2 172 206 183 186 1.22 0.562 (ns)

cleht ga & 5 4028 37.6% 4058 3644 1.15 0.047%
2 1.67 136 167 123 0.153 0.131 (ns)

FCR gl 157 149 157 159 0.054 0.539
TGC 2 0.14 0.17 015 0.15 0.014 0.340 (ns)
5 0.19 018 0.19 0.17 0.010 0.075 (ns)

The ash content in fish scales (30.6 £+ 2.2%) was similar at the beginning and end of the experiment.
However, the ash content of carcasses was significantly higher at the beginning (9.4 + 1.0%) than the
end (7.8 & 0.4%) of the experiment. At the end of the experiment, carcass ash was similar regardless

of the dietary treatment. These same variations were found in P carcass (Table 2.6).
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TABLE 2.6 — Ash and P level (%, dry basis) in carcasses and scales at the beginning (0 wk) and the
end (5 wk) of the Experiment 1.

0 wk 5 wk Statistics
P statut indicator’ Cul Cul+ Al Fe  Poled SEM  P-value
Scale ash 31.4 31.3 283 315 309 2.35 0.303 (ns)
Carcass ash 9.4b 8.3¢ 77a 7.8 7.5¢ 0.70 0.012%*
Scale P 29¢  39% 32¢ 300 44 0.08 0.026%
Carcass P 1512 1367 1.26% 1.29¢ 1.224 0.81 0.0007%*:*

NOTES :!Values were indicated as means. The different letters indicate significantly different
means (P<0.05). Ash (or P) (%) = ash (or P) content/dry sample weight (g). For paramater
pooled Standard Error of Means (SEM) were shown. At the begining of the trial (0 wk), one
sample was taken. This mean is compared to 4 means from 4 treatments (diets, Ctrl = control,
Ctrl+ = control positive, Al = Diet with alum inclusion, Fe = diet with Iron inclusion) at the end.
One-way ANCOVA follows by Tuckey pairwaise comparison : ns= not significant. *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001.

The amount of P content in fecal matter use for P-release experiment was 18 £ 0.75 g/kg (mean =+
sd; dry basis). These values do not differ significantly according to the feces derived from considered
diets. Thus, P-release was related to dry matter (DM). The release of 0-PO4 from the feces of fish
fed different diets was higher at room temperature (Figure 2.1). Indeed, the minimum and maximum
values, after seven days, were 2.7 £ 0.3 and 4.0 + 0.2 mg/g DM of feces at seven °C and 3.4 4+ 0.4
and 6.5 £ 0.2 mg g-1 at 22°C, respectively. It seems that the effect of chelating compounds was more
pronounced at room temperature. Indeed, after seven days, the 0-POy4 released in feces from Ctrl and
Ctrl+ was significantly higher than released by feces from diets with chelating compounds (Fe and

Al). The feces from Al diet released the lowest quantity of 0-POj.

147 ANOVA: 14 1 ANOVA: aCtrl e Ctrl+
Diet: P=0.003 oCtrl - @Ctri+ Diet P0001 @Al mFe §
12 { Time: P<0.001 @ Al & Fe 12 Time: P=0.001 fM
Diet x Time : P=0.03 0 Diet x Time: P=0.008
d
104 7°C 104 22 %
= = .
o o r|be
2 84 L i
[=2]
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3 61 3 6
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4] 4]
2 2
0 A 0

Days

FIGURE 2.1 — 0-POy release over 7-day incubation by feces (expressed as DM from fish fed expe-
rimental diets at (7°C, left panel) and at (22°C, right panel).The value represents the 0-POy4 release
(mean =+ sd, n = 3). Two ways ANOVA follows by Bonferroni pairwise comparison was used to
identify the differences. The different letters indicate significantly different means (P<0.05).

59



Experiment 2 : increasing Al,SO, concentration

Scales mineralization only significantly differed between fish at the beginning, and the fish fed after
five weeks with diet having the highest inclusion of Alum (15 g/kg). At the end of the five-week
feeding study, the level of alum incorporation did not affect scale mineralization of fish fed increasing
Al (Figure 2.2).

ANOVA: p=0.054

[42]
(3]
1

o

= N N w
(4] o (3] o
I I I I

Ash in scales (%, dry basis)
o

o O
I 1

TO 0
Alum included in diet (g kg-)

FIGURE 2.2 — Scales mineralization of graded levels of alum included : 0, 3, 6, 15 g/kg). The values
represent mean + sd (n=3). ANCOVA followed by Tuckey pairwise comparison, was used to identify
significant differences. The different letters indicate the significantly different means (P<0.1) : ns=not
significant; * P<0.05; ** P<0.01; ***P<0.001.

Release of 0-PO,4 from the feces increased significantly during the incubation period (0-14 days).
The level of encapsulated Al incorporated in diets influenced fecal 0-PO4 release over time. The
interactions between the level of encapsulated Al and time were highly significant (P<0.001). Thus,
after 14 days, the amount of 0-PO4 released was highest from the feces of fish consuming the control
diets (11.7 mg of 0-PO4 /g DM, P<0.01).

At the end of the feces incubation period (days 14), there was a highly significant linear regression
(P<0.001 ; Figure 2.3) between fecal 0-POy4 release and encapsulated Al concentration fed to fish. Pi
release experiment, feces from fish fed with a diet with 15 g/kg of encapsulated alum demonstrated
a reduced fecal P release at the level of those released after four days by feces from the diet without

alum.
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FIGURE 2.3 — Relation between 0-PO4 feces (0, 3, 6, 15 g/kg of alum) released after 14 days and
the level of encapsulated alum included in diets.The values represent mean + sd (n=3). ANCOVA
followed by Tuckey pairwise comparison, was used to identify significant differences. The different
letters indicate the significantly different means (P<0.1) : ns = not significant; * P<0.05; ** P<0.01;

*4%P<0.001.
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2.6 Discussion

Numerous developments have been made in the field of encapsulated food ingredients (Gibbs et al.,
1999). In this study, 0-PO4 chelating compounds were dispersed with a molten hydrogenated vegetable
fat matrix and lipid microcapsules produced by spray-chilling (Champagne and Fustier, 2007). Lipid-
based microcapsules resulting from this process were assumed to remain mostly intact through gastric
and proximal intestinal transit, with chelating compounds being released into the intestinal lumen as

intestinal lipases degrade the lipid microcapsules.

Regarding P absorption dynamics in fish, the anatomical region where chelating compounds were
released is a key component determining the effectiveness of this technique. Ideally, the chelating
compounds should be released after P absorption sites, those being within the pyloric caeca and re-
gions immediately distal thereof (Avila et al., 2000; Sugiura et al., 2003). Release occurring before
this part may lead to inadequate P absorption inducing P deficiency, with negative impacts on adequate
tissue mineralization and growth performance (NRC, 2011). The kinetics of chelating compound re-
lease from lipid microcapsules, therefore, depends on the activity of the lipases in the different regions
(stomach, pyloric caeca, midgut, and hindgut) of the GI tract. Few studies have been conducted to de-
termine the difference in lipase activity between these GI tract regions in rainbow trout. The most
relevant study only considers the total lipase activity (Furné et al., 2005). We have previously deter-
mined that lipase activity is significantly higher in the pyloric caeca/midgut versus the stomach and
hindgut in rainbow trout of 120 and 800 g (Ndiaye 2018 unpublished data, Appendix A).

The results of scale mineralization do not show signs of P deficiency in fish fed diets with chelating
compounds. This support the underlying assumption that the lipid microspheres were degraded distal
to the sites of P absorption. Indeed, Deschamps et al. (2014) and Le Luyer et al. (2014) demonstrated
a rapid decrease in scale mineralization in rainbow trout fed a P-deficient diet. The levels of ash in
scales of fish used in the two feeding experiments (30.6-32.0%) were similar to the values found in
trout fed with sufficient dietary phosphorus Le Luyer et al. (2014). In the current studies, neither scale
nor carcass mineralization was altered following feeding encapsulated P-chelating compounds. The
level of P included in diets in these two experiments was high compared to the commercial rainbow
trout (200-300 g) diet (11.2-13.7 vs. 9.0 g/kg). Early release chelating compound in the GI tract of
fish would lead to, with Fe and 15 g/kg of Alum included diets, either a P-deficiency or significant
absorption of Fe or Al. In both cases, we did not notice any significant difference in mineral status
(Table 2.6 and Figure 2.2) and Al or Fe digestibility (Table 2.3), when compared to the other

treatments, thus confirming our underlying assumption.

Another argument that confirms liberation in the distal part of the intestine is the fact that we do not
detect any sign of intoxication-related to the accumulation of Fe and Al in fish tissues although high
levels supply. For fish, iron is more toxic than Al (Bury et al., 2003; Desjardins et al., 1987; Handy
and Poxton, 1993) and it is required in small quantities in the feed (0.1-0.3 g of Fe/kg-1 of feed).
At higher concentrations (0.2-6.3 g of Fe/kg of diet), fishes develop signs of intoxication from this
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element (Baker et al., 1997; Desjardins et al., 1987). Iron intoxication causes a decrease in feed intake
and growth, diarrhea, and liver damage (an increase of HSI) that can lead to fish death. Despite the
high level of iron (2.4 g of Fe/kg of feed) inclusion the experiment 1, no signs of intoxication were
reported (Table 2.4).

Few studies have been performed to highlight the effect of adding alum or iron on the insolubilization
of P from egested feces in fish. Preliminary studies on the use of encapsulated alum in the diet of
rainbow trout were aimed to reduce feces friability (Fournier, 2012). This study demonstrated that the
addition of alum reduced the suspension of 0-PO,4 by up to 85 % (10.5 g of Al/kg of feed) over a one-
week sampling period. In experiment 1, we observed reductions of 54% and 38% of 0-PO4 with the
inclusion of 0.9 g/kg of Al and 2.4 g/kg of Fe, respectively, which is consistent with Fournier (2012).
The second experiment also confirmed this study and highlighted the dose-effect of encapsulated
dietary alum on the insolubilization of fecal P. Indeed, the levels of 0-PO, released from feces after 14

days were reduced by 15, 38 and 50% for the 3, 6, and 15 g/kg feed of encapsulated alum, respectively.

On the other hand, the form of phosphorus has a significant effect on the solubilization of P from feces.
Lall and Lewis-McCrea (2007) noted that calcium-bound phosphorus (main hydroxyapatite) fractions
were insoluble, whereas fractions of organic P (OP; 60-80% of total P) were dissolved over time
(Ackefors and Enell, 1990; Dosdat, 1992; Foy and Rosell, 1991). There is a consensus on this level of
fecal organic P (Ouellet, 1999) despite great variability from one experience to another (Dosdat, 1992;
Lall, 1991). It seems that fecal OP is largely mineralized to 0-POy4 after a few days. Garcia-Ruiz and
Hall (1996) showed with laboratory tests that 40% of total phosphorus (TP) in feces could be dissolved
in 5 hours, which corresponds to a proportion of 50-70% of the OP fraction. Dosdat (1992) reported
48% TP mineralization after 15 days (at 17 °C). In our first study, 50-60% of TP mineralization in
the feces (18-20 mg of P/g) was obtained after one week from feces of fish fed control diets (Ctrl and
Ctrl+) devoid of chelating compounds and incubated at 22 °C. In the second experiment, 69% of the
TP was mineralized at the end of the 14th day (at 22 °C) for feces from control feed-derived feces.

These results clearly demonstrate that it is possible to reduce by about half the OP mineralization
from trout feces using the encapsulated chelating compounds, that were already approved and widely
employed as approaches for wastewater treatment (Metcalf and Eddy, 2003; Morse et al., 1998).
Several nutritional strategies have been developed to minimize P loaded in fish farm effluent. Low-P
diets (Ketola and Harland, 1993; Bureau et al., 2000), high nutrient-dense diets (Cho and Bureau,
1997) and inclusion of plant-derived proteins (Medale et al., 1998) have been used in recent decades
to address this problem. Considering that the requirements of nutrients in most animals are known to
decrease with age because the growth rate decreases and the dietary nutrients including P are used
mainly for maintaining the metabolic functions. According to this Sarker et al. (2011) shows that
the feeding phase of P in diets (alternating P-sufficient and Low-P diets) for larger fish is a clear

opportunity to significantly reduce (182.7%) P output from trout farm facilities.

This P output from fish feeding is the main source of P pollution on fish farms and is predominantly
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represented by fish feces. Mechanical filtration and settling suspend solids allowed to reduce 20 to
55% of total P release into effluents (D’Orbcastel et al., 2006). Using the technique described in his
study we obtained the close reduction than using both mechanical filtration and settling suspended
solids (34 to 54%) and more than those found with sludge filtration in steel slag methods (36%, e.g.,
(Puigagut et al., 2011) and (Kaiv et al., 2016)). Contrary to Steel slag methods and liming using CaO,
micro-encapsulating Al and Fe included in the diet does not increase effluent pH. The combination
of inclusion of encapsulated P-traps in early growing (50-300 g) phase and the use of Low-diet in the
late growing phase (300-700 g) combined with sludge treatment using steel slag methods (Kdiv et al.,
2016), could allow fish farms to reduce P loads to the environment, improving the environmental-

friendship of rainbow trout diets.

2.7 Conclusion

Minimizing P wastes is a critical factor for the environmental sustainability of freshwater aquaculture
operations. The proposed technique offers a novel approach to capture soluble P from feces. This will
have the effect of limiting the level of effluent phosphorus and ultimately, the level of this element
being discharged into receiving aquatic ecosystems. In the context of Quebec’s freshwater aquacul-
ture sector, where there exists a mandatory threshold of 4.2 kg of P/ton of fish produced, the dietary
incorporation of microencapsulated chelating compounds described herein may provide a practical
tool to assist in managing effluent P emissions and allow the sector to pursue anticipated sustainable
industry growth and development. A complementary long-term study is required ensure no toxic im-
pacts of chronic feeing of micro-encapsulated Al and Fe in diets. Finally, large-scale experiments on
conventional rainbow trout farms over an entire growing cycle should be carried out to validate the

reduction of P output from these facilities.

2.8 Acknowledgments

We greatly thank the technical assistance of the staff at the LARSA and "Groupe de Recherche Intégré
en Physiologie et sciences Animales’ (GRIPHA) at the 'Université Laval’, particularly to Yolaine Le-
beuf and Nancy Bolduc. This project was supported by "Ministére de I’Agriculture, des Pécheries et de
I’Alimentation-INNOVAMER’, Ressources Aquatiques Québec (RAQ) and the Programme Canadien
des Bourses de la francophonie (PCBF).

2.9 Bibliographie

Ackefors, H. and Enell, M. (1990). Nutrient discharges from aquaculture operations in nordic coun-

tries into adjacent sea areas. Ambio, 19(1) :28-35.

APHA (1992). Standard methods for the examination of water and wastewater. In American Water

64



Works Association/Water Pollution Control Federation (APHA-AWWA-WPCF), 17th ed. Washing-
ton, DC, USA.

Atkinson, J., Hilton, J., and Slinger, S. (1984). Evaluation of acid-insoluble ash as an indicator of
feed digestibility in rainbow trout (Salmo gairdneri). Canadian Journal of Fisheries and Aquatic
Sciences, 41(9) :1384-1386.

Avila, E. M., Tu, H., Basantes, S., and Ferraris, R. P. (2000). Dietary phosphorus regulates intesti-
nal transport and plasma concentrations of phosphate in rainbow trout. Journal of Comparative
Physiology B, 170(3) :201-209.

Baker, R. T. M., Martin, P., and Davies, S. J. (1997). Ingestion of sub-lethal levels of iron sulphate by
african catfish affects growth and tissue lipid peroxidation. Aquatic Toxicology, 40(1) :51-61.

Bureau, D. P., Harris, A. M., Bevan, D. J., Simmons, L. A., Azevedo, P. A., and Cho, C. Y. (2000).
Feather meals and meat and bone meals from different origins as protein sources in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) diets. Aquaculture, 181(3-4) :281-291.

Bury, N. R., Walker, P. A., and Glover, C. N. (2003). Nutritive metal uptake in teleost fish. Journal of
Experimental Biology, 206(1) :11-23.

Champagne, C. P. and Fustier, P. (2007). Microencapsulation for the improved delivery of bioactive
compounds into foods. Current Opinion in Biotechnology, 18(2) :184-190.

Cho, C. Y. and Bureau, D. P. (1997). Reduction of waste output from salmonid aquaculture through
feeds and feeding. The Progressive Fish-Culturist, 59(2) :155-160.

Cho, C. Y, Slinger, S. J., and Bayley, H. S. (1982). Bioenergetics of salmonid fishes : energy intake,
expenditure and productivity. Comparative Biochemistry and Physiology Part B : Comparative
Biochemistry, 73(1) :25-41.

Claveau-Mallet, D., Lida, F., and Comeau, Y. (2015). Improving phosphorus removal of conventional
septic tanks by a recirculating steel slag filter. Water Quality Research Journal, 50(3) :211-218.

Codling, E. E., Chaney, R. L., and Mulchi, C. L. (2000). Use of aluminum-and iron-rich residues to
immobilize phosphorus in poultry litter and litter-amended soils. Journal of Environmental Quality,
29(6) :1924-1931.

Correll, D. L. (1998). The role of phosphorus in the eutrophication of receiving waters : A review.
Journal of Environmental Quality, 27(2) :261-266.

Deschamps, M., Poirier Stewart, N., Demanche, A., and Vandenberg, G. W. (2014). Preliminary
study for phenotypic description of vertebral abnormalities in triploid trout subjected to prolonged
deficiency in phosphorus. Journal of Applied Ichthyology, 30(4) :833-839.

65



Desjardins, L. M., Hicks, B. D., and Hilton, J. W. (1987). Iron catalyzed oxidation of trout diets
and its effect on the growth and physiological response of rainbow trout. Fish Physiology and
Biochemistry, 3(4) :173-182.

D’Orbcastel, R. E., Roque, E., and Blancheton, J. P. (2006). Wastes from marine fish production

systems : Characterization, minimization, treatment and valorization. World Aquaculture, 37 :173—
182.

Dosdat, A. (1992). L’excrétion chez les poissons téléostéens : L’azote. La pisciculture francaise,
108 :25-40.

Elser, J. J., Bracken, M. E. S., Cleland, E. E., Gruner, D. S., Harpole, W. S., Hillebrand, H., Ngai, J. T,
Seabloom, E. W., Shurin, J. B., and Smith, J. E. (2007). Global analysis of nitrogen and phosphorus
limitation of primary producers in freshwater, marine and terrestrial ecosystems. Ecology letters,
10(12) :1135-1142.

Fournier, J. (2012). Optimisation de la formulation d’un régime a teneur réduite en phosphore chez la
truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) dans le but de réduire les rejets en phosphore. Phd thesis,

Université Laval, Québec, Canada, Québec, Canada.

Foy, R. H. and Rosell, R. (1991). Loadings of nitrogen and phosphorus from a northern ireland fish
farm. Aquaculture, 96(1) :17-30.

Furné, M., Hidalgo, M. C., Lépez, A., Garcia-Gallego, M., Morales, A. E., Domezain, A., Domezainé,
J., and Sanz, A. (2005). Digestive enzyme activities in adriatic sturgeon Acipenser naccarii and

rainbow trout Oncorhynchus mykiss. a comparative study. Aquaculture, 250(1) :391-398.

Garcia-Ruiz, R. and Hall, G. H. (1996). Phosphorus fractionation and mobility in the food and faeces
of hatchery reared rainbow trout (Onchorhynchus mykiss). Aquaculture, 145(1-4) :183-193.

Gibbs, F., Selim, K., Inteaz, A., Catherine, N., and Mulligan, B. (1999). Encapsulation in the food
industry : a review. International Journal of Food Sciences and Nutrition, 50(3) :213-224.

Gui, D., Liu, W, Shao, X., and Xu, W. (2010). Effects of different dietary levels of cottonseed meal
protein hydrolysate on growth, digestibility, body composition and serum biochemical indices in

crucian carp (carassius auratus gibelio). Animal Feed Science and Technology, 156(3) :112-120.

Handy, R. D. and Poxton, M. G. (1993). Nitrogen pollution in mariculture : toxicity and excretion of

nitrogenous compounds by marine fish. Reviews in Fish Biology and Fisheries, 3(3) :205-241.

Hasnaoui, M., Kassila, J., Loudiki, M., Droussi, M., Balvay, G., and Barrouin, G. (2001). Relargage
du phosphore a I'interface eau-sédiment dans des étangs de pisciculture de la station deroua (béni
mellal, maroc). Revue des sciences de I’eau/Journal of Water Science, 14(3) :307-322.

66



Ketola, H. G. and Harland, B. F. (1993). Influence of phosphorus in rainbow trout diets on phosphorus
discharges in effluent water. Transactions of the American Fisheries Society, 122(6) :1120-1126.

Khan, F. A. and Ansari, A. A. (2005). Eutrophication : an ecological vision. The botanical review,
71(4) :449-482.

Ko6iv, M., Mahadeo, K., Brient, S., Claveau-Mallet, D., and Comeau, Y. (2016). Treatment of fish
farm sludge supernatant by aerated filter beds and steel slag filters-effect of organic loading rate.

Ecological engineering, 94 :190-199.

Koko, K. D. G. (2007). Une stratégie nutritionnelle de réduction du phosphore (p) dans les effluents
aquacoles : I’alimentation en phase des truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) avec alternances
d’un régime carencé et d’un régime équilibré en phosphore. Master’s thesis, Université Laval,

Québec, Canada.

Lall, S. (1991). Digestibility, metabolism and excretion of dietary phosphorus in fish. In Nutritio-
nal Strategies and Aquaculture Waste. First International Symposium on Nutritional Strategies in

Management of Aquatic Wastes. University of Guelph, Guelph, Ontario. 1991.

Lall, S. P. and Lewis-McCrea, L. M. (2007). Role of nutrients in skeletal metabolism and pathology
in fish—an overview. Aquaculture, 267(1) :3-19.

Le Luyer, J., Deschamps, M., Proulx, E., Poirier Stewart, N., Robert, C., and Vandenberg, G. (2014).
Responses of different body compartments to acute dietary phosphorus deficiency in juvenile tri-

ploid rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, walbaum). Journal of Applied Ichthyology, 30(4) :825—
832.

Medale, F., Boujard, T., Vallée, F., Blanc, D., Mambrini, M., Roem, A., and Kaushik, S. J. (1998).
Voluntary feed intake, nitrogen and phosphorus losses in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fed

increasing dietary levels of soy protein concentrate. Aquatic Living Resources, 11(4) :239-246.

Metcalf, E. E. and Eddy, H. (2003). Wastewater Engineering, Treatment, Disposal and Reuse, chapter
Wastewater engineering : treatment and reuse. Boston, US : McGraw-Hill Higher Education (No.
628.3 T252s), MA, USA.

Moore, P. A., Daniel, T. C., and Edwards, D. R. (1999). Reducing phosphorus runoff and improving
poultry production with alum. Poultry Science, 78(5) :692—698.

Morse, G. K., Brett, S. W, Guy, J. A., and Lester, J. N. (1998). Review : phosphorus removal and

recovery technologies. Science of the total environment, 212(1) :69-81.

Naumann, K. and Bassler, R. (1976). The Chemical Analysis of Feeds. Methodenbuch Bd. III. Verlag

J. Neumann-Neudamm, Germany, 24 chapters.

NRC (2011). Nutrient requirements of fish and shrimp. National Academy Press, Washington, DC.

67



Olfert, E. D., Cross, B. M., and McWilliam, A. A. (1993). Guide to the care and use of experimental

animals. Canadian Council on Animal Care Ottawa.

Ouellet, G. (1999). Les rejets des stations piscicoles et leurs impacts environnementaux. Tech. report,
Ministere de 1’ Agriculture, des Pécheries et de 1’ Alimentation, Direction de 1’Innovation et des

technologies.

Puigagut, J., Angles, H., Chazarenc, F., and Comeau, Y. (2011). Decreasing phosphorus discharge
in fish farm ponds by treating the sludge generated with sludge drying beds. Aquaculture, 318(1-
2) :7-14.

Sarker, P. K., Fournier, J., Boucher, E., Proulx, E., de la Noiie, J., and Vandenberg, G. W. (2011).
Effects of low phosphorus ingredient combinations on weight gain, apparent digestibility coeffi-
cients, non-fecal phosphorus excretion, phosphorus retention and loading of large rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Animal Feed Science and Technology, 168(3) :241-249.

Shreve, B. R., Moore, P. A., Daniel, T. C., Edwards, D. R., and Miller, D. M. (1995). Reduction
of phosphorus in runoff from field-applied poultry litter using chemical amendments. Journal of
Environmental Quality, 24(1) :106-111.

Sims, J. T. and Luka-McCafferty, N. J. (2002). On-farm evaluation of aluminum sulfate (alum)
as a poultry litter amendment : Effects on litter properties. Journal of Environmental Quality,
31(6) :2066.

Sugiura, S. H., McDaniel, N. K., and Ferraris, R. P. (2003). In vivo fractional pi absorption and napi-ii
mrna expression in rainbow trout are upregulated by dietary p restriction. American Journal of

Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, 285(4) :R770-R781.

Vandenberg, G. W. (2001). Encapsulation de phytase microbienne : L’influence sur la disponibilité

de nutriments chez la truite arc-en-ciel. PhD thesis, Université Laval.

Zar, J. H. (1999). Biostatistical analysis. Biostatistical Analysis, 4 ed. Upper Saddle River, Prentice
Hall, London, UK. ISN : 9780130815422. 929 p.

68



Chapitre 3

Assess body composition and dietary
phosphorus retention using Dual-energy
X-ray absorptiometry (DXA) :
application on juvenile rainbow trout,

Oncorhynchus mykiss (Galbanum)

Author Contributions : 1-GVW, MPLM, WN : conceptualize the work; 2-WN, MPLM, MHD, YL,
and GVW : redact the paper; 3-YL, WN : conduct proximate composition analysis ; 4-WN, MPLM,
MHD : analyses and interpret the data; 5-WN and MHD : lead the experiment in the water tank,
6-WN, MHD : perform DXA scans of fish carcass. !

"La vérité scientifique a pour signe la cohérence et ’efficacité. La vérité poétique a pour signe la
beauté."

Aimé Césaire

1. Ce chapitre est présenté sous forme d’article soumis pour publication le 04 novembre 2019 dans la revue Aquaculture
Research. L article corrigé selon les recommandations des correcteurs est re-soumis le 05 mai 2020.
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3.1 Résumé

Cette étude a testé la précision de 1’absorptiometre biphotonique a rayons X (DXA) pour 1’évaluation
de la composition proximale de truites arc-en-ciel (36-136 g) nourries a différents niveaux de phos-
phore (P : control = 11 g P/kg et régime pauvre en P = 5,5 g de P/kg). Les analyses ont été effectuées
sur des carcasses congelées et décongelées. Les données du DXA ont été comparées a celles des ana-
lyses chimiques. La teneur en P était bien prédite par le DXA [ P = - 0,087 + 0,092 (teneur minérale
osseuse) + 0,003 (masse maigre); R? =091, temps : P<0,001]. Les estimations de la rétention et du
rejet en P sont similaires a celles obtenues a 1’aide de méthodes classiques. D’ autres composantes cor-
porelles, notamment le poids, I’humidité, les protéines et la teneur en calcium ont été également bien
prédites, indiquant que le DXA est une méthode fiable pour 1’analyse de la composition corporelle de

la truite, a I’exception de la teneur en lipides.
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3.2 Abstract

Dual-energy x-ray absorptiometry (DXA) was evaluated to estimate body composition of rainbow
trout (O. mykiss), with an emphasis on phosphorus (P) retention. Ninety rainbow trout (36 to 136
g) fed with control (1.10%) or low-P (P-deficient diet, 0.55%) diets, were scanned using a DXA
instrument, both frozen and thawed. Whole-body scans were analyzed using the ‘rat whole body’
scan mode. Chemical analyses determined crude lipid and crude protein, water, ash, phosphorus (P),
and calcium (Ca) . Except for lipid, DXA predicted accurately body composition. The prediction ca-
pabilities of the model were assessed by comparing actual and simulated body composition using
the generated equations. Results showed good agreement except for lipid and P for which adjusted
equations were proposed resulting in highly improved predictions. To predict total carcass P, P re-
tention/excretion, an equation predicting body P was developed and adjusted based on the validation
[Body P (g) =- 0.087 + 0.103 (BMC) + 0.00336 (lean), R? =0.91, P<0.001]. Retention and loading
estimates for P using models from DXA are similar to those from chemical methods. Our results sug-
gest that DXA can estimate body content of protein, moisture, ash, and P; refinement is needed to

predict body lipid content.

Keywords : DXA, body composition, accuracy, trout, phosphorus.
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3.3 Introduction

In the aquaculture industry, the importance of flesh color and chemical composition has increased in
the two last decades (Calanche et al., 2020). Lipid content of the fillet is important to flesh texture
and flavor Johansson et al. (2000); Mgrkgre et al. (2001); Quillet et al. (2005). Whole-body lipid
composition depends mainly on feed characteristics (e.g., digestible protein and energy content) and
genetics (Quillet et al., 2005).

Moreover, high body lipid content is associated with a high visceral-somatic index and a low carcass
yield. The interest in understanding body composition dynamics points to the importance of having
adequate tools to estimate the chemical composition of whole-body fish. Traditionally, dissection has
been used to isolate lean, fat, and bone tissue deposition (Soladoye et al., 2016), and chemical analyses
of the carcass composition are still thoroughly employed (Johnson et al., 2017; Wood, 2004; Lovett
et al., 2019).

Over the past few decades, with the concerns related to P pollution from freshwater fish farms, the
ability to monitor P deposition in fish has been an essential component of the sustainability of the
production. Indeed, the levels of ash or P contents in the carcass and scales (Koko, 2007; Deschamps
et al., 2014; Le Luyer et al., 2014) are tools used to highlight fish mineral status and P fish retention.
Classical methods to determine whole-body composition are costly, require significant effort for dis-
section and laboratory manipulation, are subject to operator bias and require lethal sampling. Quillet
et al. (2005) reported attempts to develop noninvasive methods for measuring body composition of
fish. Electric conductivity (Hancz and Horn, 2003), near-infrared reflectance spectroscopy (Gjerde
and Martens, 1987), and condition factor (Kora et al., 2000) are either difficult to apply or do not

allow an exhaustive estimate of all measurements of the whole-body chemical composition.

Based on differential attenuation of high and low energy X-rays by the major components of ani-
mal tissues including bone mineral content/density, lean, and fat, dual-energy X-ray absorptiometry
(DXA) is a non-invasive, easy-to-operate, precise and relatively inexpensive technology for carcass
composition determination (Soladoye et al., 2016). Its principle has been widely described in the li-
terature (Brienne et al., 2001; Jebb, 1997) and its accuracy demonstrated in pigs (Pomar and Rivest,
1996; Scholz et al., 2007; Mitchell et al., 1998), broilers (Mitchell et al., 1997a; Shim et al., 2012), and
beef (rib carcasses ; (Mitchell et al., 1997b)). In fish, few studies have been conducted to validate DXA
accuracy for estimation of whole-body composition Johnson et al. (2017); Wood (2004); Lovett et al.
(2019). These reports concluded that DXA appears to be a viable tool for assessment of whole-body
composition for king salmon, channel catfish, and hybrid striped bass. However, an underestimation

of fat and an overestimation of lean was reported (Soladoye et al., 2016).

Pencil-beam and fan-beam are the most commonly applied bone densitometer technologies. Pencil-
bean densitometers were the first generation of DXA systems to market and gave the best accuracy
(Ruetsche et al., 2000). Due to the long scan time using pencil bean densitometers (up to 30 min), fan-

beam DXA systems were developed to speed up the testing process (3 min). The image acquisition
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time for the lastest fan-bean models was reduced to 10-30 s. With pencil-beam and fan-beam systems,
most scattered photons miss the detector, and accurate measurement of the transmitted radiation is
possible without any confusing signal from scattering. More recently, cone-beam systems (PIXImus
lunar) were introduced in which the single the entire scans field is imaged in a single exposure using

a two-dimensional detector after only 1 s (Blake et al., 2005).

The objective of this study was to evaluate the potential of fan-bean DXA to estimate the composition
of rainbow trout. In particular, we assessed DXA as an approach to quantify whole-body P content to

determine P-retention and P-loading, to estimate P emissions.

3.4 Materials and methods

3.4.1 Experimental diets

Diets were formulated according to National Research Council recommendations for rainbow trout
(NRC, 2011). Two diets with different levels of total P (Control = 1.10% and Low-P diet = 0.55%)
were formulated to induce large variability in fish mineral status (table 3.1). The ingredients were
thoroughly mixed, and steam pelleted, using California Pellet mill (3 mm diameter ; Mode! CPM CL-
5, California Laboratory Pellet Mill, Crawfordsville, IN, USA). Fish oil was added to the feed in two
stages ; 40 g/kg was first added to the mixture and the remaining quantity (140 g/kg) by coating after
the pellets were produced and dried in a forced-air oven (45°C, 10 h). The pellets were sieved and
stored at -20°C until feeding.

3.4.2 Husbandry

Seven-hundred all-female triploid rainbow trout sourced from a local fish farm (Pisciculture des Monts
de Bellechasse Inc. Saint-Damien-de-Buckland, Qc, Canada) were used for this study. Fish with an
initial average body mass of 68 g (+ 15 g) were allocated to six 150 L semi-circular tanks at the
Laboratoire de Recherche des Sciences Aquatiques (LARSA), Université Laval (Québec, Canada).
Fish were housed in 6 green semi-square tanks (150 L; density of 53.0 kg/m3 from the beginning,
3 replicate tanks/diet, n=117 fish per tank). All tanks were supplied with recirculated freshwater (40
L/min; water renewal 20% water renewal/day) and held at 10.0 £ 0.5°C. Before the start of the trial,
fish were acclimated for two weeks (wk) and fed with the Control diet. During the study, fish were
fed twice daily (8 :00 AM and 3 :00 PM) by hand to apparent satiation on two consecutive days.
The amount of feed consumed was compiled, and the average daily feed intake was calculated for
each tank. On subsequent days, fish were fed at 80% of this average using belt feeders. Fish were not
fed one day/week to permit cleaning and system maintenance. The experiments complied with the
guidelines of the Canadian Council on Animal Care (Olfert et al., 1993) and approved by the Animal
Protection Committee of Université Laval (CPAUL).
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TABLE 3.1 — Diet composition in ingredients and nutrients.

Diet
Ingredient Control diet Low-P diet
Herring meal® 75 75
Blood meal/ 100 100
Feather meal’ 100 100
Wheat meal® 180 205
Soybean meal” 80 80
Wheat gluten® 70 70
Corn gluten mealb 170 170
Fish oil® 180 180
1CaHPO} 25 0
2Vitamin and mineral mix? 10 10
Lysine® 0.012 0.012
DL-methionine® 0.002 0.002
Stay“4 0.15 0.15
Choline? 0.1 0.1
Sipernat 50" 10 10
Proximate composition (%dry basis)
Dry matter 98.3 98.2
Crude protein 50.3 49.6
Crude lipid 16.8 16.3
Ash 6.1 4.24
Energy (E. MJ/kg) 23.5 24.1
Total P 1.1 0.55
Digestible P 0.45 0.29

NOTES : “Comeau’s sea food LTD ; » Meuniere Gérard Soucy Inc. 926 route Laurier. Sainte-
Croix. QC. GOS 2HO0; “Colabor. 820 rue St-Alphonse Desrochers. Lévis. Qc. G7TA 5H9 ; “Dyets.
Inc. 2508 Easton Avenue. Bethlehem. PA 18017. Bethlehem. PA 18017 ; ¢ ADM Alliance Nutri-
tion Canada. St-Hyacinthe. QC;  SANIMAX Marketing Limited. Guelph, ON ; GLaboratoire
Mat Inc., Quebec, QC ; "Evonik Corporation, 2 turner place Piscataway, NJ, USA.

I'Source of inorganic P

2Supplied the following : (to provide mg/kg except when noted) : vitamin mix = thiamin HCI,
2; riboflavin, 3 ; pyridoxine HCI, 0.6; niacin, 1; calcium Pantothenate, 4 ; folic Acid, 0.2; bio-
tin (Img/g), 4, vitamin B12 (0.1%), 10; vitamin A Palmitate, (250,000 IU/g) 2; vitamin D3
(400,000 1U/g), 1.5; vitamin E Acetate (500 IU/g), 29.8 ; menadione Sodium bisulfite (62.3%
Menadione), 3.2; t-BHQ, 0.03, Dextrose, 938.66; mineral mix = potassium iodide (76%I),
2.63; ferrous sulfate 7H20 (20%Fe), 50 ; manganese sulfate H20 (32.5% Mn), 24.6; zinc sul-
fate H20 (36.44%Zn), 37.48; cupric sulfate SH20 (25%Cu), 8; sodium selenite (45.6%Se),
0.35; cobalt chloride 6H20 (24.77%Co), 0.085 ; dextrose, 876.855. Each mix was added at
Sg/kg of diet. Sipernat50 : source of insoluble ash comprised of 98.50% SiO2.

3.4.3 Carcasses and scales sampling and preparation

Six fish per tank were sampled at wk 0, 2, 4, 6, and at the end of the experiment (9 wk). Fish were
euthanized by immersion in an overdose (150 mg/L) solution of tricaine methanesulfonate (MS-222,

Syndel International Inc., Vancouver, BC, Canada). For each sampling time, three fish per tank were
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used to establish the mineral status using scale ash content. Fish scales were scraped from tail to head
and stored in 70% ethanol and dehydrated in a graded series of ethanol (70, 90, 100% ; 24 h bath),
delipidated in acetone (two baths of 24 h) as well as in trichloroethylene (two baths of 24 h). Three
other fish per tank were frozen at - 20 °C for DXA scans.

3.4.4 DXA scans

Frozen fish were transported to Centre de Recherche en Sciences Animales de Deschambault (CR-
SAD) for DXA assessment. Each fish was individually scanned twice frozen and thawed (2h at the
ambient temperature of 25°C) with a DXA scanner (Hologic Discovery W, Hologic Inc., Waltham,
MA). Initial instrument calibration using Hologic Anthropomorphic Spine Phantom (HASP) was per-
formed. Each fish was positioned laterally and scanned from the cranial to the caudal region using
the rat whole body scan mode under the small animal settings. Whole-body composition estimation,
according to their x-ray attenuation at 100-140 kV, was performed by the computer software (Holo-
gic QDR 2000). Scan estimates provided : fish area (cm), bone mineral content (BMC, g), fat mass
(g), lean mass (g), and total mass (g). Before scanning, fish were weighed (£ 1 g) using electronic
balance (Mettler Toledo MS32001L MS-L Precision Balance, Mississauga, CA ). The validation of
the repeatability of the DXA measurements was made before scans acquisition of the fish included
in the experiment. On this step, eighteen carcasses of trout (6 groups of 3 fishes) were scanned in
three positions : horizontal, perpendicular, and oblique to the beam. The lowest (<6%) absolute value
of coefficient of variation (CV) between DXA mass and balance mass were obtained when carcasses
were place in a horizontal position. During the exams of fish from experiment, the scan (n=10/n=180)

which seems to be untrue (ICVI>6) have been repeated.

3.4.5 Chemical composition analyses

After DXA analysis, carcasses were autoclaved, freeze-dried, and ground using a 1 mm screen (Magic
Bullet-Mixer system, LA, USA). The whole-body content was analyzed according to the Association
of Official Analytical Chemists guidelines (AOAC, 1990) for moisture (AOAC n° 927.05 : drying in
a vacuum oven for 18 h at 105 °C) and ashed (AOAC n° 930.30 : incinerating in a muffle furnace
for 18 h at 550 °C). Fish ash composition was compared to DXA whole-body bone mineral content
(BMC) estimates. The BMC represents mostly the fraction of P and Calcium whole-body composi-
tion. Fish chemical composition of P and Ca were determined using an inductively coupled plasma
atomic emission spectrometry method (ICP-AES, SPECTRO Analytical Instruments Inc.,NJ, USA) af-
ter ash digestion in HCl-nitric acid solution (18 mL of HC1 50% + 3 drops of nitric acid, (Naumann and
Bassler, 1976)). Crude protein (% N x 6.25) and crude lipids were quantified using the semi-automatic
Kjeldahl method (Foss Electric, Denmark; AOAC method 7, BO1-7, B04) and ANKOMX”1S (an au-
tomated system for Soxhlet, crude fat extraction with diethyl ether -AOCS Am 5-04), respectively.
Wole-body P retention and P loading (kg P/tonne production) were obtained according to the formula
present by Watanabe et al. (1987) and Jahan (1999) :
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— P retained (kg) = final P content (kg) — initial P content (kg)
— P retention (%) = (P retained/ P intake) x 100

— P load (kg/ton) = [P intake (kg) — P retained (kg)]/weight gain (ton)

3.4.6 Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software 3.2.5 (https ://www.r-project.org/). Normality
and homogeneity of variances were tested using Shapiro Wilk and Bartlett tests, respectively, and data
were log- or arcsin-transformed when required. When data respected the assumptions of normality, a
two-way analysis of variance (ANOVA) was performed for each fish condition (frozen/thawed). First,
the effect of time and fish condition were tested. Secondly, the effect of diet and time were analyzed.
When significant differences were found, the means within each treatment and among treatments
were compared using Tukey’s test of multiple comparisons. P retained and loading, mean comparison
according to diet and methods (DXA vs. Chemical methods) was performed using the Tukey’s test.

The level of significance used in all tests was P<0.05.

Linear regression was performed to predicted body composition using DXA data. The trueness of the
prediction equations was evaluated based on the statistical properties of the intercept, the slope, the
coefficient of determination (R?), and the Residual Standard Error (RSE). Student’s t-test was perfor-
med to highlight that intercept and slope are not significantly different from 0.0 and 1.0, respectively
(P>0.05) as described by St-Pierre (2001). Additionally, the accuracy of the prediction equation was
assessed using the mean square prediction error (MSPE). The relative MSPE (rMSPE) expressed as
a percentage of the observed mean (%) was divided into error in central tendency (ECT), error due
to regression (ER), and error due to disturbance (ED), as used by Létourneau-Montminy et al. (2011)
according to Theil (1966) and Bibby and Toutenburg (1977). The best prediction equation was cha-
racterized by the lowest rMSPE and the highest ED compared to ECT and ER.

3.5 Results and discussion

The current work aimed to demonstrate that DXA can be employed effectively to estimate certain
body composition parameters in juvenile rainbow trout. It is worth noting that the ability to scan fro-
zen carcasses would simplify the logistics of this approach. Therefore, the accuracy of the equations of
prediction (Table 3.2) of scans from frozen versus thawed carcasses has been first validated. Thereaf-
ter, as P excretion limits fish production in Quebec, using the DXA to estimate P loading would be of
great advantage to speed up the research and for field-based evaluation of P loading, both contributing
to sustainable fish production. DXA whole-body estimates of body mass, fat mass, BMC, lean mass
(mean = sd) for three sampling times (0 wk, 4 wk, 9 wk; n=54) of frozen and thawed fish carcasses

were showed in Table 3.5 attached to the end of the chapter.
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3.5.1 Evaluation of the trueness of DXA whole-body estimates vs. carcass chemical

composition
Body weight

The body mass of the fish used in this study ranged between 36 and 132 g, and 37 and 136 g, using
an analytical balance and DXA estimates, respectively. The fish condition (frozen/thawed) did not
influence the accuracy of whole-body mass estimates using DXA (Figure 3.1). Intercepts were not
significant and the DXA estimates of body mass were slightly lower than carcass mass determined by
balance (average slope of 0.98; Table 3.2). When the difference between balance mass and the DXA
mass was expressed as a CV [CV (%) = (Ibody mass — DXA massl/ body mass) x 100], values ranging
between 0.3 to 10.3% were obtained for all groups of fish. When data from the two groups (frozen
and thawed) were analyzed separately, this difference was lower when fish were frozen (CV min-max
=0.31 -5.2 and 0.81 — 10.3 for frozen and thawed fish, respectively). This strong fit is in accordance
with other studies performed in broilers (CV = 0.5 — 1.1 ; Mitchell et al. (1997a)), rats (CV =2.2; Lu
et al. (1994)), channel catfish (CV = 0.33 - 0.40; Johnson et al. (2017)), and in striped bass (CV= 6.1
—13.4; Wood (2004)).

160) - ® Frozen DXA mass

A  Thawed DXA mass
= _p= = = Linear (Frozen DXA mass. R*=0.98)
140 Linear (Thawed DXA mass, R?=097) /9
120 -+

Balance mass (g)
o0
e |
|

ANOVA: DXA mass
20 _ Frozen/thawed: P= 0.280
Time: P < 0.001***

Frozen/thawed x Time: P= 0038
T T T T T 1

T T
0 20 40 60 80 100120 140 160
DXA mass (g)

FIGURE 3.1 — Relationship between balance mass and DXA mass small animal scan mode for 90
fish’s carcass. *P < 0.05; **P<0.01; ***P<0.001

When the difference between balance mass and the DX A mass was expressed as a percentage [ CV% =
(mass balance — DXA mass/ mass balance) x 100], values ranging between 0.2 to 3.0% were obtained.
When data from the two groups (frozen and thawed) were analyzed separately, this difference was

lower when fish were frozen (minimum to maximum = - 1.0 to 5.1 vs. - 4.0 to 5.5%). This strong fit is
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in accordance with other studies performed in broilers (CV = 0.5 — 1.1; Mitchell et al. (1997a)), rats
(CV =2.2; Luetal. (1994)), channel catfish (CV = 0.33 - 0.40; Johnson et al. (2017)), and in striped
bass (CV = 6.1 — 13.4; Wood (2004)).

Lean tissues

As expected, DXA whole-body lean tissue values and carcass crude protein values, increased with fish
growth (Time = P < 0.001 ; Table 3.5). Whole-body lean mass of fish includes all other components
of the soft tissue that are not fat, so carcass protein and moisture were the major components of DXA
whole-body lean mass estimates Mitchell et al. (1997a). There was a high correlation (R > 0.86)
between DXA whole-body lean and crude proteins with no effect of fish condition (frozen vs. thawed ;
Figure 3.2). The relationship between crude proteins and DXA whole-body lean estimates showed an
average slope of 0.185, indicating that proteins represent 18.5% of the DXA lean estimates. Our result
is consistent with previous studies in hybrid striped bass, where values were found to be 16.6 and
19.6% using Pencil Beam DXA and Fan beam DXA, respectively (Wood, 2004). In broilers, crude
proteins were evaluated at 18.7% (Mitchell et al., 1997a).

24 1 @ Frozen DXAlean
A Thawed DXA lean
= = = Linear (Frozen DXA lean RZ=0.387)

20 Linear (Thawed DXA lean. R?=0.86)

— B 47
& o
=16 - » W
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2

212 5

a8 7
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= )

=]
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A ANOVA: DXA lean
Frozen/thawed: P=0.555
Time: P < 0.001***
Frozen/thawed x Time: P = 0.727
T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140
DXA lean (g)

e
1
[

FIGURE 3.2 — Relationship between crudes proteins and DXA lean small animal scan mode for 90
fish’s carcass. *P<0.05; **P<0.01 ; ***P<0.001.

DXA whole-body lean estimates were correlated with the chemical composition of carcass water (R =
0.92 and 0.88 in frozen and thawed fish, respectively). Data showed a significant effect of time and no
significant effect of fish condition (frozen vs. thawed ; Figure 3.3). The best-fit equation indicated that
carcass water content represented 73% of DXA whole-body lean estimates. This result is consistent

with other studies in hybrid striped bass where carcass moisture was found to be between 68 and
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80% of DXA estimates using Pencil-beam DXA and fan-beam DXA, respectively (Wood, 2004). In
broilers, Mitchell et al. (1997a) evaluated this percentage at 68%.

I 2 O 7 ® Frozen DXA mass

A Thawed DXA mass
= = = Linear (Frozen DXA water, R?=0.92)
l 00 Linear (Thawed DXA water, R2= 0.88)

- ygﬁ*

&
5 60 - ® et
40

%

20 - ®A  ANOVA: DXA water
Frozen/'thawed: P = 0837

Time: P = (.001***
Frozen/thawed x Time: P =0.979

O T T T I T 1
0 20 40 60 80 100 120

DXA lean (g)

FIGURE 3.3 — Relationship between water and DXA lean small animal scan mode for 90 fish’s carcass.
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Body fat

The linear relationship between whole-body estimates for fat via DXA versus lipid determined by
analytical/chemical methods was low with R? values ranging from 0.10 and 0.49 for the frozen and
thawed carcass, respectively (Figure 3.4). There was also a weaker relationship in the thawed carcass
(Frozen/thawed x Time, P<0.001). This poor prediction of fat carcass content by DXA has already
been reported in channel catfish (Johnson et al., 2017) and hybrid striped bass (M. chrysops x M.
saxatilis; (Wood, 2004)) with R? of 27 to 34 and 50 to 55% respectively. Additionally, the relation-
ship between DXA fat estimates and analytical crude lipid is mostly influenced by frozen/thawed
conditions (P<0.001) and although both increase with time (P<0.001), the relationship is different
(Frozen/thawed x Time, P<0.001 ; Figure 3.4). In theory, body fat should consist almost only of lipid,
so a slope close to 1 is expected. This is not the case with slopes of 0.21 and 0.81 (Table 3.2) in fro-
zen and thawed DXA whole-body fat estimates, respectively, indicating 21 to 81% lipid in the DXA

estimate of fat.

When using only data from larger fish (88 to 134 g, n = 36) at the end of the experiment, it seems li-
kely that when the carcass is frozen, DXA overestimated fat content and underestimated lean content,
whereas the opposite situation occurs when the carcass of fish is thawed (circled in Figure 3.4). Howe-

ver, this variation has more impact on DXA estimates of fat vs. lean, given that lean represents more
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25 4 @ FrozenDXA fat

A Thawed DXA fat
— = — Linear (Frozen DXA fat, R2=0.10)
Linear (Thawed DXA fat, RZ= 0.49)
20 7] ANOVA: DXA fat
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FIGURE 3.4 — Relationship between crude lipids and DXA fat small animal scan mode for 90 fish’s
carcass. The two black circles indicate the oldest trout (at 9 wk, 88 to 134 g, n = 18) for frozen and
thawed showing overestimation and underestimation of DXA estimate fat for the frozen and thawed
carcass, respectively. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

than 75% of the whole-body mass. Similar observations were made by Wood (2004)) in striped bass
(M. saxatilis). Rose et al. (1998) suggested that the low accuracy of DXA fat estimation could be the
result of the type of software used (Human vs. Rat Whole Body V5.71P). The algorithms of the DXA

software are not explicitly developed for fish.

Many studies reported a non-linear relationship of R-value over the fat content in carcasses(Svendsen
et al., 1993; Mitchell et al., 1998; Mercier et al., 2006) thus may constitute a source of error in the
estimation of the fat content of the soft tissue mass in a wide range of an animal size (rigorously
fatness) as suggest by (Soladoye et al., 2016). On growing phase juvenile rainbow trout accumulate
fat on muscles and viscera over time. It results in a wide range of fatness (1.04 and 1.46 for O wk and 9
wk, respectively) resulting in a weak trueness DXA fat estimation. Wood (2004) showed similar weak
trueness of DXA to assess body fat content in striped bass. DXA fat value was determined using the
R-value, which is the ratio of the mass attenuation coefficient of non-bone soft tissue at the low energy
relative to that at the higher energy. This R-value gives the composition (lean/fat) to the non-bone soft
tissue. Fat in bone soft tissue was estimated by assuming that these two soft tissues (bone and non-
bone) have the same composition. Total DXA fat mass was obtained by adding the fat mass from bone

and non-bone soft tissues (Scholz et al., 2007)). The non-bone soft tissue composition change affected
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the estimation of fat in bone soft tissue relatively constant, explaining the weak of trueness for DXA

fat prediction.

Bone mineral content

The chemical/analytical analysis gives the carcasses ash content and not only the ash contained in
bone. However, as bone mineral content is the primary source of total body ash Mitchell et al. (1997a),
it was expected that there would be a strong relationship between the DXA whole-body BMC esti-
mates and carcass ash composition as showed in Nagy and Clair (2000). In the current study, the DXA
whole-body BMC showed a linear relationship with the ash composition of carcasses with R? of 0.77
and 0.76 in frozen and thawed fish, respectively (Figure 3.5). A strong linear relationship between
DXA whole-body BMC and carcass ash was already reported in channel catfish, with R? above 0.83
(Johnson et al., 2017). Wood (2004) reported different precisions according to the mode of scan used
on striped bass (600 g). The R? values were of 0.86, 0.66-0.86, 0.79, and 0.80 for PIXImus table-top
scanner, pencil-bean, fan-bean detailed scan mode, and fan-beam high-resolution scan mode, respecti-
vely. For the fan-beam base DXA small animal scan mode, the strongest linear relationship (R?) found
between carcass ash content and DXA whole-body BMC, was of 0.55 for an individual scan (Wood,
2004).

ANOVA: DXA BMC
3.5 - Frozen/thawed: P=0.065

Time: P < 0.001***
~ | Frozen/thawed x Time: P = 0.557
= o,
’
o I}
B 35 -
=
v
< 2
LD =
d ﬁ:«ig
® Frozen BMC
0.5 4 a® 4 Thawed BMC
----- Linear (Frozen BMC,. R =0.77)
Linear (Thawed BMC. R =0.76)
0 T T T T T T 1

0 05 1 15 2 25 3 35
DXA BMC (g)

FIGURE 3.5 — Relationship between whole-body ash and DXA BMC small animal scan mode for 90
fish’s carcass. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Freezing and thawing the carcass tended to affect DXA whole-body BMC estimates (P=0.065) ; free-
zing tends to give higher BMC values (ash = 1.23 BMC, and ash = 1.20 BMC for frozen and thawed,
respectively) indicating the BMC represents 80 — 83% of whole-body ash. This result is consistent
with findings in hybrid striped bass, where Wood (2004) showed that DXA whole-body estimate of
BMC represents 76% and 64% of analytical ash for the stacked and unstacked carcass, respectively.
Body ash is also found in soft tissues like lean ; therefore, an equation adding other DXA whole-body
estimates was performed and showed that the prediction of carcass ash content could be significantly
improved by including DXA estimates for lean and fat (R? = 0.90, Table 3.2).

Phosphorus and calcium content

The percentage of P and Ca in fish carcasses showed a strong linear relationship linear with DXA
whole-body estimate BMC, with R? value ranging from 0.77 to 0.78 (Figure 3.6). Time showed that
as expected BMC and P and Ca increased (P<0.001) with time in the same way if they have been
scanned thawed or frozen (frozen/thawed : P=0.883). The relation between P and Ca content and
BMC in carcass showed a close slope around 0.25 with different intercepts of - 0.056 and - 0.048,
respectively. These results suggested that P and Ca are deposited in bone tissue at the same level. That
means that for each unit of BMC deposited in rainbow trout half of the total amount was represent
by P and Ca (quarter each). No available studies had shown the amount of P and Ca deposited in fish
bones per unit of BMC deposed. However, most of the available data show that Ca is major constituent
of fish bones (Ca/P = 1.5 to 1.7 for salmonids, (Toppe et al., 2007)).

$ P
07 X &
Linear (P, R-=0.73)
—— Linear (Ca, R?=0.77
0.6 - S A
0.5 1
C)
= 0.4
o
8 0.3 -
Ay
0.2
0.1 - Frozen/thawed: p=0.883
Time: p < 0.001%*=
0 Frozen/thawed x Time: p = 0.994
g 65 1 153 2 25 3

DXA BMC (g)

FIGURE 3.6 — Relationship between the amount phosphorus (P) or calcium content and total DXA
BMC small animal scan mode for 90 fish’s carcass. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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3.5.2 Accuracy of the DXA to predict body composition

The ability of the proposed models to predict body composition based on DXA measurements was
assessed (Table 3.3). The result shows that models were more accurate when frozen data were used
with lower rMSPE, excepted for ash content where rMSPE were close (25.04 and 25.62%). Most
of DXA body composition prediction studies are done on frozen carcasses as it is more convenient.
However, little data is available showing that freezing the carcasses have a non-significant effect on
DXA measurements. Nevertheless, our results confirmed that prediction is more accurate on a frozen

basis.

Predicted models from frozen data showed that the intercept is significantly different from O only for
lipid (P<0.001) while the slope deviates from one for lipid and P (P<0.001). In general, ED, which
represents the prediction error that has been accounted for by the model, was high (86.3 to 99.0%)
excepted for P (ED = 39.4%) and lipid (ED = 69.5%).

The strong relationships between DXA lean estimates and carcass determination in protein and water
contents using analytical methods were previously reported in fish (Wood, 2004; Johnson et al., 2017;
Lovett et al., 2019), pigs (Pomar and Rivest, 1996; Soladoye et al., 2016), and chickens (Mitchell
et al., 1997a). Our study confirms that it is possible to accurately predict carcass crude protein content
using DXA technology. Using the prediction equation of crude protein based on DXA, lean estimates
could facilitate the studies of the effect of varying dietary protein on carcass protein content in fish
(Cho et al., 1976; Yang et al., 2002; Kerr et al., 2003). Although these comparisons of DXA whole-
body lean mass or water content results in a relatively strong relationship, it should be noted that
body composition estimates obtained from DXA can vary between ranging of body mass (Mitchell
et al., 1997b) even breeds within similar species (Soladoye et al., 2016), so care must be taken when
interpreting results from different individuals being measured. For lipid, it was the ER that was high
(21.6%). This error can be reduced to 4.24% and the rtMPSE to 18% by excluding the smallest trout
sampled on 0 wk and 2 wk from predicted values (FrozenL-adjusted, Table 3.3). This inaccuracy
with the smallest trout can be explained by their greater presence of body lipid into muscles. Indeed,
condition factor (K = [weight (g)/length® (cm)] x 100) from fish sampled on 0 and 2 wk (1.04 to
1.06, respectively) are lower than those sampled on 4, 6, and 9 wk (1.30, 1.38 and 1.46, respectively,
3.4). We can hypothesize that abdominal lipid are more accurately estimated by DXA than lipid into a
muscle (heterogeneous). A strong and significant positive correlation was observed between condition
factor and total lipid content in immature Atlantic salmon (Herbinger and Friars, 1991) and mature
rainbow trout (Johansson et al., 2000). Thus, it would be interesting to investigate the accuracy of
DXA lipid content estimation according to K. Then correlating results from those obtained using
DXA spine scan in abdominal fat regions of interest (ROI) as used in Bea et al. (2016) will allow

better understanding why DXA poorly predicted lipid content.
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The average predicted P deviates largely from the average of observed P (ECT = 55.9%) for an unk-
nown reason. This error can be significantly reduced to 7.7% using linear correction, by applying a
slope of 1.12 to P predicted (FrozenP-adjusted, Table 3.3). The BMC and lean parameters of the equa-
tion reported in Table 3.2 for frozen carcasses has thus to be multiplied by 1.12 (Carcass P (g) = -
0.087 + 0.103 BMC (g) + 0.00336 DXA lean (g)) to improve the prediction capability of the model.
According to that the whole-body P predicted (3.07 to 3.80 g/kg, Table 3.4) using adjusted model
with DXA data (mainly BMC and lean) was calculated and values were consistent with the chemical
composition of P (2.93 to 3.87 g/kg) and with previous studies in Atlantic salmon and rainbow trout
in which Storbakken et al. (1998) and Satoh et al. (2003) evaluated whole body P around 4.0 to 4.8
g/kg and 3.7 to 4.3 g/kg, respectively.

3.5.3 DXA as a tool to assess phosphorus balance

To assess the capability of DXA to be used in trials varying P levels in fish, the developed equation has
been used to assess the effect of P dietary supply in comparison to chemical analysis data. The best-
fit equation for body P obtained with frozen carcass adjusted to correct the error of central tendency
was used. The P retention and loading were calculated and compared to chemical data expressed on a
weight gain basis (Watanabe et al., 1999). Fish fed with the low-P retained a higher level of P (32 and
36% for DXA and chemical, respectively) compared to fish fed with the control diet (12 and 15% for
DXA and chemical, respectively, Figure 3.7 A). According to that fish fed Low-P diet excreted less P
(2.5 and 2.7 kg/ton for DXA and chemical, respectively) than those fed with a control diet (4.3 and
4.7 kg/ton for DXA and chemical, respectively, 3.7 B). These results are consistent with P retention
and loading found in other studies (Satoh et al., 2003; Bureau et al., 1999; Sarker et al., 2011), where
the efficiency of P retention decreased with increasing P intake according to our findings with DXA
and chemical methods. Our results confirm that it is possible to use models resulting from the DXA
analysis to have a precise evaluation of the dietary P utilization by the fish and especially the amount

released in the environment, as it was done in pigs (Létourneau-Montminy et al., 2017).
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FIGURE 3.7 — Comparison of P retention (%, A) and P loading (Kg/ton of production, B) predicted
(frozenP-adjusted = DXA) and chemical measurements for a growing period of feeding trial (0-9 wk).
Values were means of 3 tanks per diet. Values not sharing identical letters were significantly different
(P<0.05).

3.6 Conclusion

Results from this study indicate that dual-energy X-ray absorptiometry can be used to predict body
mass, lean tissues, bone mineral content, ash, crude protein, and P accurately in juvenile rainbow trout.
However, the whole-body fat estimates using DXA employing fan-beam technology (rat whole body
scan mode under small animal settings) were not accurate to predict lipid content in fish carcasses for
smallest rainbow trout used in this study (<90 g). According to that an additional investigation should
be done to improve the accuracy of the model by integrating the true measure of DXA fat, at least for

the prediction model for P. The proportion of phospholipid in fat is not negligible in fish.

The DXA method also accurately evaluated P retention and loading. The developed equations could be
useful to assess P output from aquaculture facilities and thus extremely helpful tool to assess practices
employed to lower P excretion. This approach should be extended to live fish to offer a non-invasive
approach, as well as conducting individual time sampling surveys that could improve our model,
allowing reducing the use of animals in experiments. The use of DXA scans to determine carcass
composition reduces operator bias, costs, and chemicals associated with classical analytic methods

used to assess body composition.
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Chapitre 4

Phosphorus-mediated mechanisms of
brachial plasticity in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) under chronic

Pi-dietary restriction

Author Contributions : 1-GVW, MPLM, WN : conceptualize the work ; 2-WN, MPLM and GVW : re-
dact the paper; 3- WN : conduct laboratory analysis, 4-WN, MPLM, MHD : analyse and interpret the
data, 5-WN and MHD : lead experiments in the water tank, 6-WN : perform WB and THC analysis. !

"Tout ce que je sais, c’est que je ne sais rien, tandis que les autres croient savoir ce qu’ils ne savent

pas." Socrate

1. Ce chapitre est présenté sous forme d’article en préparation en vue de publication dans la revue Journal of experi-
mental biology.

97



Phosphorus-mediated mechanisms of brachial plasticity in rainbow trout (Oncorhynchus my-

kiss) under chronic Pi-dietary restriction

Waly N. NDIAYE'?, Marie-Hélene DESCHAMPS', Marie-Pierre LETOURNEAU-MONTMINY',
Grant W. VANDENBERG!.

'Département des sciences animales, Faculté des sciences de ’agriculture et de 1’alimentation, Uni-
versité Laval, 2425 Rue de I’Université Québec, QC, G1VOAG.

“Institut Sénégalais de Recherches Agricoles (ISRA), Centre de Recherches Océanographiques de
Dakar-Thiaroye (CRODT), Pbles de Recherches de Hann, Route du Front de Terre, BP : 2241, Dakar,

Sénégal.

Running title : P-deficient trout plasticity

*Corresponding Author : Grant W. Vandenberg,

Faculté des sciences de I’agriculture et de I’alimentation,
Département des sciences animales,

Université Laval,

2425 rue de I’ Agriculture,

Québec, QC, Canada, G1V 0A6.

Tel : + 1(418) 656-2131 (ext. 6541).

E-mail address : Grant.Vandenberg @fsaa.ulaval.ca

98



4.1 Résumé

Une restriction alimentaire en phosphore (P) dite chronique puisque induite pendant 14 semaines a
été menée en circuit ouvert et fermé simultanément. Un régime pauvre en P (P = 0,55%) a été utilisé.
Les truites arc-en-ciel (50 £+ 10g) ont été comparées a un groupe témoin nourri avec une alimentation
riche en phosphore (P = 1,00%). Deux essais d’accumulation de P dans les bassins aux semaines 11 et
14 semaines ont été réalisés. Les résultats ont montré que lorsque la quantité de P soluble augmentait
(1,00 22,58 mg /L) dans les bassins au début de 1’essai d’accumulation, une diminution de cette teneur
en ions dans les bassins était obtenue uniquement chez les poissons déficients élevés dans le circuit
fermé. Ce résultat indique une absorption externe de Pi par les poissons chroniquement restreints par
leur régime alimentaire. Cette absorption de Pi a été estimée a 0,122 mg de P/heure/kg de biomasse.

Elle est corrélée a une plus grande présence de transports des ions NaPi-II dans les branchies

99



4.2 Abstract

A 14-week (wk) feeding trial employing P-deficient and sufficient diets was conducted in flow-through
(open) and recirculating (closed) culture systems to quantify the inorganic phosphorus (Pi) uptake by
trout and examine possible uptake mechanisms in the gill. A practical, low-P diet (P-deficient = 0.29
digestible P) was used to induce P deficiency ; control groups of fish were fed with a P-sufficient diet
(0.45 digestible P). Following confirmation of clinical P-deficiency symptoms a 12-h post-prandial
accumulation of non-fecal Pi was performed at 11 wk to assess the capacity of fish to absorb Pi;
the results demonstrated no evidence of Pi absorption in fish fed the P-deficient diet. Following this
sampling event, the ambient Pi concentrations were increased in the closed unit from 1.00 to 2.50
mg/L by the addition of Pi (KH;PO,4). At week 14, the 12-h post-prandial accumulation of non-
fecal Pi demonstrated a significant decrease on Pi in tank water which was only present in tanks
of fish fed with P-deficient diet. These results indicate an external uptake of Pi by fish following
chronic dietary Pi- restrictriction. The Pi uptake was estimated at 0.122 mg of P/hour/kg of biomass.
Using immunohistochemistry and western blot analysis, protein quantification we showed that this
external Pi uptake was correlated with elevated levels of a soduim phosphate (NaPi-1I) transporter in
the gill. These findings tend to validate our assumptions that in water having high Pi background, fish
chronically restricted by this element can develop the ability to accumulate an appreciable amount of

external Pi across their gills.

Keywords : Gill, ion transport, Pi-deficiency, NaPi-II, Trout
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4.3 Introduction

Phosphorus is a key element involved in many critical biological processes, including reproduction,
growth, and development and is also a crucial structural component for many all organisms. As an
essential nutrient for animals, P is derived from dietary sources. Whole-body P homeostasis is assured
by transporters within intestinal and kidney epithelial and depends on a balance of intestinal absorption
and renal excretion and the needs for soft tissues and bone growth (Sugiura et al., 2000). Over the past
20 years, a number of several cDNA encoding Na-dependent P transporters (NaPi cotransporters) have
been identified and classified as either type I, type II, and type Type III based on sequence homology
(Werner and Kinne, 2001).

The type II-NaPi cotransporter proteins are particularly interesting as they are involved in regulating
both intestinal Pi absorption and renal Pi resorption (Werner and Kinne, 2001; Werner et al., 1998).
In mammals, the type II-NaPi cotransporter is further subdivided into types Ila and IIb based on
structure, tissue distribution, and pH dependency (Hilfiker et al., 1998; Werner and Kinne, 2001).
The type Ila Na-Pi cotransporter is primarily expressed in the apical membranes in renal proximal
tubules (Feild et al., 1999; Magagnin et al., 1993) and is the primary renal NaPi cotransporter. In the
brush-border membranes of the small intestinal epithelium, the type IIb cotransporter is the major
NaPi cotransporter (Hilfiker et al., 1998). Interestingly, the type IIb cotransporter is also expressed in

human lung and secretory tissues (Feild et al., 1999).

Mechanisms of P intestinal absorption in fish species have been reported and it occurs in a similar
fashion as in higher vertebrates (Sugiura and Ferraris, 2004). The pyloric caeca are the principal sites
of P absorption, with 89% of total Pi absorption occurring in this GI tract part; the transport of
Pi on the apical side of pyloric caeca involves components of passive diffusion (92%) and NaPi-II

transporters (8%) (Sugiura and Ferraris, 2004).

In mammals, the NaPi type IIb (NaPi-IIb) is responsible for intestinal absorption of P and cotranspor-
ter type Ila (NaPi-Ila) is involved in renal P reabsorption (Nalbant et al., 1999). In fish, cotransporters
NaPi type II genes homologous to mammalian NaPi type IIb have been identified and cloned in several
species of teleosts. These NaPi-II transporters are known to be involved in P uptake in the intestine and
renal reabsorption. Zebrafish intestine and kidney have two closely related NaPi-IIb isoforms, known
as NaPi-IIb1 and NaPi-1Ib2, respectively (Graham et al., 2003; Nalbant et al., 1999). In rainbow trout,
dietary P restriction increases intestinal Pi uptake due to a number of molecular mechanisms regula-
ting Pi transport through three isoforms : NaPi-IIb and NaPi-IIb1 in the intestine, and NaPi-IIb2 in the
kidney (Coloso et al., 2003; Sugiura et al., 2003). The nucleotide sequence of the mRNA cotransporter
isolated from pyloric caeca of trout is different from NaPi cotransporters sequenced previously from
other animals; this cotransporter exhibited 92% homology with trout intestinal NaPi-IIb1 and 67%
homology with renal NaPi-IIb2 from trout (Sugiura and Ferraris, 2004).

Several studies have demonstrating the impact of dietary P on the regulation of Pi absorption in vivo

in trout ; these responses have been mediated through the expression of genes for NaPi (Sugiura et al.,
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2003; Coloso et al., 2003). Rainbow trout with fed low-P diets demonstrated an increase in the abun-
dance of NaPi-II mRNA and Pi-Uptake Stimulator (PiUS) in the intestine and kidney. The abundance
of mRNA for NaPi-II transporters in the kidney and pyloric caeca in trout fed low-P diets was altered
as early as 5 days following the onset of P restriction (Sugiura and Ferraris, 2004). It has ben demons-
trated that gene expression involving key metabolic pathways were highly impacted by prolonged P
deficiency, though there was no change in the expression of NaPi-II in the kidney in chronically P-
deprived rainbow trout (Lake et al., 2010). Taken together, the above work demonstrates that despite
anatomical differences between fish and higher vertebral species, there exist numerous commonalities
regarding the importance of NaPi cotransporters in maintaining P homeostasis, as well as the impact

of P status on their regulation.

Due to low P concentrations in natural waters and P uptake mechanisms from the gill that have been
purported to be inefficient or non-existent, it has been assumed that brachial uptake of P is inconse-
quential (Sugiura et al., 2003; Verri and Werner, 2019). There is, however, a growing body of evidence
demonstrating the dynamic nature of gill tissue and its plasticity in the face of a changing environmen-
tal conditions (Nilsson, 2007). Indeed, changing a range of abiotic factors (e.g. oxygen, temperature)
results in considerable adaptive remodelling of brachial tissue (Mitrovic and Perry, 2009; Mitrovic
et al., 2009; Tzaneva et al., 2011; Smith et al., 2012). A renewed appreciation of brachial tissue plasti-
city has come about in part due to the growing availability of genomic tools permitting wide-spectrum

transcriptomic analyses (Wright and Wood, 2009) to better understand this phenomenon.

Using TrlIb2 polyclonal rabbit antibody (EDAPELLKVITEPVT, corresponding to the E62-T72 of
trout kidney NaPi, accession n : AAG35800) linked to keyhole limpet hemocyanin (KLH), Sugiura
et al. (2003) immunolocalized the NaPi-IIb in trout gill. Tools to design and harness polyclonal anti-
body of protein of interest were developed to assesses their expression according to change of envi-
ronmental ions concentration McCormick et al. (2009, 2013). Thus the objective of this study was to
associate soluble P accumulation in water tanks after feeding (Sarker et al., 2011), and immunolocali-
zation of NaPi-II cotranspoters according to McCormick et al. (2009, 2013) to evaluate the ability to
absorb soluble P from the gill of the juvenile trout (50 g) chronically fed with low-P diet and reared
in high-level Pi water.

4.4 Materials and methods

4.4.1 Experimental diets

A feeding experiment was carried out employing two practical, experimental diets formulated ac-
cording to the National Research Council recommendations for rainbow trout (NRC, 2011). The ex-
periment was designed using two diets (varying in P levels : P-sufficient diet (P-S) and P-deficient
(P-D)) containing different levels of total P (1.00% and 0.55% of dietary P, respectively). The ingre-
dients were thoroughly mixed, and steam pelleted using a California Pellet Mill (Model CPM CL-5,
California Laboratory Pellet Mill, Crawfordsville, IN, USA) equipped with a 3 mm diameter. Pellets
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were dried in a forced-air oven (45°C, 24 h), sieved and stored at - 20°C until feeding (Table 1).

TABLE 4.1 — Ingredients (g/kg) and proximate composition (g/kg dry-weight basis) of the test diets in
experiment

Diets
Ingredients P-deficient (P-D) P-sufficient (P-S)
Herring meal® 75 75
Blood meal” 100 100
Faether meal’ 100 100
Wheat meal® 202 177
Soybean meal” 80 80
Wheat gluten® 70 70
Corn gluten meal® 170 170
Fish oil? 180 180
CaHPO$(source of Pi) 0 25
*Vitamin and mineral mix? 10 10
Lysine® 0.012 0.012
DL-methionin® 0.002 0.002
Stay*4 0.15 0.15
Choline? 0.1 0.1
Sipernat 507 10 10
Proximate composition (% dry basis)
Dry matter 95.6 95
Crude protein 49.9 49.1
Crude lipid 15.8 16.3
Ash 4.3 6.5
Energy (E. MJ/kg) 23.7 23.3
Total P 0.55 1.01
Digestible P 0.29 0.45

NOTES : !Chemical analysis was conducted in triplicate for each diet (treatments, n = 3
samples per diet).> Sipernat 50’ = silicon dioxide marker, a source of insoluble acid ash
comprised of 98.50% SiO, with an average particle size of 50 m. P = phosphorus ; E = Energy.

North American supplier : “Comeau’s sea food LTD ; “Meuniere Gérard Soucy Inc. 926 route
Laurier. Sainte-Croix. QC. GOS 2HO; “Colabor. 820 rue St-Alphonse Desrochers. Lévis. Qc.
G7A 5H9; “Dyets. Inc. 2508 Easton Avenue. Bethlehem. PA 18017. Bethlehem. PA 18017;
¢ ADM Alliance Nutrition Canada. St-Hyacinthe. QC; "SANIMAX Marketing Limited.
Guelph, ON; 8Laboratoire Mat Inc., Quebec, QC.

*Supplied the following : (to provide mg/kg except when noted) : vitamin mix = thiamin HCI,
2; riboflavin, 3 ; pyridoxine HCI, 0.6; niacin, 1; calcium Pantothenate, 4 ; folic Acid, 0.2; bio-
tin (1mg/g), 4, vitamin B12 (0.1%), 10; vitamin A Palmitate, (250,000 IU/g) 2; vitamin D3
(400,000 1U/g), 1.5; vitamin E Acetate (500 IU/g), 29.8 ; menadione Sodium bisulfite (62.3%
Menadione), 3.2; t-BHQ, 0.03, Dextrose, 938.66; mineral mix = potassium iodide (76%]I),
2.63; ferrous sulfate 7H,O (20%Fe), 50 ; manganese sulfate HyO (32.5% Mn), 24.6; zinc sul-
fate H20 (36.44%Zn), 37.48 ; cupric sulfate SH,O (25%Cu), 8; sodium selenite (45.6%Se),
0.35; cobalt chloride 6H,0 (24.77%Co), 0.085 ; dextrose, 876.855.

Each mix was added at 5 g/kg of diet.
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4.4.2 Husbandry

All-female, triploid rainbow trout from a local fish farm Pisciculture des Monts de Bellechasse Saint-
Damien-de-Buckland, Canada) were used for the experiments. Fish (n=700; 50 £ 10 g : mean +
sd) were distributed among 12 grey semi-square tanks (150 L; density of 20-25 kg/m?). Tanks were
divided among two freshwater culture systems : partial recirculation (20% ; unit = open) and full re-
circulation (98% ; unit = closed) at the ‘Laboratoire de Recherche des Sciences Aquatiques’ (LARSA)
at Universitée Laval in Québec (Canada). Each diet was used to feed three replicate tanks in each unit.
Water temperature is held at 10 = 0.9°C during the experiment. Before the start of the experiment,
fish were acclimated for two weeks and fed with the P-sufficient diet (control diet). Fish were fed
twice daily (8 :00 AM and 3 :00 PM) by hand - to apparent satiation on two consecutive days. The
quantities of feed consumed were compiled, and the average daily feed consumption was calculated
for each tank. On subsequent days, fish were fed at 80% of this average using belt feeders. Fish were
not fed one day/week during system cleaning and maintenance. The experiment complied with the
guidelines of the Canadian Council on Animal Care (Olfert et al., 1993) and approved by Comité de
Protection des Animaux de I’ Université Laval (CPAUL 2019).

Growth performance was evaluated according to average of feed conversion ratio (FCR), standard

growth rate (SGR) and thermal-unit growth coefficient (TGC), as follows :

— FCR = [Feed intake / (final weight - intitial weight)]
— SGR =100 x [In(final weight) - In (intitial weight)] / days
— TGC =100 x (FBW'/3 - IBW'/3) / sum of daily water temperature

4.4.3 Fish and tissue collection

Six fish per tank were sampled at 5 (0, 2, 4, 8, 14 wk) times. Fish were euthanized by immersion
in an overdose (150 mg/L) solution of tricaine methanesulfonate (MS-222, Syndel International Inc.,
Vancouver, BC, Canada). Three fish per tank were used to evaluate mineral status. For this, scales
were scraped from tail to head and stored in 70% ethanol; the carcasses were stored at -30°C until

further processing.

4.4.4 Fish and tissue collection

Scales and carcasses were used as indicators of mineralization status (Le Luyer et al., 2014). Car-
casses were autoclaved, homogenized, then freeze-dried, and the whole-body sample was ground
using a Imm screen. Scales were dehydrated in a graded series of ethanol (70, 90, 100% ; 24 h /bath),
delipidated in acetone (two baths of 24 h), then in trichloroethylene (two baths of 24). Whole-body
and scales were analyzed for dry matter (drying in a vacuum oven for 18 h at 105°C) and ash (incinera-
ting in a muffle furnace for 18 h at 550°C) according to AOAC guidelines (AOAC, 1990). Phosphorus

content was determined using an inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-
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AES) method following ash digestion in nitric acid (18 mL of HCl 50% + 3 drops of nitric acid)

solution.

4.4.5 Piaccumulation trials

To validate P status and evaluate the ability of fish to absorb ambient phosphorus, fish were subjec-
ted to a 12-hour post-prandial P accumulation studies. This trial was first performed once clinical P
deficiency has been established (after 4 wk feeding) for fish fed with a low-P diet based on scales
ash content. Prior to the initiation of P accumulation, fish were fasting 24 h. Then the trout were fed
to apparent satiation by hand, and care was taken to ensure all feed was consumed. Tanks were then
thoroughly cleaned and purged immediately after feeding to evacuate any feces. Water flow was stop-
ped to allow excreted inorganic P (Pi) to accumulate for 12 h; no external water was supplied to the
tank during this period. During the sampling day, water pH was maintained between 6.0 and 6.5 by
the addition of acetic acid to counter the effects of accumulating ammonia; constant aeration allows

maintaining water oxygen concentrations between 10 and 12 mg/L.

To determine the soluble P concentrations accumulated in the tank water, filtered (0.45 um EMD
Millipore Millex® filter, Millipore Sigma, Burlington, MA, USA) water samples were collected using
a disposable 15 mL centrifuge tube (Falcon®, Becton, Dickinson, Drive Franklin Lakes, NJ, USA).
Samples were stored at 4 °C until analyzed for soluble P within 24h post collection. In each unit, 3
additional tanks without fish were included as controls. In each unit, 3 additional tanks without fish
were included as controls. Two P accumulation trials were carried out at 11 wk and 14 wk. Between
7-11 wk and 11-14 wk P daily, ambient Pi concentrations in the systems was monitored. It was around
0.5 mg/L and 0.2 mg/L for the closed and the open unit, respectively (Table 4.4). At the end of 11 wk,
a P accumulation trial was carried out. Immediately following this trial, ambient Pi in closed unit was
increased to 4-5 mg/L for 2 wk by the addition of KH,POj in the inflow tank. Three days prior to the
last Pi accumulation trial (14 wk), the water rich in P in the closed unit was replaced by allowed to

equilibrate prior to the final P-accumulation trial.

4.4.6 NaPi-II antibodies design

Peptide synthesis and chicken antibody production NaPi-II (B1433 and B1434) were contracted to
GeneTel Laboratories (Madison, WI, USA). Isoform-specific antibodies against NaPi-II were ge-
nerated against one complete and two partial protein sequence data provided by Berthelot et al.
(2014), Sugiura and Ferraris (2004) and Werner and Kinne (2001) respectively from trout. This pro-
tein sequence was compared with those used by Werner et al. (2002) as reported in Graham et al.
(2003) from the zebrafish kidney in National Center for Biotechnology Information website (NCBI,
https ://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein). The peptide sequences NH2-CLTRDNEPLEAPKETVKATQL-
COOH (B1433) and NH2-CQKTEDEEKGGKERKKSQE-COOH (B1434) were selected (Figure 4.1

). Peptides and antibodies were synthesized and purified according to the methods described by Mc-
Cormick et al. (2009).
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FIGURE 4.1 — Clustal alignment of NaPi-II amino acid sequences. Sequences from trout (complete
from Berthelot, partial from Sugiura and Werner (1)) and from Zebrafish (Werner2) were aligned with
clustal W analysis program (https://www.genome. jp/tools-bin/clustalw) in order to validate
the similitude of epitope selected (highlighted in red) compared to those from focused work done by
Werner2 (highlighted in green). Highlighted in blue, the epitopes previously used by Sugiura et al.
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(2003) to immunolocalized the NaPi-II in trout gill cells.

4.4.7 Western blots (WB)

Gill tissue proteins were isolated in 10 volumes of complete RIPPA lysis and extraction Buffer
(Thermo Fisher, Rockford, IL, USA). Homogenates were centrifuged at 5000 x g for 10 min at 4°C.
The supernatant was used for subsequent manipulation. Samples protein concentrations were determi-
ned using the Protein Assay (Thermo fisher Pierce Coomassie Plus Protein Assay, Rockford, IL, USA)
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with bovine serum albumin as a standard. Samples were then placed in an equal volume of structural
cleavage of protein solution, 2X and 4X Laemmli buffer (Bio-Rad Laboratories Ltd, Mississauga, On-
tario, CA ; catalog # 161-0737), and heated for 1 min at 95°C and stored at room temperature. Samples
were run on a 7.5% Mini-ProteanTXG® gel at 45 mg protein per lane. Precision Plus protein” stan-
dards dual color in a single reference lane (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) were run to
identify NaPi-II based in his molecular weight (NCBI accession # : CDQ73248-1). Following elec-
trophoresis (200V for 1 h), proteins were transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) transfer
membranes (Millipore, Bedford, MA, USA) at 400mA for 1 h in 25 mmol/L Tris and 152 mmol/L
glycine buffer, pH 8.3. The PVDF membranes were blocked in Tris-buffered saline with 0.1% Tween-
20 (T-TBS) and 5% non-fat dry milk for 1 h at room temperature, rinsed in T-TBS and exposed to
the primary antibody (1/500) in T-TBS and 3% non-fat dry milk for 2 h at room temperature. After
rinsing in PBST blots were exposed to rabbit anti-Chicken IgY HRP conjugated diluted 1/10,000 in
antibody dilution buffer, for 1 h at room temperature. After rinsing in PBST, PVDF was incubated for
1 min enhanced chemiluminescent solution (1 mL) Bio-rad ClarityTM Western ECL substrate accor-
ding to instructions, then exposed to X-ray film (MBI Fusion FX7, IL, USA). Images were obtained
using a Fusion FX7 reader from Vilber-Lourmat Lab Equipment (Montreal Biotech Inc., Dorval, CA)
with Fusion software and band staining intensity measured using ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) ;
protein abundance is expressed as a cumulative 8-bit grayscale value. We previously evaluated the
relationship of western blot quantification by four loading protein levels of 6.2, 12.5, 25, and 50 ug of
purified (86.43%) NaPi-II protein and found a strong polynomial relationship (R = 0.99).

4.4.8 Immunohistochemistry (IHC)

Gill tissue comprising of approximately 5-8 pairs of filaments were dissected, and the gill arch was
removed. Tissues were rinsed with PBS for 30 min and placed into PBS containing 30% (w :v) sucrose.
Tissues were embedded in Leica Surgipath OCT Compound (Leica Biosystems Inc., Buffalo Grove,
IL, USA) and stored at -80 °C. Embedded tissues were cut (64m) with a cryostat (ThermoShandon,
The Lan Word Group, Boston, MA, USA) at —24 °C, parallel to the long axis of primary filaments,
and perpendicular to the attachment of secondary lamellae. The tissue was placed on Fisherbrand
Colorfrost/Plus slides (Fisher Scientific, Hampton, NH, USA), dried (24 h at room temperature), rinsed
with PBS (immersion for 10 min in PBS, with agitation) and then incubated successively in 0.1%
(w :v) Sudan Dye Solution (Co9Ho4Ng, SPI-Chem inc., West Chester, PA, USA) and a 5% non-fat
dry milk solution for 30 min at room temperature. Tissues were exposed to NaPi-II primary antibody
(B1433, 0.6 mg/mL and B1433, 1.1 mg/mL at 1/500) in antibody dilution buffer (0.01% NaN3s, 0.1%
BSA, 2% normal goat serum and 0.02% keyhole limpet hemocyanin in PBS) and incubated 2h at
4°C. The slides were rinsed fives times with PBS and exposed to the secondary antibody (Alexa
Fluor”488 goat anti-chicken IgG, at 1/10000 mg/mL) for 2 h at room temperature. After incubation,
the slides were rinsed fives times with PBS, covered by a coverslip and examined with a Nikon Eclipse
E600 inverted fluorescence (465-495) microscope with a mercury lamp : A) first, the image of the gill
was taken without and with green filter 465-495nm, B) this last image was transformed in 16 bit-image
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RGB with the green look using the “LUT” command of ImageJ, C) the threshold was adjusted to 1925,
corresponding to the threshold that the pixels from the slides control (antibody minus fluorophore)
started to light up in green, D) the images without green filter and resulting to step C were merged
to highlighted NaPi-positive immunoreactive cells (complex between NaPi-II, antibodies, and Alexa
Fluor IgG, Figure 4.2).

FIGURE 4.2 — Stacked image with ImageJ] showed the procedure to use for labeling the intensity of
NaPi-II. A = image of the gill was taken without green filter 465-495nm, B = image with green filter
transformed, C = image adjusted to 1925, corresponding to the threshold that the pixels from the slides
control, D = images in steps A and C merged.

4.4.9 Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software (version 3.2.5, https://www.r-project.
org/). Data were expressed as mean = SE. Normality and homogeneity of variance were tested using
Shapiro Wilk, and Bartlett tests and data were a log or arcsine-transformed when needed. When data
respected the assumptions of normality, three-way and two-way analyses of variance (ANOVA) follo-
wed by Tukey HSD test performed on the identified differences between groups for non-fecal soluble
P in tanks, ash content, NaPi relative abundance, and the number of NaPi-positive gill cells stained. For
growth performance, three-way ANOVA including all the potential main effects (Diet*Time*System)
was first tested. Secondly, the effects of relevant interactions (Diet*time and Diet*System) were tes-
ted. Quadratic and cubic effects of time were also analyzed. The level of significance used in all tests
was P<0.05 except the scale ash (P>0.1).
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4.5 Results

The gain in fish mass and feed intake were different (P<0.001) among dietary treatments. Higher
wet weight was noted in fish fed P-sufficient diet even if their feed intake was lower (P=0.037) than
fish fed with the P-deficient diet. FCR was not different (P=0.707) among dietary treatments. Nei-
ther TGC nor the SGR was influenced (P<0.05) by diet. Rearing system had a significant (P<0.05)
effect on wet weight, feed intake, and SGR (P=0.003, 0.015, and 0.037, respectively). These growth
parameters (wet weight, FI, and SGR) were higher in the open system than in a closed system. FCR
and TCG showed a tendency ; indicating numerically higher (P=0.106) FCR in a closed system at the
opposite to TCG which tended to be higher (P=0.059) in the open system. Results demonstrated a
time-dependant impact on growth parameters. Time demonstrated a significant (P<0.05) effect on all
growth parameters, as well as the quadratic effect of time. The cubic effect of time was significant
(P<0.05) on TGC and SGR not for other growth parameters. No mortality was observed during the
experiment (Table 4.2).

There was a tendency for the interaction of time and diet for scale ash (P=0.055 and 0.096 for open
and closed circuit, respectively). Scale mineralization decreased over time (0-14 wk) ; this decrease is
greater when fish were fed with the P-deficient diet. Furthermore, the difference in scale ash between
diets was more apparent when the fish were raised in the open system compared to fish reared in the
closed system. As shown by the percentage of ash loss from scales between these two treatments,
the most prevalent reductions in P were observed at 8 wk and 14 wk for open and closed systems,
respectively. These partial observations suggest that fish raised in an open circuit are more affected by

P-restriction in the diet than those raised in a closed system (Table 4.3).

The daily accumulation pattern of non-fecal Pi excreted by rainbow trout was performed after cli-
nical P deficiency was demonstrated in fish receiving the low-P diet. According to the scale ash,
P-deficiency was observed within 4 wk of feeding the low-P diet (Table 4.3). This result shown in
Table was also reported in Le Luyer et al. (2014) and Sarker et al. (2011). The two daily Pi accumu-
lation of P was realized : the first one at 11 wk and the second one at 14 wk. The difference between
daily Pi content in water of the two-unit tanks was shown in Table 4.4 and the results for each trial

presented in Figure 4.3.
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TABLE 4.2 — Mean (n=3 tanks) wet weight, feed intake, FCR, TGC, SGR rate of rainbow trout fed
with P-sufficient (P-S), and P-deficient (P-D) reared in open and recirculated (closed) aquaculture
systems.

System Open Closed
Effect (P-value)
P-D P-S P-D P-S

Week

Wet weight (g)

0 65.77  65.95 67.58 6742 Diet <0.001

2 81.50 82.20 81.31 8349 Time <0.001

4 91.90 9490 92.86 9447 System 0.003

8 126.50 141.10 122.88 128.22 Diet*Time 0.152

14 216.40 228.80 189.38 200.17 Diet*System 0.388
Time*Time <0.001

Feed intake (g)

2 14.60 14.40 1450 15.00 Diet 0.037

4 16.10  17.10 15,00 1640 Time <0.001

8 18.30  23.00 22.00 21.80 System 0.015

14 51.80 52.80 41.40 47.20 Diet*Time 0.221
Diet*System 0.507
Time*Time <0.001

FCR (g/g)

2 0.93 0.89 1.10 0.94  Diet 0.707

4 1.57 1.35 1.42 1.55  Time 0.035

8 0.99 0.78 1.35 1.22  System 0.106

14 0.93 0.90 1.26 1.14  Diet*Time 0.612
Diet*System 0.773
Time*Time 0.006

TGC

2 0.21 0.22 0.19 0.21  Diet 0.383

4 0.13 0.15 0.14 0.13  Time <0.001

8 0.20 0.31 0.17 0.19  System 0.059

14 0.27 0.27 0.17 0.20  Diet*Time 0.304
Diet*System 0.824
Time*Time 0.040
Time*Time*Time 0.007

SGR (%)

2 19.30  19.80 16.80 19.30 Diet 0.336

4 11.30  13.40 1230 11.60 Time <0.001

8 15.70 2290 13.40 1490 System 0.037

14 26.70  26.50 1850 21.00 Diet*Time 0.405
Diet*System 0.928
Time*Time <0.001
Time*Time*Time <0.001

Mortality (n)

0-14 0.00 0.00 0.00 0.00
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TABLE 4.3 — Relative impact on ash content (mean with pooled SEM) in scales for fish fed P-sufficient
and P-deficient diets over the time'.

Circuit Open Closed
Diet P-D P-S % loss! P-S P-D % loss
0 29.6 + 0.4%¢ nc 29.80 + 0.5°¢ nc
2 28.8+0.2% 303+02°% 495 27.6+0.3% 295+039 644
Weeks 4 284402 304 402° 6.58 285403 303+037 594
8 255+04% 28.0+04> 893  255+0.5% 27.74+05% 794
14 254+04% 2754+04> 764  256+04¢ 28.14+03% 89
Diet <0.001 <0.001
P-value Time <0.001 <0.001
Diet x Time 0.055 0.096

NOTES : !Values are expressed in percentage of loss for ash content in P-deficient (P-D)fish compared to P-

sufficient (P-S) fish at each time point : Loss (%) = [(value P-S — value P-D)/value P-S]. nc = not calculated,
ANOVA (P<0.1) followed by Tukey test.

TABLE 4.4 — Daily Pi (ppm) in the water tank in the two units between the non-fecal soluble accumu-
lation trial.

Periods Open  Closed Accumulation Result
4-11wk 0.2 0.5 1 43 Aand B
I11-13wk 03-12 25-5 2 43Cand D
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The accumulation of non-fecal Pi evaluated at 11 wk did not show a significant difference between
the two culture units. The accumulation of soluble P in the tanks increased significantly (P<0.05)
4 h after feeding (TAF) when fish were fed the P-sufficient diet. This accumulation is significantly
higher compared to the fish fed on a P-deficient diet. Non-fecal soluble P in tanks of fish receiving the
P-deficient diets remained constant for 12 h after feeding (Figure 4.3 A and B).

The profile of Pi excretion is similar between culture systems for the accumulation trial at 11 wk.
For the second trial at 14 wk, the non-fecal soluble P excretion was significantly different between
the units ; the open unit showed the same profile as that described during the first accumulation trial
(Figure 4.3 C). However, in the closed non-fecal P excretion showed a different profile compared to
results from the open unit and previous non-fecal soluble P accumulation trials. Indeed, the P excreted
in the tanks increased rapidly for fish fed with the P-sufficient diet, but for those fed with the P-
deficient diet, P shows a significant (P<0.05) decrease over time (Figure 4.3 D)

Gill and skin tissues are directly exposed to external water and are assumed to be implicated in po-
tential adaptations related to P homeostasis (Verri and Werner, 2019). Protein quantification using
WB and IHC were performed in samples of gills from trout. The Na-Pi type II immunoreactivity in
western blots was present as a single band at an apparent molecular mass of 71kDa (Figure 4.4 A).
Statistical analyses (ANOVA followed by Tukey HSD test) of the quantitative band using ImageJ sho-
wed no significant difference between the two culture units and time after addition on Pi in closed
water tanks. Only the level of P in diet presented and significant effect in quantitative NaPi-II in gill
tissue (Figure 4.4 B).

The abundance of NaPi-II in gill trout was higher when fish were fed with a P-deficient diet compared
to the fish fed with a P-sufficient diet. Following typical image processing using ImagelJ, IHC revealed
that NaPi-II immunofluorescence occurred in a small number of cells on filament and lamellae when
fish were fed with P-sufficient diet. When fish were fed with P-deficient diet, immunofluorescence

signal of NaPi-II increased significantly and was the most present border of gill filament (Figure 4.5).
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FIGURE 4.3 — Non-fecal soluble P release in tanks after feeding in the two 12-h accumulations (11
wk-above and 14 wk-below) in control tanks (grey line) and tanks fed by P-sufficient diet (black
line), P-deficient (dashed line). Mean (n=3) were presented in the open (right) and closed (left) system
separately. The 14 wk trials were conducted after that the Pi in the tank in the close system is increased
to 4-5 mg/L daily for 2 wk by the addition of KH>PQOy in the inflow tank. Two-way ANOVA, followed
by Tukey HSD test, was performed to identify significant différence (P<0.05). The analysis shows
a significant difference in Pi release in-tank between treatment (P=0.005) over time (P=0.03), as
well as their interaction (treatement*time : P=(0.01). Mean values with similar superscripts are not
significantly different (P>0.05).
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FIGURE 4.4 — A) NaPi-II standard range and representative western blots of gills trout, fed with a P-
deficient diet (P-D) and the P-sufficient diet (P-S) among periods before (-) and after (+) Pi was added
in the closed system ; B) relative abundance of NaPi-II proteins in gill extract. Effect of diet and period
on gill NaPi-II relative abundance using Image J processing was tested. Two-way (diet and period)
ANOVA indicated a significant effect of diet (P=0.002) and their interaction (P=0.030), not for the
period (P=0.071). HSD Tuckey test was used to compare the significant effect of diet. The asterisk
indicates a significant change between the two P-dietary treatments (one-way ANOVA, P<0.05).
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FIGURE 4.5 — Relative rate of Pi release in tanks at the end of the last 12h-accumulation (14 wk) in
open (dark) and closed (white) system. Means values from triplicate tanks of fish fed with P-sufficient
(black point) and P-deficient (black hatched ) diets were calculated by dividing Pi accumulated in the
tank at the end of the trial by time (12h) and biomass using the following equation [Pi (mg/h/kg) = Pi
final-Pinitial/(12*biomass (kg)).
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By applying a linear model to estimate the evolution of non-fecal soluble P excretion over time, our
results generated the equations presented in Table 4.5. The results showed a low linear relationship
between Pi release and the time after feeding, with R? ranging between 0.54 and 0.77. For fish fed with
P-sufficient diet, the best-fit relationship is a polynomial function of time [Pi mean = 0.015 (TAF)? -
0.073 (TAF) + 2.57, R? = 0.98). According to that the linear function of the evolution of Pi release in
tanks was not highly true, the relative rate of Pi was calculated instead of the use of the slope of linear

equations.

TABLE 4.5 — Linear models of prediction for Pi release in tanks water after feeding according to Pi-
dietary and systems. This modeling was done using data from the last 14-h accumulation trial (14
wKk).

System Diet Pdiet Pi0 Linear models R?  P-value
Oven P-S 1 1.14  Pi (mg/L)=1.01 + 0.052 (TAF) 0.77 <0.001

P P-D 05 1.14 Pi(mg/L)=1.13+0.005(TAF) 0.54 <0.001
Closed P-S 1 2.58 Pi(mg/L)=2.55+0.027 (TAF) 0.74 <0.001

P-D 05 258 Pi(mg/L)=2.59-0.016 (TAF) 0.76 <0.001

NOTES : !'Pi0 : Pi-level at the start of accumulation trial; 2TAF : time after feeding; P-S=
P-sufficient, P-D = P-deficient

The relative rate represents the amount of P excreted in the tank per hour per kg of biomass. These
values were estimated at 0.407 and 0.031 mg in an open system and 0.218 and - 0.122 mg in a closed
system for a P-sufficient diet and P-deficient, respectively. Our findings suggest that P deficient fish
can absorb P from the environment. This external absorption of P seems to only be observed when
P-deficient fish are maintained in water with relatively high background P concentrations (between 4
to 5 mg/L, Figure 4.6).

116



0.70 -
P-sufficient diet ! Open unit
0.60 { N p_geficient diet Close unit

0.50 -
0.40

0.40 -
0.30 -

mg de P /h/kg of biomass

0.218
0.2[} = P I

0.10 -

0.031

0.00 Rtk | .

-0.10 -

-0.122
-0.20 -

FIGURE 4.6 — Relative rate of Pi release in tanks at the end of the last 12h-accumulation (14 wk) in
open (dark) and closed (white) system. Means values from triplicate tanks of fish fed with P-sufficient
(black point) and P-deficient (black hatched ) diets were calculated by dividing Pi accumulated in the
tank at the end of the trial by time (12 h) and biomass using the following equation [Pi (mg/h/kg)= Pi
final-Pi initial/(12 *biomass (kg)].
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4.6 Discussion

It is well known that certain minerals can be absorbed by fish from their environment ; indeed, a large
body of work has demonstrated the importance of external calcium absorption in both fresh and salt-
water. Over three decades ago, Fenwick (1989) reviewed work reporting on calcium absorption; the
fact that calcium can be present in relatively high concentrations (particularly in marine environments)
has continued to attract interest in this area. Given that P is present in low concentrations, the ability

of fish to absorb appreciable quantities from their environment has been largely ignored.

The increased employment of recirculatin aquaculture systems (RAS) to raise fish, results in higher
background P concentrations. Sugiura et al. (2000) demonstrated the utility of nonfecal P excretion
to estimate dietary requirements, during which it was noted that P concentrations in tanks with P-
deficient fish tended lower over the P accumulation study period (Sugiura, 1998). Subsequent work
in our lab confirmed this observation (Sarker et al., 2011). Then it was hypothesized that there is an
element in the closed system which initiated this potential regulation. According to previous observa-
tions (Vielma and Lall, 1998; Witten and Huysseune, 2009), we identified the soluble Pi as the element
that potentially initiates this regulation. Given the low level of this element in water it was suggested
by these authors that the teleost fish are unable to absorb appreciable amounts by gills, supports a
larger implication of P to regulate this phenomenon. Given this hypothesis, following the first accu-
mulation trial, the background concentration of Pi was increased from 0.5 to 5 mg/L (by addition of
KH;,POy) in order to ensure relatively high levels of background Pi in the system prior the subsequent

accumulation trial.

The addition of Pi in the RAS also ensured relatively high concentrations of this element for 10 days
before the start of the second P-accumulation trial (2.58 vs. 1.14 mg/L). This elevated background Pi
concentration in the water of the RAS system after 11 wk seems critical in the ability of fish fed a
P-deficient diet to absorb P, given the observation of Pi absorption from tank water by chronically-
deficient trout when background Pi was raised to 2.58 mg/L). On the contrary, concentrations of 1.14
mg/L Pi seem to be below a ‘critical threshold’ in this experiment. As reported by Sarker et al. (2011),
in P deficient trout with background Pi concentrations of 4-5 mg/L they demonstrated absorption of
external Pi. It should be noted that the size of the trout used in this study was different from those in
the current study (323 to 500 vs. 220 g).

Currently, little is known about the regulation of genes involved in this putative mechanism. Accor-
ding to (Sugiura et al., 2003), specific genes responsible for Pi-uptake like stimulator (PiUS) mRNA
expression in gill ionocyte tissue of rainbow trout are responsible for Pi uptake mechanisms in gill tis-
sue of P-deficient fish. Furthermore, PiUS was found in all tissues where NaPi-II mRNA was located.
These authors were also speculated that the expression of PiUS in other tissues including gill, heart,
and blood. They suggested the presence of other Pi transporters that coordinate their function with

PiUS and the precocious (1 wk) severity of Pi-dietary restriction to explain these findings.

Gill and skin tissues are directly exposed to external water and are assumed to be implicated in po-
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tential adaptations related to P homeostasis (Verri and Werner, 2019). Quantification of NaPi-II using
Western blot demonstrated that a severe restriction in P causes over-expression of this protein in gill
tissue. The immune-staining of branchial ionocyte NaPi-II strongly supports these quantitative results.
No significant difference in increasing background P in RAS was found in NaPi-II immunostaining.
Likewise, WB demonstrated that only dietary P induced an effect on NaPi-II presence in gill. These
results refute the hypothesis that the high level of Pi in water initiates this regulation; it is derived
by severe restriction dietary P; IHC gives an interesting indication of the location of these mem-
brane transporters. Indeed, the staining signal appears almost always in the external border of gill
lamellae, rarely in the filament. The observation was in accordance with the TrIIb2 polyclonal rabbit
antibody staining reported by Sugiura et al. (2003). Some immunofluorescence was also found in the
central venous sinus (CVS) of gill lamellae, which was unexpected and suggested the presence of non-
specific staining ; increasing the blocking protein concentrations can reduce this potential non-specific
staining. Egg yolk antibodies (IgY) constitutes a relevant alternative source of antibodies these last
year due to some advantages over mammalian serum immunoglobulins regarding productivity, animal
welfare, and specificity (Pereira et al., 2019). Nonetheless, a study conducted by Aratijo et al. (2010)
showed the frequently used method for the extraction of IgY by precipitation with high concentration
(60% instead of 20%) of ammonium sulfate ((NH4)»SO4) caused the presence of non-specific pro-
teins in purify antibodies. Increasing the blocking with milk proteins may offer an alternative method

to limit by competition the complexation of these non-specifics proteins with their epitopes.

Our preliminary results demonstrated that P-deficient rainbow trout exposed to Pi-rich water develop
a capacity to absorb an appreciable amount of Pi from the environment. This external absorption
of Pi also correlated with an increased of NaPi-II abundance in gill. This increase of NaPi-II co-
transport depended on the level of dietary P. While this result suggests a regulatory impact of dietary
P restriction in the gill, it cannot be concluded that the augmented Pi absorption demonstrated in
accumulation trial was only linked to NaPi-II overexpression in gill. Indeed, the absorption of Pi
across epithelia in Pacific hagfish skin (Eptatretus Stoutii) was reported by Schultz et al. (2014). To
assess the potential of different anatomical regions involved in P absorption, a modified metabolic
chamber, as described by McKim and Goeden (1982), allowing separation of head/gills from the
remaining body was validated. The protocol was defined in the framework of the designated study
of active uptake Pi mechanism for validation of an implication of skin or/and gills in this regulation
(Appendix B).

Teleost fish P dynamics are of prime interest for mainly two reasons : (i) teleost fish is an essential
protein source in the human diet and supply increasingly depends on farmed fish that need a precisely
balanced supply of Pi; (ii) there are many teleost-specific strategies to maintain adequate Pi levels with
essentially very similar transporters and hormones (Verri and Werner, 2019). Dietary P restriction is
a realistic approach to maintain a precise and adequate supply of Pi (Bureau et al., 2003; Satoh et al.,
2003; Sarker et al., 2011; Sugiura et al., 2000; Vandenberg, 2001). This approach can lead to P-
deficiency if the biotic and abiotic factors are not taken into account. Thus, investigating the plasticity

119



of trout regarding P restriction is essential to improve the understanding of P metabolism in teleost
fish.

4.7 Conclusion

Our results indicate that NaPi-1I cotransporter is more abundant in gill lamellae of fish fed chronically
(>4 wk) with a P-deficient diet compared to those feed with P-sufficient diet. This increase of NaPi-
IT cotransporter relied upon an external absorption of Pi shown when the fish were maintained in
water with relatively high (2-5 mg/L) P concentrations. These findings indicate that in RAS systems,
the source of P from the water must be integrated into the P balance when the low-P diet was used.
The use of immunohistochemistry is a relevant approach to highlight the effect of chronic P-dietary
restriction in NaPi-II gill cotransporter. It would also be interesting to use this same approach on trout
skin. This approach can be coupled with an in vitro study of cotransporter activity in these two mains

external tissues.
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Discussion générale et conclusion

"La logique des passions renverse [’ordre traditionnel du raisonnement et place la conclusion avant
les prémisses.”
De Eric Hobsbawm
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L’ objectif principal de ce travail de these était de : 1) développer une technique de réduction a la
source de la pollution piscicole liée au P, et 2) progresser dans la compréhension des mécanismes de
régulation de 1’absorption de P, suite a une restriction alimentaire sévere de cet élément. Le troisiéme
sujet s’intéressant a la validation du Dual-Energy X-ray Absorptiometry (DXA) comme outils d’éva-
luation de la composition proximale des poissons et de la rétention alimentaire, est apparu comme une
étude complémentaire trés importante dans le contexte canadien. Ainsi, les résultats seront discutés
en trois parties en fonction des objectifs de chaque étude. A la fin de chaque partie, des perspectives

de recherche seront dégagées afin d’améliorer le travail débuté.

Réduction de la pollution piscicole : utilisation des pieges a phosphore

Le travail réalisé dans le chapitre 2 a permis de mettre en évidence que la micro-encapsulation d’élé-
ments actifs, comme 1’Al et le Fe, est une approche pertinente et efficace pour limiter les rejets de
P dans les effluents des fermes de truites arc-en-ciel. Cependant, il est impératif de valider I’adéqua-
tion de la matrice (gras) d’encapsulation utilisée et I’activité lipasique afin de cibler I’endroit propice
pour la libération des éléments actifs. Ce travail préliminaire a été réalisé avant les phases in vivo et
les résultats ont été présentés en annexe 1. Dans notre cas, la matrice proposée par Jefo-matrix pour
I’expérimentation chez le poulet était la meilleure compte-tenu de la contrainte imposée (libération
tardive) au départ. L’efficacité de cette technique est influencée entre autres par la température, le pH,
et la turbidité du substrat. Une investigation complémentaire a été réalisée afin de voir les tendances

liées au pH et a la turbidité.

Effet combiné avec la température

Lefficacité de cette technique est influencée par plusieurs parametres qui sont a prendre en compte.
Considérant les variations de température observées au Canada, il a été jugé nécessaire de valider
Ieffet de la température et de I’inclusion des éléments actifs sur le P relargué par les feces. Par consé-
quent, deux températures extrémes ont été testées : 4 °C et 22 °C. Les résultats ont montré des contenus
élevés maximas de P de 7,7 et 12,6 g/kg de feces secs au bout de 7 jours pour les températures 7 et
22 °C, respectivement. Ces résultats sont en contradiction avec ceux de I’étude de Kibria et al. (1996).
L’écart de température dans les deux études (£ 15 vs. 5 °C) et la conversion alimentaire (FCR) pour-
raient expliquer ces résultats contraires. L’effet des éléments actifs est plus marqué en milieu ambiant
dans notre étude. En effet, le P relargué est significativement plus faible pour les régimes incorporant
les éléments actifs (Fe et Al) au bout de 7 jours. Entre ces deux régimes, I’effet de I’ Al sur I’insolubi-

lisation du P est significativement plus élevé (Figure 2.1, chapitre 2).

Effet combiné avec le pH

Le pH du milieu d’incubation montre aussi des effets significatifs sur la cinétiquede libération du P
contenu dans les feces. En testant deux valeurs de pH différentes (pH =4 et 8), des différences signifi-

catives ont été observées. En effet, les tendances montrent une quantité plus élevée de P libéré par les
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feces a un pH élevé (maximum de P relargué =7 vs. 5 mg de P/g de feces seches-FC) comparativement
a un pH bas. Ainsi, les résultats préliminaires observés sont en contradiction avec ceux mis en évi-
dence pour I’aliment non absorbé dans 1’étude de Kibria et al. (1996). Néanmoins, ils s’accordent avec
ceux de (Comeau, 1989). En effet, cet auteur montre que les pHs alcalins favorisent le relargage du Pi
dans les boues d’épuration avec des conditions comparables a celles des bassins de sédimentation des
fermes piscicoles (boues avec de la matiere organique en milieu anoxique. Ainsi, I’insolubilisation du

P par I’ajout d’éléments actifs (Fe et Al) semble étre plus efficace a pH plus faible (Figure 4.7).
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FIGURE 4.7 — Pi exprimé en (mg/g de FC) relargué au bout de 7 jours d’incubation par les feces
provenant des régimes expérimentaux et incubés a pH acide (4, a gauche) et a pH basique (8, a droite).
Les valeurs de Pi sont exprimées sur base de feces seches (FC). Les valeurs représentent les moyennes
(n=3) affectées de leurs écarts types.

Ces différences de relargage de P en fonction du pH peuvent s’expliquer par 1’action des mécanismes
éléments actifs dépendant du pH déja mis en évidence par Metcalf et al. (1979). En effet, dans des mi-
lieux humides a pH acide (pH<6), les phosphates d’aluminium (AIPO,) et de fer (FePO4) dominent,
tandis que I’hydroxyde d’aluminium (AI[OH]3) et I’oxyhydroxyde de fer (Fe(OH)3) sont prédomi-

nants pour des pH compris entre 6 a 8 (Figure 4.8).

De I’analyse de ces données, il ressort donc, que I’élimination du P soluble semble efficace dans la
plage de pH allant de 6,5 a 7 et de 5,5 a 6,5 pour le sulfate d’aluminium et le sulfate de fer respec-
tivement. Ces observations a permettent de conclure que 1’action d’insolubilisation recherchée avec
I’ajout d’éléments actifs comme 1’Al et le Fer (encapsulés) donne une meilleure efficacité a un pH

compris entre 5,5 et 7.
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FIGURE 4.8 — Représentation graphique de I’évolution de la solubilité du phosphate d’aluminium et
de fer en fonction du pH du milieu (images tirées de Metcalf et al. (1979)).
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Effet combiné avec la turbidité

Les essais de relargage ont été réalisés avec une matrice fécale non perturbée, c.-a-d. sédimentée au
fond du contenant. Cette option a été choisie afin de reproduire ce qui se passe généralement dans
les bassins de sédimentation des fermes piscicoles. En revanche, cette situation n’est pas toujours
effective, et de temps en temps, le milieu est perturbé par I’arrivée d’effluents sortant des structures
d’élevages. Par conséquent, I’effet d’un mouvement d’eau constant a été testé sur la quantité de P
remise en suspension. Les feces incubées dans les béchers ont été soumises a un mouvement régulier

en utilisant I’appareil Orbical Shaker (aiguille de réglage de la vitesse maintenue a la graduation 6).

Par ailleurs, les données obtenues montrent que le relargage de P dans les féces obtenues avec di-
verses moulées est plus important en absence de mouvement. En effet, les quantités minimales s et
maximales, au bout de 7 jours, pour les deux conditions étaient respectivement de 3,1 £ 0,2 et 5,6 &
0,19 g/kg avec un mouvement d’eau, et 4,8 £ 1,4 et 8,4 £ 0,6 g/kg en absence de mouvement (Figure
4.9).
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FIGURE 4.9 — Pi relargué au bout de 7 jours d’incubation par les féces provenant des régimes ex-
périmentaux et incubés avec mouvement (2 gauche) et sans mouvement (a droite). Les valeurs de Pi
sont exprimées sur base de feces seche (FC). Les valeurs représentent les moyennes (n=3) affectées
de leurs écarts types.

Ainsi, les résultats observés montrent que la présence de mouvement a favorisé I’insolubilisation de P
contenus dans les féces, ce qui est en contradiction avec notre hypothese initialement émise lors de cet
essai. En effet, nous nous attendions a voir un relargage de P plus important avec le fractionnement de
la matrice fécale en présence de mouvement. Cependant, il semblerait que ce mouvement favorise la
complexation du P. De plus, il semblerait également que le mouvement tendrait a favoriser le contact

entre les ions contenus dans le milieu conduisant a une insolubilisation importante du Pi.
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Perspectives

Concernant I’efficacité de la technique utilisée, des réductions importantes de P rejeté par les feces ont
été obtenues. Ces réductions ont été estimées, lors de la premiere expérience in vivo, a 54% et 38%,
avec I’inclusion de 0,9 g/kg d’Al et de 2,4 g/kg de Fe, respectivement. Dans la seconde expérience, la
plus forte inclusion d’alun a permis d’enregistrer une baisse de plus de 60% de P rejeté par les feces.
Ces données confirment que la technique proposée est efficace pour réduire le P rejeté dans I’eau
a partir des feces de truite arc-en-ciel. L’alun est I’élément insolubilisant qui montre une meilleure
insolubilisation du P dans les feces de truite arc-en-ciel. Cependant, 1’acceptation de la technologie
proposée dépendra en grande partie de la démonstration de I’innocuité du procédé. Ce composé est uti-
lisé comme agent affermissant dans plusieurs aliments pour la consommation humaine (Encyclopedia
of Food Additives. 2005). Approuvé par I’agence d’administration des aliments et des médicaments
des Etats unis ("U.S. Food and Drug Administration’) pour le trempage des cornichons, 1’alun doit
cependant étre utilisé de facon appropriée. La présence de I’ Al dans 1’alimentation est décriée (Dug-
gan et al., 1992; Swegert et al., 1999) du fait des suspicions concernant sont possible implication dans
maladie d’ Alzheimer. Méme si nos résultats ne montrent aucun signe d’accumulation de I’ Al utilisé
dans la chaire des poissons. Une communication mal placée de 1’usage d’Al dans I’alimentation des
poissons pourrait nuire a ’image du produit, méme si la finalité est de produire « proprement ». De
plus, nous avons noté une conversion alimentaire numériquement plus faible de I’aliment incorporant
I’Al, comparée a I’aliment supplémenté en Fe. Par conséquent, I’emploi de composés a base de Fe
semble étre le mieux indiqué. L’ utilisation du Fe comme élément piégeant est d’autant plus intéres-
sant qu’il est utilisé pour abbaisser le pH des sols alcalins et lutter contre certaines carences chez les
plantes (Hansen et al., 2006). Par conséquent, 1’utilisation des boues issues de piscicultures utilisant
cette technique de piégeage de P serait souhaitable dans ces types de sols alcalins. L’ option alternative
serait de tester 1’efficacité de la zéolite encapsulée comme agent piégeant. Son action adsorbant sur les
ions ammonium et phosphates a été mise en évidence par Huang et al. (2010). Cette propriété couplée
a ses effets bénéfiques démontrés chez les poulets (Incharoen et al., 2010), les beeufs (Thilsing-Hansen
et al., 2002), et les poissons (Mumpton and Fishman, 1977) font de ce cet élément un bon candidat
pour la réduction de la pollution au P (Karapinar, 2009) et I’amélioration de la productivité des pois-

sons en élevage.

L’application de cette technique devra nécessairement passer par I’homologation de ces agents actifs
protégés pour I’alimentation animale. Ce travail d’homologation devra €tre réalisé de concert avec les
parties prenantes du projet afin de proposer cette technique aux fabricants d’aliments de truites arc-en-
ciel L'utilisation des boues issues de piscicultures utilisant cette technique, pour 1’épandage, devra se
conformer aux exigences et normes établies pour les matieres résiduelles fertilisantes (Hébert, 2015).
Les niveaux d’inclusion faibles (>60 g/kg) dans les régimes permettront d’avoir des boues dont les

teneurs en Al ou Fe seront en deca des seuils maximums fixés par le MDDELCC.
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Utilisation du DXA pour évaluer la composition proximale des truites

arc-en-ciel

La composition proximale est un important indicateur du statut nutritionnel et de la santé des orga-
nismes en élevage (Economos et al., 1997). Par conséquent, la précision de la méthode d’estimation
des éléments nutritifs (protéines, lipides, cendre, P, Ca, etc.) de cette composition est une donnée
fondamentale. Classiquement pour déterminer ces indicateurs chez les poissons, les carcasses sont
broyées, puis lyophilisées, avant de passer a travers un ensemble d’analyses et de manipulations (Ke-
jdhal, Soxtex ou ANKOM, cendres, incinération, digestion acide, Dionex etc.). Le DXA est une mé-
thode non invasive, mais qui est de plus en plus utilisée chez les humains et les porcs (Rose et al.,
1998; Martinez, 2017).

Peu étudiée chez les poissons, la précision du DXA pour la détermination de la composition proximale
a été évaluée afin de I’utiliser dans un contexte visant a limiter au maximum les rejets en P dans les
fermes piscicoles. Les résultats présentés dans le chapitre 3 ont montré que le DXA possede une tres
bonne précision pour I’estimation de la composition proximale des truites arc-en-ciel. Par ailleurs,

cette bonne précision du DXA a déja été validée chez les humains, les porcs et les moutons.

Limites de I’estimation de composition proximale avec le DXA

La teneur en matieres grasses (fat mass) obtenue avec le DXA n’est toutefois pas bien corrélée avec
la teneur en lipides évaluée a 1’aide des méthodes classiques (R? = 0,31 et 0,50). Ce manque de
précision de la teneur en matieres grasses pourrait &tre probablement liée a une surestimation de cette
composante par le DXA (Figure 3.4). En effet, des observations similaires ont été constatées par Wood
(2004) chez le bar rayé (M. saxatilis). En comparant ces résultats a ceux de Rose et al. (1998) chez
des femelles de rats obeses, 1’auteur explique que cette faible précision est liée au type de logiciel
utilisé dans les deux études (Humain vs. Rat Whole Body V5.71P). Les algorithmes utilisés dans ces
deux modes ne sont pas spécifiquement développés pour les poissons. Par conséquent, il conviendrait
de développer un mode ou une calibration spécifique aux poissons afin d’améliorer la précision. En
outre, le mode de scan présente un impact sur la précision pour 1’estimation du contenu en matieres
grasses. Pour cet indicateur, il a été démontré que la valeur de DXA r-value du mode détaillé (Detailled
Mode, DM) montre une meilleure corrélation avec la quantité de lipides déterminés par la méthode
classique (Wood, 2004; Mitchell et al., 1997; Swennen et al., 2004). Ainsi, il conviendrait d’utiliser

cet indicateur pour une meilleure estimation de la composition en lipides des truites arc-en-ciel.

Chez les salmonidés, I’accumulation de graisse se fait majoritairement au niveau de la cavité abdomi-
nale. Ainsi, I’utilisation du mode Haute Résolution (High Resolution Mode, HRM) au niveau de cette
partie permettrait d’avoir une meilleure estimation du contenu en graisses déposé pendant la phase
de grossissement. Bien que les modes « DM » et « HRM » donnent de meilleurs résultats d’estima-
tion de la composition proximale des carcasses, la durée de I’examen est relativement longue (10 et

60 min respectivement) comparé au mode « Rat whole-body » utilisé dans notre étude (4 min). Par
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conséquent, un compromis devrait étre fait entre la précision de la mesure et la durée de I’examen.
De plus, la précision de I’estimation de la composition proximale pourrait étre améliorée avec le type
de scan. Il a été démontré que les appareils utilisant un faisceau de rayons x de type « pencil-beam »
(crayon) possedent une meilleure précision que ceux utilisant le type « fan-beam » (faisceau) (Wood,
2004; Henzell et al., 2003).

Avantages et perspectives de ’utilisation du DXA

Ce travail a permis de développer des équations de régression afin de déterminer le contenu en pro-
téines, en cendres, et en P dans les carcasses a partir des données [masse maigre (lean), composition
minérale osseuse (BMC), masse grasse (fat)] des scans de carcasses obtenus avec le DXA. Dans notre
cas, ces équations ont été utilisées afin d’estimer la rétention en P des deux régimes testés. Cette ré-
tention en P est similaire a celle obtenue a I’aide des méthodes classiques. Ainsi, cette observation
met en évidence 1’avantage de cette approche utilisant le DXA. Elle permet d’évaluer de fagon simple
et rapide le P retenu pour chaque aliment durant une période, et par ricochet, la quantité excrétée dans
une ferme salmonicole. Par conséquent, cette méthode permettra de faciliter 1’étude sur la disponibi-
lité du P dans les régimes et dans les ingrédients afin de mettre en évidence la meilleure combinaison
possible qui permettra de réduire les rejets en P. Par ailleurs, cette approche pourrait étre aussi utilisée

pour d’autres éléments nutritifs tels que les protéines, le Ca , etc.

En comparant les données des carcasses congelées et décongelées, il apparait une précision similaire
pour les équations de prédiction du poids, des protéines, des cendres, du P, du Ca. Dans le cas ou le
sacrifice des animaux est acceptable, il est plus adapté de congeler les carcasses lors des scans, afin de
faciliter les manipulations. En revanche, il est préférable d’étendre ces modeles aux truites arc-en-ciel
vivantes dans le souci de réduire 1’utilisation des animaux dans les expériences (comme le recom-
mande le Comité de Protection des Animaux de 1’Université Laval). L’ examen des poissons vivants
est réaliste car la durée de I’examen en mode « rat whole-body » est courte (4 min). Par conséquent, il
est possible d’endormir les poissons pendant la durée de 1’opération (environ Smin en tenant compte
des réglages préopératoires). Toutefois, le défi est de trouver une technique permettant de maintenir
les branchies humides durant I’examen, sans que cela n’alteére la précision de la mesure. Cependant,
I’utilisation de cette technologie dans I’industrie aquacole pose toutefois certaines limites. En effet,
cet équipement est assez onéreux (100.000 dollars canadien) et nécessite donc 1I’aménagement d’une
piece dédiée a cet effet afin de confiner les rayons X. Des modeles de partage d’outil comme celui
offert par le CRSAD, peuvent permettre au professionnel de s’affranchir de ces contraintes tout en
bénéficiant d’une méthode efficace et rapide pour évaluer son emprunt environnemental vis-a-vis du
P.
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Mécanismes de régulation de la carence alimentaire en phosphore

La baisse des teneurs en P dans les régimes est I’approche classiquement utilisée afin de réduire ses
rejets en P. Une restriction chronique du Pi alimentaire est associée a un retard de croissance, une
réduction de la prise alimentaire, et une baisse de la densification osseuse favorisant des situations
de déformation osseuse (Deschamps et al., 2014; Le Luyer et al., 2014; Deschamps et al., 2008).
Cette situation n’est pas souhaitable dans un contexte d’élevage. Par conséquent, les poissons vont
utiliser des mécanismes de régulation dans une certaine mesure, afin de limiter les effets de cette
restriction. Cette régulation se déroule en situation de carence (hypophosphatémie), et en situation ou
cet élément est présent en grande quantité dans 1’organisme (hyperphosphatémie). Elle fait intervenir
principalement le cerveau, les reins, les tissus osseux et I’intestin. Les effets des hormones sécrétées
par certains de ces organes étaient peu étudiés parce que la plupart des travaux se focalisaient sur la
régulation du Ca. Par ailleurs, une revue réalisée par (Verri and Werner, 2019) a assigné récemment a

chaque hormone son role dans la régulation du P chez les poissons téléostéens (Figure 4.10 ).

En revanche, I’action de la vitamine D3 (calcitriol) sur I’homéostasie phosphocalcique a été étudiée
depuis longtemps. Son action sur le métabolisme du P est assez hétérogene. En effet, I’injection intra-
péritonéale de vitamine D3 augmente le Pi plasmatique chez Clarias batrachus (Swarup et al., 1984)
Anguilla rostrata (Fenwick, 1984), et plusieurs autres especes (Srivastav et al., 1997; Swarup et al.,
1992), mais elle n’a aucun effet chez Oreochromis Mozambicus (Rao and Raghuramulu, 1999). Cette
augmentation du Pi dans le sang est liée a une réabsorption rénale du Pi (Fenwick and Vermette, 1989)
et/ou une mobilisation du P dans les tissus osseux (Lopez et al., 1976; Avila et al., 2000). Mé&me si
certaines études suggerent une synthese de vitamine D3 au niveau de la peau chez la truite arc-en-ciel
(Pierens and Fraser, 2015) exposée a la lumiere bleue (440-480 nm), il est généralement admis que
cette hormone doit étre apportée par 1’aliment. Chez les poissons téléostéens, la vitamine D3 apportée
par I’aliment est stockée au niveau du foie et des dépots de matiere grasse. De ce fait, ces tissus sont
considérés comme des sources importantes de vitamine D pour les humains (Bourre and Paquotte,
2008). La vitamine D3 régule le P corporel en exercant un contrdle sur I’expression de genes codant
pour les protéines membranaires impliquées dans le transport du P. Ainsi, les conséquences d’une
carence alimentaire en P (P = 0.24 %) sont contrebalancées par la supplémentation a forte dose de
vitamine D3 (22.700 IU /kg) chez le poisson-chat. La régulation de la vitamine D3 sur le P est éga-
lement associée a la sur I’expression intestinale des geénes de la famille des cotransporteurs de type
IT (Solute Carrier Family 34 Member, slc34) (Chen et al., 2017). En effet, une faible dose (3.621 IU
/kg) de vitamine D3 entraine au niveau rénal une surexpression des genes slc34, tandis qu’a plus forte
dose (22.700 IU /kg), un effet contraire y est observé.

Dans la figure 4.10, les organes intervenants dans la régulation sont schématisés en périphérie par des
rectangles, et les flux de Pi sont indiqués avec des fleches bleues claires. Les hormones sont placées
a coté de I'organe qui les sécrete. Il a été démontré que le stanniocalcine (SC) a tendance a induire
une augmentation du Pi dans le sang, tandis que I’hormone parathyroide (PTH) et le facteur 23 de

croissance du fibroblaste (fgf23) ont majoritairement une action phosphaturique, tendant a réduire le
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Pi dans le sang.
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FIGURE 4.10 — Diagramme synthétique des éléments organes clés impliqués dans 1’homéostasie du
Pi adapté de Verri and Werner (2019).Stanniocalcine (SC), I’hormone parathyroide (PTH), facteur
23 de croissance du fibroblaste (fgf23). Le grand et le petit « Pi » indiquent une hyperphosphaté-
mie et une hypophosphatémie, respectivement.Les fleches vertes indiquent une absorption intesti-
nale/résorption osseuse/réabsorption rénale du Pi. Celles en rouge indiquent une augmentation de
I’excrétion rénale/désorption osseuse du Pi.
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L’implication des organes externes comme la peau et la branchie dans cette régulation du P est jugée
marginale, voire inexistante. Toutefois, cette perception est de plus en plus remise en question dans
le monde scientifique. En effet, le conclusions de I’étude de Fenwick (1989) et de Sugiura (1998) de
sur I’absorption du Ca?* et du Pi (respetivement) externe par les poissons, avaient laissé entrevoir la
possibilité d’une absorption du Pi via ces organes externes. Plus récemment,les observations de Sarker
et al. (2011) ont confirmé confirmer la pertinence de cette hypothese. Par conséquent, en conduisant
cette étude sur 1’absorption branchiale du P, I’objectif a été de reproduire les conditions permettant de
mettre en évidence et de quantifier le Pi prélevé par les truites arc-en-ciel dans son environnement.
L’approche immunohistochimique et de quantification des cotransporteurs utilisée dans cette étude est
une approche pertinente qui a déja été utilisée par plusieurs auteurs (McCormick et al., 2013, 2009;
Werner and Kinne, 2001; Graham et al., 2003) afin de mettre en évidence 1’adaptation impliquée
au niveau des cotransporteurs NaPi. Ainsi, les résultats présentés confirment une surexpression des
cotransporteurs NaPi-II au niveau des branchies avec une restriction chronique alimentaire au P. Les
truites arc-en-ciel avec un tel statut vis-a-vis du P élevées dans une eau chargée en Pi soluble (2,5-5
mg/L) absorbent une quantité appréciable de cet ion phosphate au cours du temps. Les cotransporteurs
NaPi sont assez bien décrits dans les rein, intestion, estomac chez les poissons téléostééns. Il existe tres
peu de connaissances sur la présence et 1’absence, la localisation, les isoformes, et le fonctionnement
des cotransporteurs NaPi au niveau des branchies. Des études en physiologie, en génomique et en
transcriptome associé aux parametres de 1’eau des poissons permettront de mieux documenter cette
proteine au niveau des branchies. Le saumon (Salmo Salar), qui effectue une migration des eaux

fluviales vers la mer et inversement, pourrait un modele de choix.

Localisation des cotansporteurs NaPi au niveau des branchies

La mise au point du marquage immunohistochimique des cotransporteurs branchiaux a été effectuée s
sur des échantillons de branchies fraichement prélevés sur un saumon qui a atteint le stade « parr ». La
finalité a été de comparer le marquage avec deux anticorps : 1) NKA-a5, un anticorps couramment
utilisé chez les poissons téléostéens pour marquer les transporteurs de sodium/potassium au niveau

des ionocytes ; et 2) NaPi-II, I’anticorps développé principalement pour cette étude.

Le protocole utilisé avec 1’anticorps NKA-a5 a été testé et validé par 1’équipe du Professeur. Stephen
McCormick (USGS, Conte Anadromous Fish Research Center, Turners Falls, MA, USA) chez cette
espece de poisson. Le méme protocole a été appliqué dans ce travail lors d’un stage dans le laboratoire
du Professeur McCormick. L' utilisation en parallele du NKA-a5 a permis de comparer le marquage
et la localisation de ces deux protéines au niveau du tissu branchial. Les résultats, au niveau d’une

méme section de tissus branchiaux, sont schématisés dans la Figure 4.11.
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FIGURE 4.11 — Marquage des protéines NaPi (vert) et NKA (rouge) dans une section branchiale de
saumon au stade « parr ». L'image en bas montre une superposition des deux images indiquant en
jaune-orange la présence de ces protéines au méme endroit. Barre d’échelle = 50 um

Les images présentées ci-dessus indiquent un marquage de la protéine NaPi-II majoritaire au niveau de
I’épithélium respiratoire (EP2, partie apicale) des filaments branchiaux. En revanche, la protéine NKA
est marquée au niveau de 1’épithélium primaire (EP1, partie centrale). Ces observations indiquent une
localisation différente au niveau des cellules branchiales chez le saumon (« parr »). Ces résultats vont
dans le sens des observations de McCormick et al. (2013). En effet, ces auteurs ont mis en évidence
une localisation majoritaire (non exclusive) des protéines NKA au niveau de I’EP1 chez les saumons

avant la migration.

Les smolts exposés a I’eau de mer montent une localisation exclusive de ces cotransporteurs au ni-
veau de EP1. Nos résultats indiquent une localisation majoritairement apicale des transporteurs NaPi
confirmée par les résultats du chapitre 4. Bien que 1’anticorps NaPi-II utilisé dans ce travail ait été
développé a partir de la séquence d’acide aminé de la truite arc-en-ciel, il apparait qu’il se fixe bien

au niveau des protéines membranaires des saumons.

Chez ces deux especes de salmonidés, il y’a 89.37% de paires de bases identiques entre les deux
cotransporteurs NaPi (CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment). Cette ressemblance explique que
I’anticorps développé pour la truite arc-en-ciel marque les NaPi chez le saumon. Une quantification
(Q-PCR) supplémentaire des genes slc34 aurait pu permettre de mieux étayer nos résultats, mais
I’approche protéomique a été choisie pour des raisons de temps et de compétences. Toutefois ces
résultats, comparée a ceux obtenus dans la chapitre 4 sugérent une localisation majoritaire des NaPi-II

identique (dans les filaments) entre le saumon qui a atteint le stade « parr » et la truite arc-en-ciel.
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Perspectives

La sévérité de la restriction alimentaire au P (faiblesse du % de P alimentaire) n’a pas été observée
dans cette étude. En effet, une différence significative liée a la composition alimentaire en P n’a été
obtenue qu’a partir d’un seuil de tolérance de 10% (P>0.1). Cette situation s’expliquerait par le fait
que la farine utilisée dans la formulation des aliments ait été débarrassée de sa fraction osseuse par
tamisage. Cette approche avait pour but de limiter la présence de P peu digeste dans la moulée a
des fins de meilleure calibration de la quantité de P disponible pour les poissons. Cependant, cette
approche semble entrainer dans un autre sens, une disponibilité quasi totale du P ajouté dans I’aliment
déficient, limitant ainsi la sévérité de cette restriction. Au vu des performances de croissance associées
aux deux aliments, il est plus que pertinent de trouver un moyen de limiter la fraction osseuse dans les
aliments afin d’optimiser 1’absorption de cet élément. A cet effet, il est plus que pertinent de se baser
sur cette approche afin de mettre en place un régime treés pauvre en P qui offrirait des performances
de croissance satisfaisantes pour des objectifs de production commerciale. Cela permettrait de limiter

les rejets en P dans les fermes salmonicoles.

Par ailleurs, la promotion des systémes piscicoles en recirculation (RAS) semble étre justifiée, puisque
les poissons carencés dans certaines conditions pourraient développer des aptitudes pour 1’absorption
du Pi accumulé dans le circuit. Méme si ces quantités semblent étre faibles dans cette étude,au bilan
final, elles pourraient s’avérer non négligeables dans les conditions de grossissement . L utilisation
d’une chambre métabolique selon le protocole établi en annexe B constitue une option supplémentaire
a envisager afin d’améliorer les résultats de ce travail préliminaire. Cette étude peut €tre conduite en
méme temps qu’une investigation sur le transfert d’ions a travers les membranes des tissus externes,

afin de quantifier ce transport NaPi en fonction de la surface de tissus impliquée.

Conclusion générale

L’objectif de ce travail de these a été de valider la technique de piégeage du P non absorbé dans les
feces de la truite arc-en-ciel, basé sur 1’utilisation des sels de Fe et d’Al . L’étude a mis en évidence
Iefficacité de cette technique. En effet, des réductions de moitié de la solubilité du P dans les feces des
truites arc-en-ciel ont été obtenues avec I’ utilisation de cette technique, sans induction de carence pour
cet élément, et sans altération des performances de croissance de la truite arc-en-ciel. L’utilisation de
cette technique constituerait une approche pertinente afin de limiter les rejets en P dans les fermes
salmonicoles au Québec, et par extension dans les autres pays. La restriction alimentaire au P est
une approche souvent utilisée pour limiter les rejets de cet élément dans les fermes piscicoles. Cette
restriction pourrait induire des situations de carences en P. Cette carence en P est corrélée a une
surexpression des cotransporteurs de NaPi au niveau des branchies. Dans des conditions ol le Pi est
en concentration élevée dans les bassins d’élevage, les poissons carencés en P sont capables d’absorber
une fraction non négligeable cet ion (environ 10 % de 1’apport alimentaire quotidien). Cette source de

P considérée comme inexistante devrait étre considérée en raison de 1’utilisation accrue des systemes
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d’élevage en recirculation. Dans ces systémes, la concentration en Pi augmente au cours des cycles
d’élevages. Ainsi, cette source de P pour les poissons pourrait occuper une fraction non négligeable

au niveau des bilans en P.

Par ailleurs, ce bilan permet d’intégrer 1I’ensemble des sources de P susceptibles d’avoir un impact
sur les rejets en P dans ces élevages. L'utilisation du DXA est pertinente pour la quantification de
ces rejets totaux en P. En effet, cet outil permet d’avoir une bonne indication de la rétention en P par
les truites arc-en-ciel en élevage. De plus, le DXA donne une bonne estimation de la composition
proximale des truites arc-en-ciel en élevage, excepté la teneur en lipides. Cet indicateur est souvent
surestimé par cette machine. Dans le cadre ce cette these, les sujets traités présentent des aspects
pratiques et fondamentaux lié€s a la problématique du P. Cette dualité d’approche a permis d’avoir une

vision globale de la thématique du P dans I’alimentation des salmonidés.
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Annexe A

Simulation de la digestion des matrices
d’encapsulation dans le tube digestif de la

truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss)
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Simulation de la digestion des matrices d'encapsulation
dans le tube digestif de la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss)

Résumeé

Cette étude préliminaire a été réalisée afin de valider 'adéquation de la
matrice utilisée pour la réalisation des pieges de phosphates. L’activité lipasique
dans chaque portion du tube digestif de la truite arc-en-ciel (Onchorhynchus
mykiss) a été déterminée. Ensuite, une simulation de la digestion par les enzymes
du tube digestif a été réalisée in vitro pour trois types de matrice de gras (Dritex,
Jefo-Matrix-P, acide stéarique). Les résultats ont montré que 'activité lipasique est
deux fois plus élevée au niveau de l'intestin proximal qu’au niveau de I'estomac et
de lintestin distal. La simulation de la libération des éléments actifs réalisés avec
I'aide de billes de fluorescéine montre que la matrice Jefo-Matrix-P (Jefo Matrix
pour volaille) est plus adaptée pour I'encapsulation des éléments actifs dans

I'étude in vivo d’insolubilisation du phosphore (P) dans les féces des poissons.

Mots clés : Lipase, activité, digestion, simulation, matrice, encapsulation,

truite



Introduction

Dans le cadre I'étude « développement de piéges a phosphore encapsulé
dans la moulée pour poissons », une matrice de gras sera utilisée pour encapsuler
les éléments actifs. Nous souhaitons que cette matrice soit digérée tardivement.
Compte tenu de 'effet chélatant des ingrédients actifs, le relargage avant I'intestin
proximal peut avoir des effets négatifs. En effet, il est clairement établi que
I'absorption du P se fait dans l'intestin proximal et dans une moindre mesure dans
l'intestin distal (Avila et al., 2000; Suguira et al., 2000, Suguira et al., 2004 ;
Suguira et al., 2003). Ainsi, cette étude préalable a été réalisée afin de valider
'adéquation entre la « dureté de la matrice » et la conditionnalité associée a

I'efficacité de la technique dans notre postulat de base.

L’activité des lipases digestives est régulée principalement par deux
principaux facteurs : le pH de la portion du tube digestif considérée et le temps de
transit durant lequel la matrice dégradée est restée en contact avec ces enzymes
(Furné et al., 2005). Chez la truite arc-en-ciel (TAC) en se basant sur les travaux

de Bucking and Wood (2006). Il ressort que pendant le transit:

e La moulée arrive d’abord dans I'estomac ou le pH est acide (2,8) pendant
60 minutes apreés le repas;

e La moulée étant a un pH élevé, fait augmenter le pH aux alentours de 5
dans I'estomac pendant environ 8h apreés le repas;

e Le bol alimentaire passe ensuite dans l'intestin proximal ou le pH est
basique (6,5-7) ety reste pendant 2 h;

e Le bol finit dans lintestin postérieur qui a un pH plus élevé (pH > 7), ety

reste pendant 12 h.

Le pH dans les différents segments du tube digestif a fait I'objet de
nombreuses études. Cependant, ce n’est pas le cas de temps du transit qui a été
peu étudié, étant un phénomeéne difficile a mesurer. On sait qu’il varie en fonction
de la température (He and Wurtsbaugh, 1993): plus la température augmente,

plus le transit digestifest rapide. Le présent test sera réalisé a 12 °C qui est la



température d’élevage des truites lors des expériences de vérification in vivo. En
se basant sur ce qui suit, les temps de transit et les valeurs de pH suivants ont été

pris en compte dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Temps de transit et pH dans le tube digestif de la truite selon Bucking
and Wood (2006).

Estomac Intestin proximal Intestin distal
Temps 1h 7h 2h 12 h
pH 2,8 5 6,5 7

Du fait de la présence du ceecum pylorique, qui est un site de sécrétion
importante d’enzymes digestives, l'activité lipasique est supposée plus élevee
dans la partie proximale de l'intestin. Cela se traduira par une dégradation plus

importante des billes de gras, a partir de l'intestin proximal.

Pour valider ces hypothéses, nous allons, dans un premier temps,
déterminer l'activité lipasique dans chaque section du tube digestif de la TAC.
Cette activité nous permettra de mettre en évidence I'endroit ou la matrice
d’encapsulation est susceptible d’étre plus entamée par I'action des lipases du
tube digestif. Dans une seconde phase, nous allons simuler in vitro la libération
des éléments actifs sous l'action des extraits enzymatiques de truites. Cette
simulation permettra d’avoir une idée de la cinétique probable de libération de ces
agents dans le tube digestif des poissons.

Matériels et méthodes

Pour cela, l'activité lipasique a été évaluée dans trois parties du tube
digestif. Dans ce travail, nous avons considéré les trois fragments suivants :
I'estomac, I'intestin proximal et I'intestin distal. Un extrait enzymatique a été réalisé

a partir de trois fragments issus de ces 3 parties considérées.



Préparation des extraits enzymatique

Des truites femelles haploides (n = 5), pour les deux (120 et 800g) classes
de tailles, ont été nourries a satiété préalablement avant d’étre sacrifiées. Elles ont
été ensuite disséquées. Le tube digestif a été détaché délicatement des autres
organes. L’estomac, I'intestin proximal (incluant le caecum pylorique) et l'intestin
distal (partie postérieure de I'estomac) ont été séparés et pesés individuellement.
Chaque fragment a été ensuite homogénéisé (broy€) dans une eau froide stérile
(1 :10, poids : volume). L’homogénat résultant a été centrifugé 15 minutes a 4 °C
et 12000 rpm (Morales and Moyano, 2010). Le surnageant a été ensuite
délicatement prélevé, mis dans des tubes, puis stocké a -20 °C jusqu’aux dosages
de l'activité lipasique et des protéines. La simulation de digestion des capsules a

été réalisée aussi avec I'aide de ces homogénats.

Evaluation de I’activité enzymatique

La mesure de 'activité enzymatique a été réalisée avec le kit lipase Activity
Assay (n° 700640 Cayman Chemical, Ann Arbor, MIl, USA). Le kit fournit une
procédure simple et directe pour mesurer I'activité de la lipase. La lipase hydrolyse
un substrat de triglycérides pour former du glycérol qui est quantifié par
colorimétrie (570 nm). La quantité de glycérol libérée est proportionnelle a l'activité
enzymatique présente. Une unité de lipase est la quantité d'enzyme qui générera

1,0 umole de glycérol & partir de triglycérides par minute a 37 °C.

Dosage des protéines dans ’homogénat

La quantification des niveaux de protéines dans chaque fraction (estomac,
intestin proximal et distal) a été réalisée selon la méthode de Bradford (1976). Pour
cela, le kit Pierce Commassie (23200 Kit, Rockfort, IL, USA) a été utilisé selon les

instructions du fabricant.

Matrices de protection testées

La libération des éléments actifs contenus dans nos pieges a été simulée

en utilisant la fluorescéine comme indicateur. Trois matrices d’encapsulation avec



des points de fusion différentes ont été testées (Dritex Sc; Jefo-Matrix-P = 6; acide
stéarique). Ces matrices de protection utilisées sont a base de gras veégétale
hydrogéné. La matrice Dritex Sc (Can America Foods, Toronto, Canada) est une
matrice de gras a base d’huile de palme. Le point de fusion de cette matrice est
atteint a 63°C. La matrice Jefo-Matrix-P (Saint-Hyacinthe, Qc, Canada) est une
matrice de protection développée pour une libération tardive d’antibiotiques dans
le tractus digestive de la volaillel. Sa température de fusion déterminée
expérimentalement est 69°C. L’acide stéarique (C:18.0) utilisée dans cette
expérience montre un point de fusion a 77°C. Le point de fusion de la matrice a
été utilisé comme indicateur de la « dureté », c’est-a-dire la vitesse a laquelle elle
est digérée par les lipases. Les trois types de capsules (250-500 um) avec ces
matrices ont été formeés avec 30 % de fluorescéine et 70 % de matrice considérée.
La fluorescéine a été utilisee comme indicateur. Libérée, elle donne une coloration

détectable au spectrofluorometre.

Simulation de la digestion intestinale des matrices de protection

Une gamme étalon de différentes concentrations (Flu =0, 3, 7, 15, 31, 72,
156 et 300 ng/mL) de fluorescéine a été réalisée. Pour chaque concentration
connue de ces standards, 20 pL de solution est prélevée et diluée avec un tampon
tris 50 Nm (pH = 8). Un volume de 200 uL de cette solution est ensuite déposé
dans un puits d’'une plaque. En effet, la fluorescéine est trés peu soluble au faible
pH. Cette action aura pour effet d’avoir une solution homogene. Pour chaque
solution standard, le dosage a été réalisé en triplicata. Avec cette gamme, il a été
obtenu une bonne régression linéaire positive (R? = 0.99) entre l'unité de
fluorescence relative (RFU) obtenue et la quantité de fluorescéine dans la solution.
Ainsi, avec I'équation (RFU = 12.15 Flu + 73.19), il est possible de déterminer la

guantité de fluorescéine libérée lors de la simulation.

Pour cela, une quantité (10 mg) de capsules avec de la fluoresceine, pour

chaque matrice a été pesée et déposée dans des tubes en verre de 5 mL. Un

1 https://jefo.ca/fr/innovation-developpement/technologie-jefo-matrix/
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volume de 2 mL d’homogénat d’estomac, préalablement ajusté a pH 2,8 a été
déposés dans ce tube et incubés a 12 °C pendant 1 h. Lors de cette phase
d’incubation, une agitation douce a été maintenue grace a un agitateur rotatif. Au
bout de I'heure d’incubation, trois prélevements (20 pL) du surnageant ont été
réalisés et dilués avec un tampon tris 50mM (pH = 8) avant d’étre dosés. Puis,
2 mL d’homogénat d’estomac ont été rajoutés (pH = 5) dans le tube préalablement
vidé du surnageant de la précédente fraction. Le tube a été ensuite incubé comme
précédemment pendant 7 h. Les mémes opérations ont été réalisées pour les 2
autres fractions (estomac, intestin distal) avec les temps d’incubations
correspondants (tableau 1). Parallelement, 3 tubes témoins ont été incubés avec
une solution tampon citrate correspondant a chaque étape (1 hpourpH=2,8;7h
pour pH =5; 2 h pour pH =6,5 et 12 pour pH = 7). De plus, deux lots de témoins
sans billes (homogénat seul et tampon citrate pH) ont été incubés a chaque étape.

Le dosage de la fluorescéine a été réalisé sur la plague, contenant les
différentes solutions de la simulation, par fluorométrie (Varioskan™ LUX
Multimode Microplate Reader), a une longueur d’onde d’excitation de 494 nm et
d’émission de 521 nm. La plaque a été préalablement incubée a 12 °C pendant 5

minutes.

La quantité de fluorescéine relarguée a chaque étape de la digestion a été
obtenue en soustrayant la valeur obtenue de celles des témoins (pH avec billes,
pH seul, homogénat seul). Afin de déterminer la quantité totale de fluorescéine
contenue dans les billes, celle restante apres digestion in vitro a été déterminée.
Pour ce faire, les billes restantes apres la digestion ont été totalement fondues
(point de fusion de 80°C) dans une solution de tampon tris 50 Nm pH = 8. La
guantité totale de fluorescéine restante a été obtenue en sommant les valeurs de
chaque étape et de celle restante. Ainsi, le pourcentage de relargage pour chaque
étape (chaque fraction du tube digestif) a été déterminé. Ce parameétre renseigne
I'activité des lipases contenues dans les homogénats a chaque étape au cours du

transit digestif.



Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées—perté sur les données brutes
pour lesquelles les conditions d’application des tests paramétriques (homogénéité
des variances et évaluation de la normalité par les tests de Bartlett et de Shapiro
et Wilk respectivement) ont été vérifiees. En cas de non-normalité des
distributions, les valeurs ont été soumises a une transformation logarithmique. En
cas de différence significative (P < 0,05) révélée par les analyses de variance entre
les fractions, des tests de comparaisons multiples ont été réalisés, en utilisant un
test post-hoc, le test LSD. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le

logiciel R (version 3.6.0).

Résultats et discussion

L’analyse statistique montre un effet significatif de la fraction considérée du
tube digestif sur l'activité lipasique (ANOVA : F = 33,68 et P = 4465 x10).
Cependant, ces résultats révélent que le poids moyen des poissons n’a pas d’effet
sur cette activité (ANOVA : F = 0,701 et P = 0,416). L’interaction entre ces 2
facteurs n’est pas significative (ANOVA : P =0,322 ; P =0,729). L’activité lipasique
est significativement (P > 0,05) plus élevée au niveau de l'intestin proximal (3,04
+ 1,14 et 2,85 £ 1,08 pour respectivement les individus de poids moyen 120 et
800) comparativement aux deux autres fragments (estomacs : 0,209 + 0,059 et
0,193 + 0,059 intestins distaux : 0,317 + 0,06 et 0,392 + 0,08), quelle que soit la
taille des individus. Entre ces deux derniers, il n’existe pas de différence
significative (P = 0,729) (Figure 1 A). Ces résultats confirment 'hypothése que
I'activité lipasique est plus élevée au niveau de I'intestin proximal, et ce malgré ses

niveaux de protéines plus faibles.
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Figure 1 : a droite A) activité lipasique dans le tube digestif de la TAC (O. mykiss). Les
valeurs représentent les moyennes (n = 6) affectées de leurs écarts types. Les lettres
différentes indiquent les moyennes significativement différentes (P < 0,05) ; a gauche B)
relargage de fluorescéine (% cumulée), simulée in vitro, en fonction de la fraction du tube

digestif.

Les résultats de simulation montrent que prés de 40 et 43% de la
fluorescéine contenue dans les billes a été libérée au niveau de I'estomac pour la
matrice Dritex Sc et Jefo-Matrix-P, respectivement. Cependant, pour I'acide
stéarique le pourcentage de fluorescéine libéré a ce niveau est autour de 20%.
Pour le reste du transit, la digestion de cette derniére ne change pratiquement pas
(21%). Au niveau de lintestin proximal, 60 % de la fluorescéine est libérée pour
les billes faites avec la matrice Dritex Sc. En revanche pour les billes faites a base
de la matrice Jefo-Matrix-P, nous obtenons une libération estimée a 49% (Figure
1B).

Ces resultats suggerent que 40% des éléments actifs sont relachés dans
I'estomac pour les deux types de billes (Dritex Sc et Jefo-Matrix-P). Autrement dit,

1,44 g sur les 3,46 g d’Al ou de Fe/kg de moulée libéré, soit une proportion de



41,6%, le seront au niveau de I'estomac. Si on considére que nous avons 1% de
P dans la moulée, seuls 8,56 g de P/kg de moulée seront a disponibles pour
satisfaire les besoins physiologiques du poisson. Et cela, si on considéere aussi
que I'élément actif libéré se lie en uniguement avec le P alimentaire (ce qui n'est
pas toujours le cas). Avec ce niveau de (8,56 g/kg) de P disponible dans la moulée,

les risques que le poisson soit carenceé sont faibles.

Les résultats de I'activité lipasique vont a 'encontre de ceux trouvés lors de
la simulation. En effet, il y’a une plus grande digestion des matrices au niveau de
'estomac. Au vu de ces résultats, trois hypothéses ont été émises pour expliquer

ces observations :

1— les matrices Jefo-Matrix-P et Dritex SC sont tres digestes : ce qui fait
que les couches externes sont digérées au niveau de I'estomac, libérant ainsi 43
et 40% de la fluorescéine respectivement, malgré 'activité lipasique relativement

basse de I'estomac.;

2— La fluorescéine est majoritairement enrobée dans les premieres
couches externes. Par conséquent, le processus de libération de la fluorescéine

est plus aisé avec la premiére fraction (estomac) ;

3— la fluoresceéine dans les couches plus profondes est plus faible et plus

difficile & libérer par les enzymes de I'intestin proximal (au bout de 2 h).

Conclusion

En comparant la libération de la fluorescéine pour ces deux types matrices
au niveau de l'intestin, il est plus judicieux d’utiliser la matrice Jefo-Matrix-P qui
donne la plus faible digestion cumulée. Cette simulation nous montre que les billes
faites avec I'acide stéarique sont peu digestes. De ce fait, il est plus judicieux de
ne pas l'utiliser pour encapsuler les éléments actifs dans notre étude. A la vue de
ces résultats, il nous est apparu que les billes incorporant les éléments actifs

encapsulés avec la matrice Jefo-Matrix-P étaient plus indiquées pour atteindre les



objectifs de I'étude. Ainsi, les résultats de I'expérience in vivo nous permettront de

confirmer ces observations.
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INTRODUCTION

Le projet proposeé réfute la thése selon laquelle la seule source de phosphore
(P) disponible pour les poissons d'eau douce proviendrait de leur nourriture. Ce «
fait » a été principalement accepté puisque les concentrations en P de leur milieu
naturel sont relativement faibles (< 0,1 ppm de P dans I'eau), rendant les poissons
d'eau douce incapables d'absorber des quantités appréciables de P provenant de
I'environnement extérieur. Cependant, des mécanismes physiologiques semblent
permettre aux truites d'absorber le P ambiant selon des observations préliminaires
en systéeme recirculé, ou les concentrations en P sont autour de 1 ppm (Sarker et
al., 2011). Une truite arc-en-ciel carencée en P semble donc développer la
capacité d'absorber le P externe pour maintenir son homéostasie.

Afin de vérifier 'absorption externe du P, nous allons utiliser le dispositif de
McKim and Goeden (1982). Ce dispositif permet de séparer les branchies et le
reste du corps. Douze poissons (6 carencés en P et 6 non carencés) seront
maintenus dans ce dispositif. Du P sera ajouté dans I'eau du compartiment dans
lequel se trouve les branchies afin d’avoir une concentration de 1 ppm. L’autre
compartiment sera rempli avec I'eau des bassins. Ainsi avec ce systéme ainsi
préparé, I'évolution du P sera évaluée dans les 2 compartiments. Lors de la
contention, l'urine et le sang seront collectés. Le P contenu dans le sang et 'urine
seront dosés. Ainsi,-le bilan visant a démontrer le devenir du P absorbé dans I'eau
sera réalisé.

OBJECTIF

L’étape de mise au point, qui fait I'objet de ce rapport, est préalable au
démarrage de linduction de la déficience alimentaire en P dans cette
expérimentation. Elle vise a :

e Maitriser les opérations avant la contention (canulation et section spinale) ;
e Valider I'étanchéité du dispositif de méme qu’une technique efficace pour
empécher le poisson de boire 'eau du compartiment branchial.

En effet, considérant que certains auteurs ont mis en évidence la capacité de la
truite a absorber le P dans 'eau via l'intestin, il est nécessaire d’empécher le
poisson en contention de boire 'eau du compartiment branchial (avant).
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POISSONS UTILISES

Le 01 février 2017, 40 poissons (de masse moyenne = 140g) provenant de la
pisciculture des Monts de Bellechasse, ont été conditionnés dans le bassin 4 de
lunité 18 (380 litres). Les poissons qui seront utilisés seront préalablement
maintenus a jeun dans un bassinl2 a 48h avant les chirurgies.

BAIN RECIRCULANT

Pour maintenir les branchies irriguées avec de I'eau anesthésiante (75ppm),
nous utilisons un dispositif intégrant un thermostaté HAAKE de Fisons. Ce
dispositif permet de faire recirculer 'eau au niveau des branchies des poissons.
En outre, il permet, de maintenir la température de I'eau a 10°C. Cette température
correspond a celle de conditionnement des poissons dans les bassins d’élevage.

RESULTATS

a- Maitrise des opérations

Un lot de 29 poissons de tailles comprises entre 122,4 g et 303 g ont été
finalement utilisés. Dans un premier temps, nous avons tenté de nous familiariser
a la maitrise des chirurgies, et dans un second temps, nous avons entrepris de
valider I'étanchéité du dispositif de contention lorsque la réussite des canulations
le permettait.

La canulation urinaire (CU) est relativement aisée tandis que la canulation
aortique (CA) et la section spinale (SP) le sont moins (fichier Excel : compte rendu
mise au point). En effet, sur les 17 CU réalisées, deux n’ont pas été bien posées.
Les 15 autres ont été bien posées. Sur ce lot de canulation urinaire réussie, les 8
essais ont permis de collecter 'urine.

La CA est plus fastidieuse a réaliser (nécessitant une concentration et une
dextérité élevées). En effet, elle prend plus de temps, et sa réussite n’est toujours
pas garantie. Sur les 15 CA posées, 13 ont été réeussies et les deux autres ont été
mal placées. Par contre, lors de la contention, nous n’avons pas pu prélever du le
sang dans les CAs, bien qu’elles aient été bien posées. Nous avons remarqué que
la longue durée de la procédure augmente le risque de non-réveil des poissons
aprés chirurgie selon le temps préconisé.

L’objectif des prises de sang dans la CA est de comparer le niveau d’ions
phosphates dans le plasma avant, et pendant la contention. Dans l'optique de
maximiser les chances de réveil du poisson apres les chirurgies et se prémunir
des risques d’échec lors de CA, nous préconisons de remplacer la CA par deux
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prises de sang (avant et tout juste a la fin de la contention) dans l'optique de

maximiser les chances de réveil du poisson apres les chirurgies, et se prémunir

des risques d’échec lors de CA, et ce d’autant plus que la collecte de sang a
travers ce tube n’est pas garantie.

La réussite de la SP est plus aléatoire comparativement aux autres
canulations. Sur les 26 SPs effectuées, 11 tentatives ont donné une paralysie
totale du reste du corps (arriere de I'opercule) alors que six tentatives ont donné
une paralysie partielle. Neuf tentatives se sont terminées en échec. Cette
opération s’accompagne d’un risque d’apparition d’hémorragie. En effet, en
cherchant a sectionner la moelle épiniere a travers les stries de la colonne
vertébrale, il apparait des risques de toucher les organes en contrebas (par
exemple le cceur). Cela occasionne des hémorragies. Ainsi, nous préconisons une
longueur seuil d’aiguille a ne pas dépasser en rentrant cette derniére par le dos
(figure 3). Cette longueur dépend de la taille du poisson (15 mn pour 140-200 g et
20 m pour 200-300 g). De ce fait, une marque délimitant ce seuil est nécessaire.

Lors de nos premiéres chirurgies, nous avons choisi de procéder selon
'ordre établi dans le protocole mis en place par I'étude pilote (2014071-1). Ce
protocole préconise de réaliser d’abord la canulation aortique, puis urinaire, et
ensuite finir par la section spinale. Cependant, nous avons remarqué que souvent
la derniere étape, a savoir la section spinale, n’est pas totale aprés deux essais.
Dans ce cas, le poisson est euthanasié méme si les chirurgies précédentes
fastidieuses pour I'opérateur et stressantes pour le poisson ont été réalisées avec
succes. Ainsi, nous préconisons de démarrer dorénavant par la SP. Si elle est
totale, alors les autres chirurgies seront réalisées.

b- Validation de I’étanchéité du dispositif de contention

Afin de mettre en évidence I'étanchéité du dispositif et I'absence de
passage d’eau vers le compartiment arriére via le tube digestif, un colorant
(fluorescéine) a éte utilise.

Figure 1. Contention de truites avant et apres coloration a la fluorescéine du
compartiment branchial.
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Une quantité de 4 mg de fluorescéine ont servi a colorer le compartiment apres
gue le poisson a été placé dans la boite de contention (figure 1).

Des échantillons d’eau ont été prélevés dans les 2 compartiments au cours de la
contention afin de vérifier si la fluorescéine passait a travers la membrane
branchiale. La fluorescence (RFU) a 600 nm dans chaque échantillon a été
mesurée au VARIOSKAN.

Trois contentions ont été réalisées afin de mettre en évidence I'étanchéité du
dispositif :

La premiére contention a été réalisée sur un poisson de 198,89 (le
06/02/2017). La SP était totale. La CA et la CU ont été bien posées. Un tube a
ballonnet gonflé au niveau de I'cesophage a été placé 1h30 (en jaune) aprés sa
mise en contention. Ce tableau ci-aprés résume la fluorescence observée dans
les 2 compartiments au cours des 3h de contention.

Temps aprés mise en boite [ RFU C branchial Moyenne RFU arriére Moyenne
Omin 6036 6077 6057 57,35 57,13 57,24
25min 6162 6158 6160 11,08 10,64 10,86
1h 6082 6119 6100 9,36 9,41 9,38
1h30 6106 6133 6119 11,18 11,01 11,10
2h 6099 6055 6077 11,95 11,35 11,65
2h30 6098 6110 6104 13,44 13,71 13,57
3h 6188 6214 6201 24,73 24,52 24,62

Les résultats ne montrent pas de passage (augmentation significative de la
RFU arriere) de la fluorescéine du compartiment avant, vers celui en arriére. De
plus, l'urine collectée au début ne montre pas de coloration. Nous pouvons donc
conclure que le dispositif de contention avec la membrane (avec le diameétre
d’'ouverture adéquate en fonction du poisson) garantit I'étanchéité entre les 2
compartiments lorsque le poisson est placé.

La deuxiéme contention a été réalisée sur un poisson de 162,8 g pendant
2h (le 07/03/2016). Cette fois, la CU et le tube a ballonnet n’ont pas été posés pour
permettre au poisson d’uriner dans le compartiment arriere si le poisson boit I'eau
du compartiment avant (colorée avec de la fluorescéine).

Temps aprés mise en boite RFU Avant RFU Arriére
5 min 10576,7 10478 122,71 143,408
30 min 10069,5 9866,78 44,5217 106,916
1h 9935,22 9702,17 67,6019 111,756
2h 9764,17 9802,71 121,307 139,335

Les résultats de cette deuxieme contention ne montrent pas d’augmentation
de la RFU dans le compartiment arriere. Ces résultats laissent penser que la
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fluorescéine n’est pas passée du compartiment avant vers celui arriere, via les
urines.

La troisiéme contention a été effectuée avec un poisson de 193,34 g (le
28/03/2017). Elle a duré plus longtemps (16h17) que les 2 précédentes. La CU a
été posée pour collecter I'urine. Nous avons choisi de procéder ainsi afin de vérifier
que la dilution de I'urine dans I'eau du compartiment arriére soit est responsable
de la non-perception de 'augmentation de RFU arriére. En d’autres termes, le
dosage du RFU dans l'urine permettrait de mettre en évidence plus sensiblement
que le poisson boit 'eau en avant et transmet la fluorescéine par les urines.

Temps aprés
mise en boite RFU avant RFU arriére
20 min 7803,75  7736,92 7852,93| 14,5786 14,4801 14,9662
2h 7438,19 7486,43 7489,97| 15,2642 15,0989 15,2682
5h17 7208,7 7205,34 7194,39| 13,2967 12,989 13,3971
16h17 7812,31 7731,59 7780,84| 13,0127 13,0716 13,1717

Les résultats de cette derniére ne montrent pas de présence de coloration
a la fluorescéine dans les tubes d’urines collectés malgré le fait que le poisson soit
maintenu au moins pendant 5h aprés la mise en boite.

La quatriéme contention a été réalisée sur un poisson de 221,52 g. Elle avait
pour but de collecter le maximum d’urine possible. La section spinale qui semblait
totale au réveil, n’a pas tenu. Alors, le poisson agité dans le dispositif est sorti de
celui-ci. Ainsi, la manipulation a été arrétée et le poisson est euthanasié.

PROTOCOLES PRECONISES

Compte tenu de ces observations, nous préconisons d’adapter le protocole
initialement prévu. Ainsi, les étapes suivantes seront réalisées selon cette ordre :

a- Bain anesthésiant (procédure inchangée)

Matériels
e MSS 222;
e Bicarbonate de sodium (NaHCO3) ;
e Seau;

Procédure
e Mettre 16,6 litres d’eau neuve dans le seau ;
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e Meélanger dans un erlenmeyer et ajouter 1,25mg de MS22 et 2,5 mg
de bicarbonate ;
e Verser le mélange dans le seau et remuer avec une épuisette pour
bien mélanger la solution.

b- Injection de Ketoprofem (procédure inchangée)

Matériel
e Solution de Ketoprofem ;
e Seringue 1cc;
e Aiguille 23 G;

Procédure

Prélever le volume de de kétoprofem correspondant au poids du poisson
(0,02 ml/100 g) dans la seringue ;

Injecter le volume prélevé intramusculaire (dans la partie arriere du corps
sur le dos) au poisson anesthésié aprés I'avoir peseé.

Prélévement de sang (pour remplacer la mise en place d’une CA)

Matériel
e Solution de saline héparine ;
e Seringue 1cc;
e Aiguille 23 G;

Procédure

e Insérer l'aiguille montée sur une seringue sous la peau de la ligne
médiane ventrale du pédoncule caudal du poisson anesthésié ;

e Faire progresser l'aiguille jusqu’a la base de la colonne vertébrale ;

e Retirer l'aiguille d’une fraction de millimetre et prélever 500 ul de
sang ;

e Retirer l'aiguiller tout en comprimant la zone d’entrée de l'aiguille ;

e Injecter le sang prélevé dans le tube Eppendorf rapidement et
mélanger avec la solution de saline héparine ;
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e Continuer a appuyer sur la plaie du poisson tout en le maintenant
son corps dans le seau contenant 'anesthésiant.

e

Figure 2: Prélevement du sang au niveau du pédoncule caudal (source:
http://www.ccac.ca/Documents/Education_fr/POC/4_Prelevements_sanguins_sur_des_poi
ssons_a_nageoires.pdf)

d- Section spinale

Matériel
¢ Aiguille a ponction lombaire 26 G.

Procédure

e Maintenir le poisson droit avec la civiere ;

e Insérer l'aiguille au niveau de la ligne médiane dorsale et
perpendiculairement a la base de I'opercule (figure 3) ;

e Rentrer l'aiguille de fagon droite jusqu’a toucher la colonne
vertébrale,

e Ne pas dépasser une profondeur de 15 mm pour les poissons 150-
200 g et 20 mm pour des poissons de 200-250 g ;

e Avec de petits mouvements en avant et en arriére et sur les cotés,
essayer de toucher la moelle épiniére ;

e Quand la moelle épiniére est touchée, le poisson a un mouvement
réflexe de la queue, alors maintenez l'aiguille en place et avec les
mémes petits mouvements sur les cotés sectionner la moelle ;

e Sortir l'aiguille et appuyer sur la plaie afin d’arréter ’hémorragie (s’il
y'alieu) ;

e Transférer le poisson dans un bac de réveil avec de I'eau neuve ;

e Au réveil du poisson, vérifier si le poisson est capable de mouvoir sa
queue ;

e Si la paralysie est totale (aucun mouvement de la queue), alors la
procédure SP est terminée, sinon anesthésier de nouveau le poisson
et refaire une nouvelle et derniére tentative ;
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Figure 3: Profondeur de pénétration et positionnement de l'aiguille lors de
la section spinale
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e- Canulation urinaire (tel que décrite dans I’étude pilote)

Matériel
e 1 canule urinaire (CU)-annexe rapport étude pilote-P-47 ;
e 1 seringues de saline 1cc + aiguille 23G ;
e 1 pince Adson;
e 1 porte aiguille ;
e Vicryl 4-0 RB-1 (17 mm).

Procédure

e Placer le poisson dans sa civiere, et faire fonctionner le bain
anesthésiant afin d’irriguer les branchies pendant I'opération ;

e Remplir le CU avec de la solution saline (utiliser une aiguille
tronquée) ;

e Laisser l'aiguille et la seringue connectées sur le CU pour éviter qu'il
ne se vide ;

e Soulever I'orifice urogénital afin de trouver la papille urinaire (Figure
4);

e Insérer le CU délicatement jusqu’a la bille ;

e Fixer la bille sur la papille a l'aide d’une suture ;

e Suturer la canule sur la nageoire anale a 'aide de deux sutures ;

e Pousser 0,5 ml de saline dans la canule, retirer délicatement 'aiguille
et laisser dégoutter ;

e Peser le microtube avant d’insérer le CU pour les prélevements.

Figure 4 : Canulation urinaire (CU) de truite arc-en-ciel : (a) vessie urinaire; (b) vessie
natatoire; (c) ouvertures dans la paroi du tube canulaire; (d) canaux spermatiques; (e) intestin
distal; (f) papille uro-génitale; (g) canule; (h) boucle de suture de canule autour des bases de
deux rayons des nageoires; (i) suture autour de la canule. Source : Caron et al 2016.
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f- Contention (procédure inchangée)

Matériel

e Dispositif de contention (boite, membrane, civiere en PVC, etc.) ;

e Dispositif de recirculation de I'eau (celui utilisé pour maintenir le
poisson en anesthésie lors des opérations) avec les conduits pour le
connecter a la boite de contention ;

e Petit compresseur a air avec son bulleur.

Procédure

e Fixer la membrane de latex dans la boite. Celle-ci est choisie en
fonction de la grosseur du poisson ;

e Placer la civiére selon la grosseur du poisson ;

e Remplir deau douce de chaque c6té. Le niveau de I'eau doit étre
égal afin de ne pas établir de pression négative ;

e Insérer le poisson par la téte en premier ;

e Avancer le poisson pour que les nageoires pectorales soient dans le
compartiment branchial ;

e S’assurer que la membrane de latex ne soit pas directement sur le
ceceur afin de ne pas le comprimer ;

e Mettre du bullage d’air dans le bain recirculant ;

e Cacher la boite avec une toile opaque et fermer les lumiéres afin de
réduire le stress de I'animal ;

¢ Ne pas maintenir le poisson en contention au-dela de 3h.

Au regard de ces modifications, nous prévoyons de réaliser les chirurgies
le matin et la contention 'aprés-midi pendant la phase d’expérimentation. Selon la
procédure de I'étude pilote (P-47), les chirurgies sont réalisées la veille de la
contention. Le poisson préparé (avec CA, CU et SP posées) est maintenu soit
dans une boite de contention, soit dans une civiere accrochée dans un bassin
jusqu’au lendemain. De ce fait, en réalisant toutes les procédures sur une journée,
nous éviterons de maintenir les truites en contention prolongée. Cela limitera le
stress occasionné par les procédures et augmentera nos chances d’avoir des
résultats fiables. A la fin de la journée, les truites utilisées pour la contention seront
euthanasiées.

POINTS LIMITES ASSOCIES AU NOUVEAU PROTOCOLE

Points limites généraux :

e Score 3 : deux observations tous les 15 min, traitements appropriés et
suivi quotidien de I'animal (examen physique) ; euthanasie a prévoir.
e Score 4 : euthanasie de I'animal.
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a- Prise de sang

Conditions Pointage
Si la perte de sang liée a la prise de sang ne s’arréte pas apres 4
15s
b- Section spinale
Conditions Pointage
Si mouvement aprés 1° tentative (anesthésie et paralyser de 3
nouveau)
Si la perte de sang liée a la section ne s’arréte pas aprés 1 min 4
Si la colonne vertébrale est transpercée 4
Si plus de 2 sections spinales sont nécessaires 4
Infection au niveau du site d’insertion 3
c- Canulation urinaire
Conditions Pointage
Présence de sang dans les urines ou la canule 4
d- Contention
Conditions Pointage
Lésion corporelle 3
Serrement excessif de la membrane séparatrice 3
Si la fréquence respiratoire baisse de 90 battements 96/ min 4

CONCLUSION

Nous pouvons maintenant affirmer que nous possédons I'expertise pour
effectuer la canulation urinaire (fichier Excel : compte rendu mise au point), la
section spinale qui sont essentielles avant la contention des poissons. Pour pallier
les difficultés liées a la canulation aortique, nous avons choisi de faire seulement
des prises de sang avant et apres la contention. Cette modification est un
compromis afin de nous donner plus de chances d’arriver jusqu’a la contention,
tout en ayant la possibilité faire un bilan de P convenable.

L’étanchéité du dispositif est confirmée par les résultats de contention. Il
semble, que lors de la contention, le poisson ne boit pas assez suffisamment d’eau
pour que cela ne soit détectable dans le compartiment arriere. Compte tenu de
ces résultats, nous préconisons de ne pas utiliser de tube a ballonnet ou tout autre
moyen (bouchon buccal) afin de limiter I'inconfort du poisson. L’absence de ce
dispositif, ne biaiserait pas les résultats de notre bilan en P par une absorption
intestinale des phosphates inorganiques par le poisson carencé.
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