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On fait respirer des poissons dans des solutions d’hémoglobine
fortement réduite, mais contenant toujours la méme quantité
d’oxygene. Le rythme respiratoire augmente en fonction du poten-
tiel d’oxydation-réduction des solutions jusqu’a 220 millivolts
environ, au dela duquel les symptémes graves d’asphyxie se mani-
festent. Cette valeur de potentiel ne correspond pas a une limite
nette. Sous des potentlels plus élevés, certains poxssons meurent,
d'autres tombent en ]etharme Quonque les mouvements resp1ra~
toires solent arrétés, les animaux ne sont pas morts. On peut les
ranimer en les placant dans de I'eau bien aérée.



[. — INTRODUCTION

La respiration du poisson a fait l'objet il y a une trentaine d'années
d'un grand nombre de travaux. Les auteurs ont tenté de mesurer la
tension d'oxygéne minimum nécessaire pour assurer la survie des
poissons. Ces déterminations ont été faites dans la grande majorite
des cas dans des conditions défectueuses. Les animaux sont conservés
en vases clos jusqu'au moment ol on observe les premiers symptomes
d’asphyxie ou la mort. On dose alors la teneur en oxygéne de ['eau.
On a montré, dans ces conditions, que les poissons supportent sans géne
visible une diminution de la teneur en oxygéne de l'eau jusqu'a la
moitié de sa valeur normale. Pour les Truites par exemple, on observe
une dypnée pour des corcentrations en oxygéne, comprise entre 1,7
et 0,8 em’. Si l'on prolonge l'expérience, les animaux meurent. Les
Tanches, par contre, peuvent vivre a des tensions d’oxygéne extréme-
ment basses.

Cette méthode utilisée par un certain nombre d auteurs, présente
le grave défaut de ne donner qu'une valeur limite inférieure corres-
pondant & la mort de ['animal en expérience.

WINTERSTEIN a tenté de remédier & ce défaut de technique en
maintenant la teneur en oxygéne constante durant toute ['expérience.
Pour cela, il fait barboter dans l'eau du vase respiratoire un courant
d’azote contenant une quantité d oxygene telle que sa concentration
dans l'eau se maintienne entre 0,7 et 1,2 cm’ par litre. L’ auteur a
pu garder ainsi des poissons durant sept jours, sans que les animaux
présentent le moindre symptéme d asphyxie. L’activité respiratoire
était accrue, mais les poissons ne sont pas venus a la surface pour
happer de lair. Or, ce mouvement est 'indice précédent immédiate-
ment les premiers symptémes d asphyxie. La mort des animaux s'ob-
serve pour des concentrations de ['ordre de 0,4 a 0,5 cm’ par litre.

Toutes les valeurs données par les auteurs pour d autres poissons
et correspondant a la mort des animaux, oscillent entre 0,19 et I cm’
par litre. D'une fagon générale, on peut dire que les cyprinoides sont
trés résistants au manque d oxygeéne, alors que les salmonidés le sont
peu.
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Quelle est la signification physiologique de cette limite de tension
d’oxygéne compatible avec la vie des poissons ? On peut se demander
en particulier dans quel état de réduction se trouve I'hémoglobine du
sang des poissons respirant dans ces conditions. KroG et LEITH (1)
ont étudié la dissociation de I'hémoglobine du sang de Carpe, de Bro-
chet, J'Anguille, de Sole et de Morue. Ils en concluent que pour les
tensions d oxygéne donnés par WINTERSTEIN, la totalité d hémoglo-
bine de sang de carpe devait étre encore a ['état oxygéné.

« It is evident, disent-ils, that the low loadling tension of the blood
will make the fishes well adapted to withstand low oxygen pressure
in the wather and it is very significant that Winterstein foud that
fresh waterfishes to not beg in to suffer from want of oxigen until the
disolved quantity of oxigen in the wather falls lulow 0,6 cm per liter
corresponding to a tension of 14 "} (15°) ».

WASTL (2) a refait les mesures de dissociation de I'hémoglobine du
sang de carpe et arrive a des résultats trés différents des auteurs pré-
cédents. Selon WaSTL, il y aurait plus de 40 %, d hémoglobine réduit
a la tension de 16 "%, d'oxygeéne.

Si l'on examine les valeurs données par ces auteurs et que nous avons
rassemblées dans la figure 1, il est facile de voir que les chiffres donnés
par KRUGH et LLEITH ne sont que fragmentaires. Il est difficile de tra-
cer une courbe de dissociation avec trois points aussi rapprochés,
comme le font KruG et LEITH. Par contre, les valeurs de WasTL défi-
nissent une courbe réguli¢re. Nous avons placé sur la méme figure, a
titre d'indication, les valeurs pour un poisson de mer (Sole), données
par KruG et LierH. Ces divergensec sont dues probablement a la
difficulté des mesures de dissociation du sang de poisson signalé par
ces auteurs et que l'on ne rencontre pas dans le cas du sang de mami-
pheéres. Quoiqu’il en soit, il semblerait donc bien, en se bornant au
résultat de WASTL, qui paraissent les meilleurs, que les poissons d'eau
douce puissent vivre dans un milieu ne contenant que trés peu d'oxygéne
avec une notable proportion d hémoglobine de leur sang a l'état réduit.
Cette particularité démontrerait donc que les poissons peuvent utiliser
de loxygéne a des potentiels relativement bas. C’est pour vérifier

(1) J. Of. Physiol. t. 52, p. 288, 1919.
(2) Biochem. Z., t. 197, p. 662, 1928.
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cette hypothése que nous avons entrepris une série d expériences en vue
- ce mesurer directement le potentiel minimum de ['excipient respiratoire
dans lequel peut encore vivre le poisson. Pour que ces mesures aient
un sens, il faut que la quantité d oxygéne du milieu reste constante,
mais que son potentiel d oxydation-réduction varie dans des limites
convenables. Pour réaliser ces conditions, nous avons eu recours au
tampon de rH préparé avec de ['hémoglobine que nous avons déja
utilisé avec P. RE1ss pour I'étude de la respiration anaérobie de ['euf
d’oursin. GREHANT (1872) (1) avait déja remarqué que les poissons
respirant dans un milieu additionné de sang étaient capables de réduire
[’ hémoglobine.

« Ainsi des globules rouges du sang de poisson peuvent enlever
loxygéne aux globules rouges ou & I'hémoglobine du sang d'un autre
animal, c'est-a-dire aux globules que les mouvements repsiratoires
du poisson font circuler autour des bronchies et ce fait a de I'importance
au point de vue de la physiologie générale... »

Les expériences suivantes ont été faites en avril 1930 a la station
océanographique de Salammbé. Je tiens a remercier M. le Directeur
Général des Travaux Publics de Tunisie pour [aide matérielle
qu'il a bien voulu m’accorder, ainsi que M. HELDT, Directeur et
Mme HgLpr, assistante a la station océanographique, pour [ aide
empressée et ['accueil bienveillant qu'ils m'ont réservés.

(1) Grénant. C. R., t. 74, 1872, p. 621.
(2) P. Reiss et E. VELLINGER, Arch. Phys. Téol., t.7, 1929, p. 80.
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II. — TECHNIQUE

Pour satisfaire aux conditions énoncées dans |'introduction, il
faut disposer d'un volume de solution suffisant pour que la teneur
en oxygéne ne varie pas notablement durant I'expérience. En
outre, il faut utiliser des vases respiratoires de forme identique
permettant une fermeture hermétique. Le vase contenant la solu-
tion et une jeune Vieille (de 15 gr. environ) est fermé avec un bou-
chon de liége sans bulle d’air. Le bouchon est traversé par plusieurs
tubes en verre plongeant jusqu’'au milieu du vase. L'un des tubes
muni d'un robinet est relié a une électrode calomel. Une électrode
en platine blanc ou doré plonge également jusqu’au milieu du vase.
Ce dispositif permettrait de mesurer le potentiel d’oxydation-
réduction durant l'expérience. Les solutions d’hémoglobines sont
obtenues & partir d’hématies du sang frais (beeuf) lavé deux fois
au sérum physiologique. Le culot d’hématies obtenu par centri-
fugation est laqué a l'eau distillée. On ameéne la dissolution a
I'isotonie de 'eau de mer, en ajoutant du chlorure de sodium.
Cette solution est diluée ensuite avec de I'eau de mer. Le dosage
d’hémoglobine est fait au spectrophotometre Hufner en utilisant
les constantes données par VLES (1). Enfin le pH de chaque solution
est ajusté a l'électrode d’antimoine par addition de soude. Les
solutions partiellement réduites sont obtenues par réduction de
'oxyhémoglobine a I'hydrosulfit de soude préalablement alcali-
nisée. Cette réduction se fait dans le vase respiratoire lui-méme
en mesurant en méme temps la variation du potentiel d’oxydation-
réduction qui I'accompagne. Grace a la courbe de titrage, on peut
déterminer le taux d’hémoglobine réduit de la solution. Nous
avons refait cet étalonnage pour savoir si la petite différence de
salure qui existe entre 'Océan Atlantique et la Méditerrannée’
pouvait avoir une influence sur le potentiel d’oxydation-réduction.
Cet étalonnage a été fait sous azote dans l'électrode & réduction

(1) F.Viis. Arch. Phys. Biol. t. 1, 1921, p. 1, 19.
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décrit par ailleurs (1). Comme liqueur réductrice, nous avons
utilisé la méme solution d’hémoglobine réduite avec un petit
exces d’hydrosulfite.

Le point d'inflexion de cette courbe est légerement plus élevé,
de 12 millivoltes environ, que celui de la courbe établie avec REiss.

////_—_—

"
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50 100
Figes 1.
Saturation du sang de poisson en fonction de la tension d'oxygene :

< Sang de Carpe (Wast) A Sang de Carpe (Krogh et Leite) O Sang de Sole (Krogh et Leite)

Ce décalage est trop faible pour permettre une interprétation
certaine.

Toutes les expériences ont été faites avec des animaux a jeun.
Les poissons sont conservés durant quelques jours avant d’étre
utilisés dans un petit aquarium avec une bonne circulation d'eau,
mais ne contenant aucune nourriture.

(1) E. VELLINGER, Arch. Phys. Biol.,t.7, 1929, p. 115.

Pour faire de bonnes mesures il faut prendre une série de précautions. Les électrodes en platine

s conservés dans l'acide sulfurique sont chargés positivement. Pour la premitre série de mesure, on

trouve généralement des valeurs trop élevées. Mais si I'on fait une seconde et une troisieme expé-
rience, on retrouve des valeurs reproductibles avec une approximation suffisante.
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Pour suivre les perturbations de la respiration des animaux en
expérience, nous avons pris comme critérium le rythme respira-
toire. La déterminition du rythme respiratoire a été faite en comp-
tant les battements des opercules par minute. Cette détermination
est difficile en raison du mouvement des poissons. Nous avons
procédé de la maniére suivante : on regarde le poisson dans une
direction convenable permettant 1'observation nette des mouve-
ments des opercules. Durant les instants d'immobilité relative,
on compte les battements des opercu]es en mesurant simultané-
ment le temps au chronographe a déclic. On rameéne les chiffres
obtenus au nombre de battements par minute. Cette détermina-
tion est sujette a des erreurs grmsiénes En effet, pour un rythme
accéléré, la fatigue oblige le poisson a ralentir de temps en temps
ses mouvements resplratones Ce ralentissement aboutit tres
souvent durant quelques mstants trés courts a un arrét complet
des mouvements. La bouche fait alors quelques convulsions apres
lesquelles les mouvements reprennent au rythme initial. Il est indis-
pensable d'éviter de faire des déterminations au moment du ralen-
tissement des mouvements, sous peine d obtenir des chiffres trop

bas.

Le rythme resplratmre des Jeunes Vieilles (Labrus) évoluant
tranqmllement dans un aquarium est d’environ 60 battements
par minute. Ce chiffre augmente rapidement lorsqu’on mquiete
les poissons avec un béton ou lorsqu’on les poursuit avec une
épuisette. Cette augmentation peut étre considérable et peut
atteindre jusqu'a 120 pulsations a la minute, smt le double de la
valeur normale selon le degré d'excitation du poisson. Cependant
cette valeur n'est Jamais depassee avec ces moyens.

[II. — INFLUENCE DE LA CONCENTRATION
DE L'OXYGENE SUR LE RYTHME RESPIRATOIRE

Il est assez logique d’admettre qu’a cbté de la question du -
potentiel auquel on fait respirer le poisson, il y ait aussi une in-
fluence de la concentration en oxygéne du milieu. Il est bien évident
que si 'on prend comme critérium le rythme respiratoire, il est
absolument nécessaire d’éliminer ce facteur. Il est facile de se
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rendre compte de son importance. Nous avons placé des poissons
de méme taille dans des vases de méme capacité contenant de I'eau
de mer additionnée de quantités d’hémoglobine variables. Ces
vases sont fermés d'une facon hermétique. On suit sur chaque ani-

200 o

100

M. Volts

50%
Fig. 2.

Potentiel d'oxydation, réduction d’hémoglobine en fonction du % d'hémoglobine réduite

mal le rythme respiratoire en fonction du temps. La figure ci-
Jointe montre ces variations pour deux exemples extrémes. Ce
résultat était facile a prévoir. Pour les faibles concentrations
d’hémoglobines, le poisson est obligé, pour satisfaire a ses besoins,
d'oxygene, de faire circuler des quantités plus considérables de
solution. A des concentrations plus grandes, le rythme ne varie
plus pendant les premiéres heures de I'expérience. Pour éliminer
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ce facteur, nous avons maintenu la concentration d’oxygéne
constante. Nous avons préparé a cet effet des solutions d’hémoglo-
bine dans lesquelles nous avons fait varier simultanément la
quantité d’hémoblinies totales en solution et le taux d'hémoglobine
réduit.

V. — RYTHME RESPIRATOIRE EN FONCTION
DU POTENTIEL D OXYDATION-REDUCTION
DES SOLUTIONS

Nous avons placé des animaux dans une série de solution d’hémo-
globine contenant uniformément 4 cm’ d’oxygene par litre environ.
On sait que cette guantité d’oxy eéne est largement suffisante pour

q g g I
20

il / B

—r"”'/JP//

Heures 2 b, 4 5 6 7
Fig. 3.

Le rythme respiratoire en fonction du temps pour deux concentrations
extrémes en hémoglobine (A faible, B forte concentration)

100

la respiration normale des poissons. Nous avons fait varier simul-
tanément la concentration globale de ’hémoglobine et le taux de
réduction de fagon a maintenir cette concentration constante pour
différentes valeurs du potentiel. Les solutions d’hémoglobine sont
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préparées a partir d'une solution concentrée, de concentration
connue. Le taux de réduction a été déterminé au potentiométre
avec la courbe d'étalonnage. La solution, une fois faite, on capture
les poissons avec unc épuisette, on les place dans les vases respi-
ratoires et on ferme sans bulle d’air. En enfongant le bouchon de
liege, on détermine 1'élévation du liquide dans le tube de jonction.
Lorsque le liquide a dépassé le robinet, on le ferme et on réalise
la jonction avec une électrode au calomel. On détermine immédia-
tement apres la fermeture du vase le rythme respiratoire de |'ani-
mal. Durant la premiére demi-heure, le rythme ne change pas
sensiblement, sauf les variations périodiques mentionnées plus
haut. Si I'on prolonge l'expérience au dela de 20 a 30 minutes, la
consommation de 'oxygene par le poisson change la composition
du milieu et rend de ce fait la comparaison des résultats mcertams
La mesure des variations potentiel durant I'expérience, n'était pas
toujours possible, car I'animal venait souvent heurter I'électrode en
platine. Ce contact intempestif produisait un changement de la
valeur du. potentiel. Ce changement était dii probablement a une
souillure de I'électrode par le mucus.

La réaction des poissons placés dans les solutions était assez vive.
Cependant, il y avait de grandes différences individuelles. Certains
poissons s agitaient viclemment alors que d’autres, dans des solu-
tions plus réduites, avaient des mouvements moins désordonnés.
La fig. 4 montre que les poissons peuvent respirer dans des solu-
tions assez fortement réduites d hémoglobines. Ces valeurs corres-
pondent, comme 1l a été dit plus haut, au début de 'expérience,
aprés un temps suffisant pour que l'animal soit en équilibre avec
la solution. Cependant les expériences ont été poursuivies bien
plus longtemps. Pour les solutions faiblement réduites, le rythme
croit régulierement. Aprés un certain temps, variable selon la
réduction du milieu, les symptomes d’asphyxie se manifestent.
[’animal ne peut plus se maintenir en équilibre. il se met ventre
en lair, tout en continuant ses mouvements respiratoires. Peu a
peu ces mouvements respiratoires ralentissent pour s'arréter com-
plétement en apparence, mais le poisson n'est pas encore mort,
['examen attentif permet de reconnaitre de temps en temps des
mouvements extrémement faibles de la bouche. Nous avons pu
conserver ainsi un poisson de longues heures durant dans un état
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d’immobilité absolue. Retiré du milieu réduit et placé dans un
aquarium bien aéré, les mouvements respiratoires reprennent
d’abord en position retournée. Aprés vingt minutes environ, l'ani-
mal se redresse et aprés une ou deux heures, il semble aussi wif

150

100 e

300 M.VOLTS 250 200
Fig. 4.

Rythme respiratoire en fonct'on du potentiel d'oxydation, réduction des solutions

que ses congeneres de I'aquarium. Ce méme poisson a été utilisé
quelques jours apres pour une nouvelle expérience.

On peut se demander s'il existe une relation entre ce qui précede
et les faits s1gna]es par les auteurs qul ont remarqué que les ponssons
pouvalent vivre un certain temps dans un milieu sans oxygene.
JoRrDI a signalé que des poissons rouges-avaient pu vivre un jour
dans de I'eau bouillie. M™¢ TRAUBE-MENGARINI relate avoir vu
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des poissons vivre soixante-douze heures dans de l'eau bouillie
dans laquelle passait un courant d’hydrogene. Ces résultats invrai-
semblables sont contestés par WINTERSTEIN qui les attribue a des
erreurs grossieres de technique. Cependant la description que
donne I'auteur de son dispositif expérimental, n’autorise pas I'’hypo-
these absolument gratuite de WINTERSTEIN. Par contre, il se pourrait
que les petltes quantités d’oxygeéne pénétrent dans I'appareil par
diffusion a travers les joints en caoutchouc. Cette petite quantité
d’oxygene serait juste encore suffisante pour maintenir le poisson
dans cet état de vie ralentie. L’auteur signale également un arrét
des mouvements respiratoires sans que pour cela 'animal soit
mort : « Au lieu des respirations fréquentes mais accompagnées de
mouvements normaux de la bouche et des ouies, il respire rarement
en équarquillant la bouche et les bronchies (noircies) d'une maniére
convulsive » (1).

Il n’a pas été possible d’établir une limite précise de potentiel
d'un milieu dans lequel les poissons ne puissent plus respirer et
cela pour plusieurs raisons. En premier lieu le rythme respiratoire
n'est pas un critérium assez sir, il est sujet a des variations indivi-
duelles assez importantes. Ces variations peuvent étre attribuées
a une différence de composition du milieu intérieur des poissons.
WASTL a signalé la grande variation de la teneur en hémoglobines
du sang de poisson. Pour 15 animaux, la capacité respiratoire
variait d'une facon considérable.

Enfin des auteurs (2) ont signalé que durant lasphyxne il y
aurait dans le sang du poisson un enrichissement de certains de
ses constituants comme par exemple I'hémoglobine et le nombre
des hématies. Il est bien évident que ce comportement qui est
une défense de I'animal contre I'asphyxie peut avoir une certaine
répercussion sur le rythme respiratoire. En second lieu, au dela
d'un certain potentiel, mal défini, variable selon les individus, le
poisson réagit violemment et meurt trés souvent. Sur 12 animaux
étudiés dans ce cas, 7 sont morts aprés des temps variables de
trente & cinquante minutes, 5 sont tombés dans une immobilité
absolue. Sur ces 5 poissons, deux se sont ranimés dans un aquarium
et trois ont succombé.

(1) Arch. Ital. de Biol., t. 9, 1888, p. 248.
(2) HoLk, Gray, Lerowsky, J. Of. Biol. Chem., t. 67, 1926, p. 549.
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Cependant on peut laffirmer que pour des potentiels supe-
rieurs a 220 millivolts les poissons semblent respirer sans géne
notable quoique avec un cythme accéléré.

Or pour ce potentiel les solutions renferment environ 26 %,
d’hémoglobine réduite. Si 'on calcule la tension d’oxygéne corres-
pondant a ce taux de réduction en tenant compte du pH et de la
validité de la solution (1), on constate qu’elle est inférieure a 10 mil-
limétres. Cette tension est donc inférieure a celle correspondant a
la mort des animaux dans les expériences de WINTERSTEIN. Pour
expliquer ces résultats en aparence contradictoires il ne faut pas
perdre de vue que dans nos expériences il y a toujours une certaine-
quantité d’oxyhémoglobine en solution. Il ne peut pas étre question
ici d'une respiration plasmatique comme dans les expériences
de NicLoux (2). Il faut donc admettre que 1'oxyhémoglobine joue
un rdle actif qui s’ajoute a l'action de I'oxygeéne moléculaire dissout
et qui doit avoir son siége au niveau de la branchie (3).

(1) Barcrorr The respiration Function of the Blood 1928, p. 108 et 111.

(2) Maurice NicLoux, Comp. rend. Soc. Biol.

(3) M.le professeur F. VLES nous a signalé que selon ses propres expériences inédites, le contenu
de la vessie natatoire des poissons et les excrétions autre que l'acide carbonique pourraient ]ouer un
certain role.
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