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Sommaire

Afin de soutenir la demande croissante en individus juvéni-
les de pétoncle géant Placopecten magellanicus, les éclose-
ries doivent produire des quantités prévisibles et importantes
d’'ceufs et de larves. Or, la qualité des ceufs des pectinidés est
extrémement variable et dépend notamment de 'alimentation
des géniteurs. D’autre part, les techniques de production en
écloserie ne permettent pas de prévoir le succés a la méta-
morphose et le rendement en individus juvéniles d’un groupe
d'ceufs ou de jeunes larves. Par conséquent, il s’avere que
des groupes de larves sont maintenus a colts élevés sans
assurance de rentabilité. Dans le but d’examiner I'impact de la
qualité de la diéte sur la biologie de la reproduction du péton-
cle géant, nous proposons une étude expérimentale détaillée
de l'influence de la composition biochimique des algues sur
la maturation des gonades, la qualité des ceufs produits par
les géniteurs, la survie, la masse, le taux de croissance et le
succes de métamorphose des larves et la mise au point d’un
indicateur biochimique de la qualité des larves applicable a
l'industrie. Cet indicateur, basé sur les différentes classes de
lipides, permettrait de prévoir le potentiel de survie larvaire
ainsi que le succes a la métamorphose d’un groupe d’ceufs ou
de jeunes larves.

Pernet, F., R. Tremblay, E. Bourget, M. Roussy. 2007. Optimisation de la diéte et de la fixation des larves de pétoncle géant, Placopecten magellanicus -

Abstract

Scallop hatcheries need to produce high quantities of eggs
and larvae in order to sustain the increasing demand of the
industry. However, pectinid egg quality is highly variable and
may have profund effects on mortality, growth and the success
of metamorphosis. Currently, it is impossible to predict juvenile
production after brood-stock spawning. As a consequence, lar-
vae are kept in a hatchery costly system without any benefit at
the end of larval cycle. Thus, in order to examine impact of diet
quality on reproductive biology of giant scallop, we suggest
to study the effect of biochemical composition of microalgae
on gonad maturation, egg quality, survival, weight, growth and
metamorphosis success of larvae and to set up a reliable bio-
chemical indicator of larval quality, applicable to industry. This
indicator, based on lipid class, should forecast survival poten-
tial and hatching success of batches of eggs or young larvae.
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Introduction

Contexte

La péche au pétoncle géant date de plus d’'un siécle
dans l'Atlantique canadien. Toutefois, les débarque-
ments fluctuent de fagon marquée d’'une année a l'autre
et des périodes de fort recrutement tous les 9, 18 ou
21 ans ont été observés (Couturier et al.,, 1995). Les
raisons précises d’une telle variabilité sont aujourd’hui
toujours inconnues. Par ailleurs, la surexploitation de
certains stocks naturels, tels que ceux des lles-de-la-
Madeleine, est incontestable. La variabilit¢ du recru-
tement et la surexploitation sont a l'origine d’un intérét
grandissant pour la culture du pétoncle géant depuis
les années 1970. Au Québec, un intérét particulier s’est
particulierement développé en faveur du recrutement
en milieu naturel sur des collecteurs artificiels. Toute-
fois, dans la région de la Basse-Cote-Nord, ou le recru-
tement du pétoncle géant est difficile, la pectiniculture
s’est développée via une écloserie-nurserie commer-
ciale, Pec-Nord inc.

Depuis quelques années, ['écloserie expérimen-
tale du CAMGR ainsi que celle du producteur privé,
Pec-Nord inc., produisent des larves de pétoncle géant,
Placopecten magellanicus. Toutefois, les résultats ob-
tenus démontrent une variabilité interponte importante
dans le développement larvaire avec des taux de morta-
lité pouvant atteindre plus de 97 % entre la fécondation
et le stade postlarve (Couturier et al., 1995). Il semble
que cette importante mortalité et ces grandes variabi-
lités annuelles observées soient liées en grande partie
a la qualité des gameétes relachés (Le Pennec et al.,
1998). La qualité des gamétes produits en écloserie est
loin d’étre constante (Dorange et Le Pennec, 1989; Le
Pennec et al., 1998) et plusieurs paramétres peuvent
étre responsables de ce niveau élevé de variabilité. Les
parameétres exogénes probablement les plus importants
sont la qualité de I'eau et les fluctuations temporelles de
la qualité nutritionnelle du phytoplancton (Samain et al.,
1992). Comme les techniques de production en éclose-
rie ne permettent pas de prévoir le succes a la méta-
morphose et le rendement en individus juvéniles d’un
groupe d’ceufs ou de jeunes larves, il s’avére que des
groupes de larves sont conservés a des colts élevés
sans assurance de rentabilité.

La qualité de la nourriture joue un réle important puisque
I'alimentation affecte directement la composition des
gametes etle développementlarvaire (Whyte et al., 1991;
Soudant et al., 1996; Berntsson et al., 1997; Racotta et
al., 1998; Utting et Millican, 1997, 1998). Ainsi, au cours
des manipulations de conditionnement des géniteurs, le
facteur trophique est primordial puisque I'alimentation
des géniteurs est directement responsable de I'abon-
dance et de la constitution des gameétes, qui influencent
directement la phase endotrophe larvaire. L'étude des

micro-algues utilisées pour conditionner les géniteurs
et alimenter les larves montre que leur composition
en lipides varie selon les espéces et les conditions de
culture. Or, certains de ces lipides, tels que les acides
gras polyinsaturés comme l'acide eicospentanoique
(EPA, 20:5n-3) et docosahaxanoique (DHA, 22:6n-3)
sont essentiels pour la constitution des membranes des
ovocytes et des larves (Berntsson et al.,, 1997; Utting
et Millican, 1998). Ces acides gras doivent provenir de
I'alimentation, car la capacité de biosynthése de ces
derniers par les mollusques est trés faible. Ainsi, la qua-
lité de la nourriture en lipides jouerait un réle essentiel a
toutes les étapes de I'élevage en écloserie et en nurse-
rie (Séguineau et al., 1993). La composition lipidique des
algues n’aurait pas seulement un impact sur la survie
larvaire mais également sur la croissance.

La base de la production : la valeur nutritive des
micro-algues

La composition en éléments essentiels tels que les
acides aminés, les acides gras, les vitamines et les
oligo-éléments détermine la valeur nutritionnelle des
micro-algues et non la quantité totale de glucides, de
protéines ou de lipides (Delaunay, 1992). Les com-
positions en acides gras et en acides aminés ont été
déterminées pour un grand nombre de micro-algues
utilisées en aquaculture (Volkman et al., 1989; Brown,
1991; Dunstan et al., 1993). La composition en acides
gras des micro-algues est trés variable d’'une espece
a l'autre (Volkman et al., 1989). En plus d’'une grande
variabilité interspécifique, il existe une variabilité intras-
pécifique inhérente aux conditions de culture (Delaunay,
1992, pour revue). La composition en classes de lipides
est également affectée par les conditions de culture. Par
exemple, lorsque la diatomée Chaetoceros muelleri est
cultivée dans un milieu pauvre en azote, elle synthétise
deux fois plus de triglycérides (TAG) comparativement a
la méme espéce cultivée sous des conditions optimales
(Parrish et Wangersky, 1990). En revanche, la compo-
sition en acides aminés des micro-algues est constante
entre les différentes especes couramment employées en
aquaculture (Brown, 1991). La plupart contiennent tous
les acides aminés essentiels aux mollusques (thréonine,
valine, méthionine, isoleucine, leucine, phénylalanine,
tryptophane, lysine, histidine, arginine et proline). Enfin,
les spectres vitaminiques de quelques algues sont dis-
ponibles dans la littérature (Seguineau et al., 1993). Ces
résultats montrent une grande variabilité interspécifique
et intraspécifique en fonction des phases de culture. Ces
différences peuvent avoir des implications importantes
en terme de valeur nutritionnelle des micro-algues. Bien
que les vitamines représentent une fraction mineure de
la diete comparativement aux protéines, aux hydrates
de carbone et aux lipides, elles demeurent un élément
critique pour le maintien des fonctions métaboliques et
physiologiques.
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Gamétogéneése et conditionnement des géniteurs

Chez le pétoncle géant, les sexes sont séparés et facile-
ment identifiables par la coloration de la gonade qui est
blanche chez le méle, orange chez la femelle. Le cycle
reproducteur inclut une période végétative, une période
de différenciation, de croissance cytoplasmique, de vitel-
logénése (maturation), de frai et enfin, de résorption des
gameétes non émis (Figure 1). La ponte est synchroni-
sée et se produit entre juillet et octobre selon la latitude.
Une femelle peut émettre jusqu’a 100 millions d’ceufs
et le méle deux milliards de spermatozoides. Barber et
Blake (1991) proposent trois mécanismes impliqués dans
le métabolisme reproducteur de Argopecten irradians
concentricus (Figure 2).

GONAD WEIGHT OR INDEX

DIFFERENT-
TITATICN

VEGETATIVE J CYTOPLASMIC | VITELLO- ISPAWNINGIHESOHFTIONI

GROWTH GENESIS

TIME —

Figure 1 : Cycle annuel gamétogénique généralisé indiquant la taille
de la gonade au cours du développement (tiré de Barber et
Blake, 1991).

R (CO3)

Figure 2 : Métabolisme reproducteur de Argopecten irradians incluant
trois mécanismes de mobilisation de I'énergie dans la go-
nade. | = énergie ingérée; R = énergie respirée; E = énergie
excrétée (tiré de Barber et Blake, 1991).

Le premier mécanisme consiste en un transfert direct des
acides gras stockés ou réecemment ingérés, de la glande
digestive vers les ovocytes en développement dans la
gonade. Le second mécanisme implique la conversion
des hydrates de carbone en lipides selon le cycle glucose-
acides gras chez les invertébrés. Une perte générale
des réserves de glycogéne des tissus du muscle adduc-
teur accompagne I'accumulation des lipides dans les
gonades. Ce résultat est également noté chez les péton-
cles Argopecten purpuratus (Martinez et Mettifogo, 1998)
et Placopecten magellanicus (Robinson, 1981). Enfin, le

troisieme mécanisme consiste en l'utilisation de protéines
accumulées dans les tissus somatiques pendant la pé-
riode de croissance afin de supporter la reproduction. Gé-
néralement, cette voie est essentiellement utilisée par les
populations qui initient la gamétogenése pendant I'hiver,
lorsque les niveaux de nourriture sont faibles et que les
réserves en lipides et en hydrates de carbone sont vides.

Le conditionnement des géniteurs consiste a maximiser la
fécondité tout en maintenant la qualité des ceufs et la via-
bilité des larves. Pendant le conditionnement, I'environne-
ment physique et la nutrition des géniteurs sont controlés
pour promouvoir le développement des gonades et la ga-
métogenése (Utting et Milican, 1997, pour revue). Un bon
conditionnement consiste donc a maintenir des conditions
proches de celles du milieu naturel pendant le cycle de re-
production, particulierement en termes de température et
de quantité de nourriture. Chez la coquille Saint-Jacques,
Pecten maximus, les protéines, les hydrates de carbone
et les lipides en réserve dans le muscle adducteur et les
lipides contenus dans la glande digestive sont mobilisés
et transférés vers les gonades en développement pendant
le conditionnement (Soudant et al., 1996). La température
initie le processus de gamétogenése mais la fécondité de
P.maximus et la qualité des ceufs produits sont amélio-
rées lorsque des suppléments d’algues sont ajoutés a la
diéte (Devauchelle et Mingant, 1991).

Nutrition des géniteurs

L'alimentation des géniteurs affecte directement la com-
position des gameétes et le développement larvaire
subséquent (Whyte et al., 1987; Whyte et al., 1990; Marty
et al., 1992; Samain et al., 1992; Caers et al., 1999). En
effet, le patron en acides gras des ceufs refléte fortement
celui des algues dont le géniteur se nourrit. Bien que frag-
mentaires, les résultats dans la littérature indiquent que
la composition biochimique des micro-algues joue un réle
déterminant dans la maturité des gonades (Delaunay,
1992; Soudant, 1995, Soudant et al., 1996); ils montrent
que la maturité de Pecten maximus et la proportion d’ceufs
qui produisent des larves-D viables aug-mentent avec une
diete a base de Isochrysis galbana riche en acide gras po-
lyinsaturés (AGPI) essentiels. Par ailleurs, une diéte qui a
un ratio de 22:6n3/20:5n3 > 1 est recommandée en vue de
nourrir adéquatement les géniteurs de P. maximus. Lors
de I'élaboration de la diéte en vue de conditionner des
géniteurs, il faut tenir compte de la quantité de nourriture
disponible. Or, elle varie selon le volume d’eau transporté
a travers les branchies et I'efficacité avec laquelle les par-
ticules sont retenues par celles-ci. La plupart des bivalves
apreés fixation sont capables de retenir des particules de
diamétre supérieur a 3 a 4 ym avec 100 % d’efficacité.
Lefficacité de la rétention diminue avec une baisse de la
taille de la particule et varie entre 35 et 90 % pour des
particules de 2 ym (Mghlenberg et Riisgard, 1978).
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Embryogenése

Les ovocytes de pétoncle géant sont émis au stade de
prométaphase de méiose I, mais plus de 80 % de ceux-
ci atteignent la métaphase I aprés moins de 90 minutes
d’'incubation a 10 °C (Desrosiers et al., 1996). Les ovo-
cytes sont fertiles pendant 3 a 4 h aprés leur émission
et les spermatozoides conservés a 4 °C restent actifs
pendant plusieurs heures. Suite a la fécondation, les
oocytes poursuivent la maturation méiotique préalable-
ment arrétée en métaphase 1. Les conditions les plus
favorables a la fécondation, a la maturation méiotique
et a la premiére division zygotique sont une température
de 10 °C, une salinité entre 25 et 28 %o et un pH entre
8,0 et 8,5 (Desrosiers et al., 1996). L'embryon atteint ra-
pidement les stades morula et gastrula et se développe
par la suite en larve trochophore munie d’'un flagelle api-
cal lui permettant de se déplacer. Finalement, la larve
atteint le stade véligére 4 a 5 jours apres la fécondation.
L'embryogenése repose sur les réserves énergétiques
accumulées dans I'ceuf par la femelle.

Nutrition larvaire

Dans la mesure ou les larves d’invertébrés ont une
faible capacité a désaturer les précurseurs pour produi-
re des molécules essentielles comme les acides gras
polyinsaturés, les diétes monospécifiques sont moins
efficaces que les dietes multispécifiques (Samain et al.,
1992). En effet, I'utilisation de diétes multispécifiques
permet d’éviter les carences nutritionnelles (Volkman et
al., 1989). Un mélange de trois algues est généralement
utilisé en écloserie pour prévenir de telles carences. La
qualité biochimique des algues varie selon I'espéce,
le mode de culture, la période de récolte et les condi-
tions environnementales (Parrish et al., 1998). Cepen-
dant, en culture larvaire, il est nécessaire de considérer
d’autres facteurs comme la forme, la mobilité, la taille,
la production de toxines ainsi que la capacité de la larve
a capturer, ingérer et digérer l'algue et a en assimiler
les nutriments (Lora-Vilchis et Maeda-Martinez, 1997).
Ces auteurs montrent une corrélation positive entre la
plus petite dimension géométrique de l'algue ingérée,
'age et la taille des larves véligéres de Argopecten
ventricosus circularis (Tableau 1). Il y a donc une limite
anatomique de la larve a lingestion de particules.
Par ailleurs, Le Pennec et al. (1985) montrent par mi-
croscopie a épifluorescence que Isochrisis galbana et

Tableau 1 : Age a la premiére ingestion et taille des larves véligéres du pétoncle
Argopecten ventricosus circularis en fonction de la taille des micro-algues (extrait de

Lora-Vilchis, 1997).

Pavlova lutherei sont des algues de premier choix pour
I'alimentation des véligéres de Pecten maximus lors des
50 premieres heures de développement. L'ingestion et
la digestion de Dunaliella primolecta sont plus difficiles,
sans doute en raison de sa plus grande dimension. Ce-
pendant, Gallager et al. (1989) montrent que les larves
de pétoncles sont capables de retenir des particules d’'un
diametre variant entre 3 et 6 um avec la méme effica-
cité. Cela a également été démontré pour les larves de
la palourde Mercenaria mercenaria, qui sont capables
de capturer avec une égale efficacité des particules
comprises entre 0,5 et 8 um (Gallager et al., 1988).

Stade véligére

Leslarves commencenta s’alimenter suite au développe-
ment de la coquille et du vélum, soit environ quatre jours
aprés la fécondation chez Placopecten magellanicus
(Culliney, 1974). Les larves se développent pendant en-
viron quatre semaines dans la colonne d’eau ou elles se
nourrissent essentiellement de phytoplancton. Lorsque
la larve atteint une longueur de 220 um, environ 28 jours
aprés la fécondation, elle développe une pigmentation
brune visible au microscope (larve ceillée) et un pied
(larve pédivéligéere) (Culliney, 1974).

Métamorphose

La métamorphose des larves en laboratoire a 15 °C
a généralement lieu aprés 35 jours, bien que celles-ci
puissent retarder leur fixation pendant un mois. Le pro-
cessus de métamorphose implique plusieurs transfor-
mations physiques dont le détachement du vélum, le re-
positionnement du pied, le développement de branchies
rudimentaires et la calcification des deux valves donnant
au mollusque sa forme définitive. Le taux de mortalité
entre I'ceuf et le stade postlarve peut atteindre 97 %
(Couturier et al., 1995).

Les stades de développement les plus critiques sont le
passage de I'ceuf a la larve-D (jour 4), pendant lequel
40 % de mortalité est observé (Couturier et al., 1995),
et la métamorphose. Ces taux élevés de mortalité sont
associés a des périodes pendant lesquelles les larves
reposent sur des sources énergétiques endogénes.

Assimilation des lipides chez les larves

Les lipides alimentaires des animaux sont essentielle-
ment constitués de TAG et de phospholipi-
des. La digestion des lipides est assurée par
les lipases dont les activités ont été mesu-

- rées dans I'estomac de plusieurs espéces

i Taille | Taille | Age a la premiére Taille moyenne | ge pivalves. Il semble que I'estomac soit

Especes min. | Max. ingestion (d) de la coquille le lieu principal de I'absorption des TAG

(um) alimentaires. lls traversent les parois sous

Chaetocero forme d’un mélange d’acides gras libres,
o 56 | 6-8 7 98.3 - . L

gracilis de monoglycérides, de diglycérides et de

Isochrisis sp. | 3-4 | 7-8 3 78.8 TAG. Chez les poissons et les vertébrés
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supérieurs, les lipides alimentaires sont transportés es-
sentiellement sous forme de TAG associés a des lipo-
protéines. Les lipides sont captés par le foie et les tissus
adipeux ou un arsenal de lipases hydrolysent les TAG en
acides gras et en glycérol, assimilables par ces tissus.
Dans la majorité des tissus, les acides gras servent di-
rectement de source d’énergie. Cependant, dans les
tissus adipeux, ils sont éventuellement réestérifiés par le
glycérol et les TAG sont mis en réserve dans les adipo-
cytes. Ces cellules sont occupées par un énorme globu-
le de graisse constitué presque exclusivement de TAG.
Dans les tissus musculaires, les acides gras peuvent
étre conservés sous forme de TAG dans des gouttelettes
graisseuses entourées de mitochondries dans la mesure
ou la glycolyse subvient aux besoins énergétiques.

Role des lipides chez les larves

Triglycérides

Les triglycérides forment le groupe principal de lipides
de réserve des cellules animales (Lehninger et al., 1993)
et par conséquent de plusieurs especes de bivalves
(Gallager et al., 1986). Deux groupes ont montré que
les TAG sont les réserves énergétiques principales des
larves de Ostrea edulis (Holland et Spencer, 1973) et de
Patinopecten yessoensis (Whyte et al., 1987). Gallager
etal. (1986) ont calculé que 69 et 71 % des lipides ovocy-
taires, principalement les TAG, sont consommés durant
le développement des ceufs de la palourde Mercenaria
mercenaria et de I'huitre Crassostrea virginica. Les
TAG contiennent un tiers des acides gras totaux sous
forme polyinsaturée (AGPI). Il s’agit principalement des
acides gras a longues chaines carbonées dont 20:5n3
et 22:6n3. Ces AGPI sont des nutriments diététiques
essentiels a la croissance pour des raisons associées
a leur structure spécifique, par opposition aux acides
gras saturés et monoinsaturés qui sont généralement
non essentiels (Langdon et Waldock, 1981). Ainsi, les
TAG jouent probablement un réle double. lls stockent
de grandes quantités d’acides gras a des fins d’appro-
visionnement en énergie et ils sont un réservoir tempo-
raire d’AGPI (Napolitano et al. 1988).

Phospholipides et les stérols

Ces composés sont essentiels a la constitution et au
fonctionnement des membranes cellulaires (Lehninger et
al., 1993). Les mollusques bivalves ont une faible capa-
cité a synthétiser et a transformer les stérols (Holden et
Patterson, 1991). Le role des stérols (ST) dans les mem-
branes est exclusivement architectural, leurs fonctions
principales étant restreintes a la mobilité des chaines
d’acides gras de la bicouche lipidique. Les ST en parti-
culier sont trés utilisés par les embryons pour construire
les membranes cellulaires (Delaunay, 1992). Hakanson
(1989) montre que, pendant les périodes de carence
alimentaire, le contenu en ST des larves d’anchois est

constant alors que le contenu en lipides polaires dimi-
nue lentement. Ainsi, bien qu’impliqués dans la struc-
ture de la membrane cellulaire, ces composés ont une
capacité a étre utilisés en vue de satisfaire des besoins
métaboliques qui different.

Indicateur biochimique de la qualité des larves

Le terme «qualité» est lié a toute caractéristique physio-
logique d’un organisme qui contribue a augmenter sa
croissance ou sa survie. A cet effet, de nombreux indi-
cateurs ont été utilisés pour estimer la qualité des or-
ganismes aquatiques. Ces indicateurs integrent une ou
plusieurs variables biochimiques en vue de dresser un
portrait de I'activité métabolique de I'animal et reflétent,
avec plus ou moins d’exactitude, 'adéquation entre dif-
férentes variables environnementales et les besoins
spécifiques de 'organisme étudié (Lucas et Beninger,
1985).

Notre intérét a développer un indicateur biochimique de
la qualité des larves est la mise en place d’un outil de pré-
diction de la survie et de la croissance des larves. Pour la
survie, les travaux démontrent que les phases critiques
sont 'embryogenése et la métamorphose (Couturier et
al., 1995), qui sont deux stades pendant lesquels les
larves dépendent directement des réserves énergéti-
ques accumulées. En effet, durant 'embryogenése, les
réserves endogénes de I'ovocyte sont utilisées par 'em-
bryon jusqu’a ce que la larve commence a s’alimenter.
Pendant cette période, les réserves en lipides, en pro-
téines et en hydrates de carbone fournissent respective-
ment47,6,44,9, et 7,5 % de I'énergie nécessaire au déve-
loppement des embryons chez Patinopecten yessoensis
(Whyte et al., 1991). La plupart de ces besoins énergéti-
ques concernent la formation de la coquille. Les jeunes
larves doivent donc puiser dans leurs réserves, ce qui
peut avoir des conséquences sur leur développement ul-
térieur. Chez Pecten maximus, le contenu lipidique des
larves diminue pendant les cinq premiers jours aprés la
fécondation (Delaunay et al. 1992; Marty et al. 1992).
Durant la métamorphose, les lipides et les protéines sont
également les principales ressources énergétiques utili-
sées chez Ostrea chilensis, contribuant respectivement
a 69,3 et a 24,3 % des besoins énergétiques (Videla et
al., 1998). Holland et Spencer (1973) montrent que les
larves de I'huitre Ostrea edulis catabolisent une large
proportion de triglycérides accumulés pendant la phase
larvaire pélagique afin de satisfaire les besoins énergé-
tiques inhérents a la métamorphose. Par ailleurs, une
étude récente menée sur Pecten maximus montre que
les réserves lipidiques, particulierement celles contenant
des lipides neutres, sont employées pour répondre a la
demande énergétique liée a la métamorphose bien que
le constituant majeur des larves pédivéligéres soit les
protéines (Dwiono et al., 1991). Ces auteurs suggérent
également I'existence d’un seuil minimum en dec¢a duquel
la larve ne se métamorphose pas.

4 Pernet, Tremblay, Bourget, Roussy. Optimisation de la diete et de la fixation des larves de pétoncle géant...



Ainsi, I'utilisation des lipides et particulierement des tri-
glycérides semble intéressante comme indicateur phy-
siologique servant a prédire la survie et la croissance
des larves de pétoncles géants. Toutefois, la quantité
de triglycérides ne peut étre utilisée seule en raison de
la dépendance de cette mesure avec la taille (Gallager
et al., 1986). La littérature mentionne plusieurs ratios,
plus ou moins fiables, permettant d’estimer la condition
physiologique des larves d’organismes aquatiques. Ain-
si, certaines études suggérent I'emploi du rapport trigly-
cérides/stérol comme indicateur lipidique de la qualité
des larves (Fraser, 1989; Hakanson et al., 1994). Cette
proposition s’appuie sur des données indiquant une
corrélation positive forte entre le contenu en stérol et
le poids sec chez les larves de homard et de hareng
(Fraser, 1989). Les rapports triglycérides/stérol sont dif-
férents selon que les larves sont exposées ou non a un
stress alimentaire ou a une pollution (Fraser, 1989). De-
launay et al., (1992) montrent que les larves de Pecten
maximus ayant un faible taux triglycérides/matiere or-
ganique ont une croissance faible. Cependant, un taux
élevé ne confére pas forcément une croissance élevée.
Un autre indice de condition, reposant sur une fonction
discriminante de triglycérides, de phospholipides et du
poids sec apres dégraissage, a permis de distinguer des
larves en bonne et en mauvaise condition et de détermi-
ner I'état des larves de morue recueillies en mer (Loch-
mann et al., 1995). Ces auteurs suggérent que la quan-
tité de phospholipides est une meilleure approximation
de la taille que la quantité de stérol. Enfin, le rapport
triglycérides/poids humide semble étre un outil puis-
sant pour estimer la condition des larves de crevettes
en laboratoire (Ouellet et Taggart, 1992) et sur le terrain
(Ouellet et al., 1995).

Le lien entre la probabilité de survie et un indice lipidi-
que basé sur les différentes classes a été mis en évi-
dence pour les larves de crevettes (Ouellet et Taggart,
1992). Par ailleurs, lorsque la condition physiologique
des larves de morues est bonne, le risque de mortalité
est bas, mais lorsqu’elle est faible, le risque de mortalité
est variable (Lochmann et al., 1995).

Nous avons donc commencé un projet de trois ans
au printemps 2000 avec l'objectif d’optimiser la diete
pour accroitre le conditionnement et I'élevage larvaire
de pétoncle géant. La premiére étape consistait a ob-
tenir un bon indicateur de qualité physiologique. Nous
avons opté pour des ratios de différentes classes de li-
pides. En effet, méme si ces ratios se sont déja révélés
utiles comme indicateur physiologique, aucun travail
dans ce sens n’avait été réalisé sur le pétoncle géant.
Nous croyions que ces ratios pouvaient étre de bons
indicateurs du succés de 'embryogenése et de la mé-
tamorphose. La gamme d’utilisation de cet indicateur
de condition larvaire reste donc a démontrer chez le
pétoncle géant.

Objectifs
Durant ce projet, nos objectifs globaux ont été de :

1. Mettre au point un indicateur biochimique de la qua-
lité des larves basé sur les classes de lipides;

2. Déterminer l'effet du régime alimentaire sur la
maturation des gonades pendant le conditionnement
des géniteurs;

3. Déterminer l'effet du régime alimentaire des gé-
niteurs sur la fécondité, la fertilité et la qualité des
ceufs;

4. Déterminer l'effet du régime alimentaire des géni-
teurs ou des larves sur la qualité, la survie, le taux
de croissance et le succés de métamorphose des
larves.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons développé une
série d'expériences. La premiére consistait a valider
notre technique biochimique.

Dans la mesure ou en plus d'une grande variabilité
interspécifique, il existe une variabilité intraspécifique
inhérente aux conditions de culture (Delaunay, 1992,
pour revue), il convient de caractériser la qualité des
micro-algues produites a I'écloserie du Centre aquacole
marin de Grande-Riviére et de connaitre les facteurs qui
influencent cette qualité. Cette étape préliminaire est in-
dispensable en vue d’établir des régimes alimentaires
a valeurs nutritionnelles différentes et d’alimenter les
larves et les géniteurs de fagon constante au cours de
'expérience. Nous avons donc caractérisé la composi-
tion lipidique du régime alimentaire des géniteurs et des
larves et établi un suivi de la composition lipidique des
micro-algues pendant tout le processus de culture.

Le conditionnement des géniteurs permet de détermi-
ner I'effet du régime alimentaire sur la maturation des
gonades et sur le contenu énergétique du muscle ad-
ducteur pendant le conditionnement des géniteurs ainsi
que sur la fécondité, la fertilité et la qualité des ceufs
produits.

L'élevage larvaire a pour objectif de déterminer I'effet
du régime alimentaire des géniteurs ou des larves sur
la qualité, la survie, le taux de croissance et le succés
de métamorphose des larves et mettre au point d’'un
indicateur biochimique de la qualité des larves. Enfin,
I'élevage des larves issues des géniteurs matures pré-
levés du milieu naturel permet de comparer la qualité
des gonades, des ceufs et des larves avec les larves
provenant des géniteurs conditionnés et renforce, si les
résultats convergent, la validité de I'indicateur biochimi-
que de la qualité larvaire.
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Matériels et méthodes

Extraction des lipides

L'extraction des lipides des échantillons microscopiques
(micro-algue et larves) nécessite une étape prélimi-
naire qui consiste & extraire les organismes du filtre. A
cet effet, nous avons testé trois méthodes couramment
employées. La premiere consistait a appliquer un trai-
tement aux ultrasons; la seconde a broyer le filire ma-
nuellement dans un homogénéisateur verre sur verre de
7 ml; la derniére méthode consistait a combiner les deux
traitements. Ces trois méthodes étaient appliquées dans
un solvant d’extraction. Ainsi, une expérience a plusieurs
facteurs nous a permis de mesurer l'efficacité de ces
trois traitements en fonction de la quantité des lipides
recueillis et de la durée d’entreposage des échantillons.
Cette comparaison des méthodes d’extraction a été réa-
lisée sur des cultures de micro-algues.

Les échantillons ont été prélevés sur des filtres en fi-
bre de verre Watman GF/C (25 mm de diamétre) préa-
lablement traités au four a 450 °C pendant 24 h. Les
échantillons étaient conservés dans une solution de
CH,CL,-MeOH (2:1; v/v) a -20 °C sous azote jusqu'a
'extraction des lipides. L'extraction, la séparation et le
dosage des différentes classes de lipides ont été réali-
sés tel que décrit en annexe. Chaque combinaison de
traitement était analysée en pentaplicat. Afin de quanti-
fier les différentes classes de lipides, nous avons utilisé
la chromatographie sur couche mince couplée a un dé-
tecteur par ionisation de flamme (FID, Iatroscan MK-V).

Effet des trois traitements (ultrasonication, broyage et
combinaison des deux traitements) en fonction de I’es-
péce et de la quantité filtrée sur la teneur en classes de
lipides

Nous avons choisi de comparer deux espéces de micro-
algue : Chaetoceros muelleri et Isochrisis sp. (clone
T-is0). Pour chaque espéce et chaque traitement, des
échantillons en pentaplicat d’'une méme culture en phase
exponentielle de croissance ont été prélevés (5, 10 et
15 ml). Ces échantillons étaient entreposés pendant 1
a 3 jours avant I'extraction et I'analyse des lipides. Les
extraits lipidiques obtenus de chacun des traitements
étaient déposés sur le méme groupe de chromarodes.
Une chromarode était disponible pour recevoir échan-
tillon un standard ou échantillon un témoin.

Effet de la durée d’entreposage

Comme vu précédemment, des échantillons de 5, 10 et
15 en pentaplicat ont été prélevés, mais sur une seule
espéce d’algue : C. muelleri. Les échantillons étaient
préservés pendant 1 a 3 jours, 28 a 31 jours et 183 a
186 jours avant I'extraction et I'analyse lipidique. L'ex-
traction était réalisée par la technique combinée d’ultra-
sonication et de broyage.

Qualité des micro-algues

Caractérisation des régimes alimentaires

Nous avons utilisé trois mélanges a base de Chaetoceros
muelleri (Chagra) et Isochrisis sp. (T-Iso) en propor-
tions variables. Ces espéces sont couramment em-
ployées pour la culture de bivalves (Enright et al., 1986;
Napolitano et al., 1988; Volkman et al., 1989; Parrish et
al., 1998) et sont complémentaires. En effet, C. muelleri
est particulierement riche en TAG et en AGPI 20:5n3,
par opposition a Isochrisis sp. qui produit des taux éle-
vés de lipides polaires et de 22:6n3 (Tableau 2). D’autre
part, chaque espéce est assimilée par les géniteurs
(Bourne et al., 1989; Utting et Millican, 1998) et les lar-
ves (Le Pennec et Rangel-Davalos, 1985; Bourne et al.,
1989; Bricelj et Shumway, 1991; Lora-Vilchis et Maeda-
Martinez ,1997; Lu et Blake, 1997; Parrish et al., 1998),
compte tenu de leurs tailles relativement similaires
(Tableau 1). Cependant, il est probable que les larves
aient une préférence pour Isochrisis sp. pendant les
premiers jours d’alimentation, cette derniere étant plus
facilement ingérée par les petites larves (Lora-Vilchis et
Maeda-Martinez, 1997). Le régime alimentaire A consis-
tait en un mélange 50:50 (Chagra :Iso, p/p). Les régimes
B et C contenaient le méme mélange dans des propor-
tions respectives de 20:80 et de 5:95 (Chagra : Iso; p/p).
Les proportions de TAG et les ratios qui en découlent
devraient différer théoriquement dans chacun des trois
mélanges (Tableaux 3 et 4). Les trois régimes alimen-
taires étaient caractérisés dans les bassins de mélange
servant a l'alimentation des géniteurs hebdomadaire-
ment, durant toute la durée du conditionnement, soit 16
semaines. Les algues pour les bassins de mélange pro-
venaient des cultures en « kawals » de 200 L.

Suivi des cultures

La composition lipidique de Chaetoceros muelle-
ri (Chagra) et Isochrisis sp.(T-Iso) était déterminée
pendant tout le processus de culture sur trois cultures de
chaque espéce maintenues simultanément. Des échan-
tillons de chaque espéce étaient prélevés a chaque re-
piquage, pendant la phase exponentielle de croissance,
dans les cultures de 125 ml, de 500 ml, de 15 L et de
180 L. En paralléle, les concentrations cellulaires étaient
mesurées a six reprises par un compteur de particules
électronique.
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Tableau 2 : Proportion des différentes classes de lipides et des acides gras polyinsaturés (AGPI)
essentiels de deux espéces d’algues couramment employées lors de la culture de bivalves
(extrait de Volkman et al., 1989* et Parrish ef al., 1998™**).

Classes de lipides* AGPI**
Espéces HC [ TAG AG ST | POL | Autres | 20:5n3 22:6n3
Chaetoceros 13| 34 | 144 | 6 | 442 . 18.39 0.89
gracilis
Isochrisis sp. 0.4 2.8 TR 0.2 | 83.0 13.5 2.67 20.47

HC : hydrocarbone et cire estérifiée; triglycéride : TAG; AG : acide gras; ST : stérol et alcool;
POL : lipide polaire et chlorophylle. TR < 0.2 %.

Tableau 3 : Proportion théorique des différentes classes de lipides et des acides gras poly-
insaturés (AGPI) essentiels des mélanges employés lors du conditionnement des géniteurs et
I'élevage des larves (calculée a partir des données de Volkman et al., 1989*, et Parrish et al.,
1998**).

Classes de lipides * AGPI **
:\é'g'?g%zgra HC | TAG | AG | ST | POL | Autres | 20:5n3 | 22:6n3
50:50 085 | 1840 [ 720 | 310 | 6360 | 6.75 9.64 11.57
20:80 058 | 904 | 288 | 136 | 7524 | 10.80 | 4.39 16.91
5:95 045 | 436 | 072 | 049 | 81.06 | 12583 1.77 19.58

HC : hydrocarbone et cire estérifiée; triglycéride : TAG; AG : acide gras; ST : stérol et alcool;
POL : lipide polaire et chlorophylle. TR < 0.2 %.

Tableau 4 : Indicateurs biochimiques de la qualité des différents régimes alimentaires utilisés
pour le conditionnement des géniteurs et I'élevage des larves, calculés a partir des données du
tableau 3.

Mélange TAG TAG (TAG+AG) (TAG+AG) 22:6n3
Iso : Chagra (ST+POL) ST (ST+POL) ST 20:5n3
50:50 27.6 5.9 394 8.3 1.20
20:80 11.8 6.6 15.6 8.8 3.85
5:95 5.3 8.9 6.2 10.4 11.09

Triglycéride : TAG; AG : acide gras; ST : stérol et alcool; POL : lipide polaire et chlorophylle.

TR <0.2 %.
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Conditionnement des géniteurs

Le dispositif expérimental nécessitait 168 pétoncles
géants géniteurs de d’une taille variant entre 90 et
130 mm; ils ont été récoltés en plongée sous-marine
a Percé (Québec, Canada) entre le 25 octobre et le
1" novembre 1999, a une profondeur comprise entre 27
et 33 m. Ces individus ont été maintenus en eau brute
a température ambiante au Centre aquacole marin de
Grande-Riviére jusqu’au 14 février 2000. Par la suite,
les individus ont été conditionnés a 12 °C et 28 ppm
selon les trois régimes alimentaires A, B et C (voir page
6). Cinquante-quatre géniteurs étaient conditionnés pour
chaque diéte. Les géniteurs étaient placés en bassins de
1,13 x 0,58 x 0,15 m. Vingt-sept bassins étaient répartis
en deux rangées. Chaque bassin était alimenté en eau
et possédait un drain indépendant. Des pompes péristal-
tiques fournissaient les diétes en continu dans les lignes
d’alimentation d’eau des bassins a un ratio de 0,75 % de
la masse séche par pétoncle. A l'issue de la période de
conditionnement de 16 semaines, trois a cinq géniteurs
de chaque groupe étaient induits a pondre.

Suivi du conditionnement

L’examen des gonades de trois méales et de trois femelles
était effectué au début, au milieu et a la fin du condition-
nement. Nous avons déterminé leur niveau de maturité
selon une échelle comprise entre 1 et V (Desrosiers

Tableau 5 : Caractéristiques morphologiques des gonades en développement chez le
pétoncle géant Placopecten magellanicus (adapté de Desrosiers et Dubé, 1993).

et Dubé 1993, Tableau 5). Enfin, des échantillons de
gonade étaient prélevés en vue de la détermination des
classes de lipides. La qualité des gonades était évaluée
individuellement pour chaque femelle par un rapport de
TAG/ST, déterminé par latroscan MK-V.

Fécondité, fertilité et qualité des ceufs émis

La fécondité est la quantité d'ceufs produits par une
femelle. Elle était estimée par cinq décomptes succes-
sifs. L'estimation de la fertilité était basée sur le nombre
de larves-D produites a partir du nombre d’ceufs émis
(Salaiin, 1994 dans Le Pennec et al., 1998). La qua-
lité des ceufs était évaluée pour chaque femelle par un
rapport de TAG/ST, déterminé par Iatroscan MK-V.

Elevage larvaire

Nous avons élevé des larves obtenues des géniteurs
matures prélevés en milieu naturel. Afin d’accroitre les
probabilités d’observer des différences de qualité dans
les gonades, les géniteurs issus du milieu naturel prove-
naient de deux sites : les lles-de-la-Madeleine (Chaine-
de-la-Passe) et la Gaspésie (Percé). De plus, les géni-
teurs de la Gaspésie ont été capturés a deux périodes, le
27 juillet et le 11 septembre 2000. La ponte était induite
le 17 juillet 2000 pour les géniteurs provenant des fles-
de-la-Madeleine. Aprés la ponte, les géniteurs étaient
sacrifiés afin de déterminer la composition lipidique des
sections de gonades encore pleines. Les
larves étaient nourries avec le régime ali-
mentaire A, préalablement décrit (cf. qua-

En différenciation

molles et angulaires.

ovaires orange tres
pale.

En développement]

Nette augmentation
de la taille, mais
molles car contenant
de 'eau.

Artéres visibles.

Seulement la boucle
visible.

Testicules blancs,
ovaires orangés.

\%
En maturation

Plus grandes et plus
fermes, car elles
ont peu d’eau, les

extrémités pointent,

aspects granuleux.

Boucle difficile a
VOir.

Testicules blanc
créme, ovaires
orange.

Mature

Tailles maximales,
fermes et sans eau.

Surfaces luisantes
et uniformes artéres
bien visibles et indui-

sant des sillons.

Boucle invisible.

Testicules blancs
cremes et ovaires
orange Vif.

Stade Aspect des Canal alimentaire Couleur des lit¢ des micro-algues). Chaque combinai-
gonades gonades . fe: .
son de traitement était en triplicata.
' Petites, contractées - Transilucides,
; - £ moll Visible. brunatres ou Qualité, survie et taux de croissance
Indifférencié et molles. grisatres.

Testicules faible- Nous avons prélevé des larves aux jours
I Plus grosses, mais Peu visible ment blanchéatres et 4, 8, 13 et 20 aprés la fécondation. La

survie larvaire était évaluée dans chaque
bassin durant toute la durée de I'expé-
rience. Le comptage des larves conte-
nues dans un sous-échantillon de volume
connu, prélevé en triplicata directement du
milieu de culture a été complété. Enfin, le
taux de croissance des larves était calculé
a partir de la longueur de la coquille de
30 individus.
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Résultats
Extraction des lipides

Effets des trois traitements d’extraction et de la guantité
d’alques filtrées.

Le coefficient de variation moyen pour chaque classe de
lipides était de 21 %. Pour les lipides totaux obtenus par
sommation des différentes classes de lipides, le coefficient
de variation moyen était de 12 %. Lors des extractions
lipidiques réalisées sur la diatomée C. muelleri récoltée
sur filtre, nous avons observé que les trois traitements,
soit l'ultrasonication, le broyage ou la combinaison des
deux n'avaient pas d’effet sur les mesures de composition
relative des classes de lipides quelle que soit la quantité
d’algues filtrées (Tableau 6). En revanche, nous avons
observé un effet significatif sur la composition relative de
quelques classes de lipides chez I. galbana entre le trai-
tement d’ultrasonication et le traitement d’'ultrasonication
combiné au broyage (Figure 3). Lors de I'extraction, le
broyage du filtre combiné a I'ultrasonication a entrainé
une augmentation de la quantité de triglycérides (TAG),
d’acides gras libres (FFA) et de pigments (AMPL).

Effets de la durée d’entreposage

L'efficacité de I'extraction, exprimée par la quantité de
chaque classe de lipides obtenue, était inférieure lorsque
les échantillons de C. muelleri étaient conservés pour
une période de six mois (Tableau 7). Cette diminution de
la masse lipidique était observée sur toutes les classes
de lipides, quelle que soit la quantité d’algues filtrées sauf
pour les acides gras libres (FFA) ou une augmentation
importante était observée. Toutefois, un entreposage

Tableau 6 : Abondances relatives des classes de lipides contenus
dans la micro-algue Chaetoceros muelleri en fonction du traitement
appliqué a I'extraction (ultrasonication, S; broyage, B; et ultrasonic
ation+broyage).

Qt [ Données S+B B S
5 TAG 35,127 38,7+1,7 37,0+ 3,1
FFA 10,2+ 3,8 12,144 12,8+4,3
ST 84+17 8,94+19 79+17
PL 226+54 30,2 £ 11,1 21,6 £12,8
Total (ug) 4,2 4,6 4,2
10 TAG 438+25 43,9+ 1,1 46,3+5,3
FFA 72+17 72+42 85+4,2
ST 53+0,5 59+1,0 53+0,7
PL 23,1+94 29,3+ 10,1 28,7 £ 14,7
Total (ug) 7.7 8,45 8,48
15 TAG 53,2+5,8 50,2+ 1,2 495+23
FFA 76137 78+1,2 8,3+35
ST 51+0,8 46+0,6 46+0,9
%PL 30,7 £20,5 19,1+6,5 19,4 +5,8
Total (ug) 11,9 11,7 12,5

de 30 jours n'a eu aucun effet sur la quantité de lipides
extraits, indépendamment de la classe de lipides et de la
quantité d’algues filtrées (Tableau 7).

20 -
3 s
S 15 O
- S+B
~ |
g 10 -
pe)
g
5 54
]

0 ,4—"_'——_'_IJ_;._'_|:_—i_'_A£—_ﬁ
KET TAG FFA ST AMPL PL

Classe de lipides

Figure 3 : Quantité des différentes classes de lipides (KET : cétone;
TAG : triglycéride; FFA : acide gras; ST : stérol; AMPL : pigment;
PL : phospholipide) extraits de la micro-algue Isochrisis sp. (x
écart-type) en fonction du traitement appliqué (ultrasonication, S;
ultrasonication+broyage, S+B)

Tableau 7 : Quantité en mg des différentes classes de lipides
contenues dans la micro-algue Chaetoceros muelleri (+10° cells)
en fonction de la durée d’entreposage (en jour) et du volume de
culture filtré (en mL) apres un traitement aux ultrasons et un broya-
ge manuel.

Temps (jour)
Vo';lme dilﬁiffis 13 28-31 180-183
Moy | Ec | Moy | Ec | Moy | Ec
5 TAG | 1,04 | 0,10 [ 1,06 | 0,17 [ 1,08 | 0,11
FFA | 035 | 0,14 | 0,28 0,08 [ 238 | 1,12
ST 029|007 [038]025]|049]0,10
PL |263]030]|097]|037]|118]0,12
Total | 5,09 | 0,34 | 4,14 | 1,06 | 7,58 | 1,50
10 | TAG | 324|063 [364018]|304]038
FFA | 045 | 0,12 [ 0,36 | 0,08 | 4,17 | 1,62
ST 033|004 034007080026
PL |272]027|212]025]191]005
Total | 836 | 1,67 | 8,94 | 1,18 |13,39 2,56
15 | TAG | 6,29 | 0,56 [6,98 097 | 569025
FFA | 069 | 0,35 | 0,66 | 0,13 [ 7,06 | 4,39
ST | 048|012 |043|0,10]1,18] 0,17
PL |339]067|317]085|278]0,25
Total [13,98] 2,32 |14,61| 3,66 |23,11] 5,34

Qualité des micro-algues

Caractérisation des régimes alimentaires

Les régimes A, B et C échantillonnés dans les bassins
de mélange servant de nourriture aux géniteurs ne pré-
sentaient pas de différences du point de vue de la com-
position en classes de lipides (Figure 4). Bien que nous
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ayons noté un enrichissement de la diéte A en triglycé-
ride (TAG), celui-ci n’était pas significatif. Toutefois, il
est intéressant de noter que la variabilité temporelle du
contenu en TAG de la diete A mesurée sur 16 semaines
de culture était nettement supérieure a la variabilité en
TAG observée pour les dietes B et C (Figure 4).

Suivis des cultures

Quel que soit le volume de culture, la composition li-
pidique de l'algue I. galbana est demeurée constante
(Figure 5). Nous avons observé que cette algue était es-
sentiellement constituée de phospholipides. En revan-
che, lorsque I'on considére la diatomée C. muelleri, la
composition lipidique est trés variable selon le volume de
culture (Figure 6). Aucune variation n’était observée du
coté des stérols (ST) pour tous les volumes de cultures
et les valeurs en ftriglycérides (TAG), en acides gras
libres (FFA) et en phospholipides (PL) étaient similaires
entre les volumes de 0,125 L et de 0,500 L et entre les
volumes de 15 et de 200 L. Toutefois, une diminution im-
portante des TAG et des FFA s’est produite lorsque les
cultures ont passé des volumes de 0,5 L aux volumes de
15 L et de 200 L. Ces diminutions étaient concomitantes
avec une augmentation du contenu en PL.

70
60
50 ETAG

mFFA

40 [=[{8

Figure 4 : Abondance relative des différentes classes de lipides

extraits des régimes alimentaires A, B et C (TAG : triglycéride; FFA :
acide gras; ST : stérol; PL : phospholipide).

Proportion des
classes de lipides

100

Proportion des
classes de lipides

i =

0,125 05 15 200

Volume (L)
Figure 5 : Abondance relative des différentes classes de lipides
extraits de la micro-algue /sochrisis sp. en fonction du volume de
culture (TAG : triglycéride; FFA : acide gras; ST : stérol; PL : phos-
pholipide; KET : cétone).

mTAG
mFFA

=

Proportion des
classes de lipides

| | §

0125 05 15 200

Volume (L)

Figure 6 : Abondance relative des différentes classes de lipides
extraits de la micro-algue Chaetoceros muelleri en fonction du
volume de culture (TAG : triglycéride; FFA : acide gras; ST : stérol;
PL : phospholipide)

Conditionnement des géniteurs

Suivi du conditionnement

Aprés quatre mois de conditionnement, la maturation
des gonades était insuffisante pour déclencher des
pontes massives, quel que soit le régime alimentaire.
En effet, nous avons observé une maturation incompléte
des gonades. Cette maturation semblait toutefois suffi-
sante pour qu’on puisse noter des différences au plan
de la qualité des gonades, évaluée en termes de ratio
triglycérides/stérol (Figure 7).

30

20 1

10

0 :
A B C

Figure 7 : Valeur du ratio triglycérides (TAG)/cholestérol (ST) dans
les gonades des géniteurs conditionnés selon les régimes alimen-
taires A, B et C.

Fécondité, fertilité et qualité des ceufs émis

Devant l'insuccés des pontes avec les géniteurs condi-
tionnés, nous avons utilisé des géniteurs matures pro-
venant du milieu naturel. Les pontes ont été réalisées le
méme jour que la récolte, soit le 17 juillet, le 27 juillet et
le 11 septembre. L'indice visuel indiquait que les péton-
cles récoltés les 17 et 27 juillet étaient matures (indice
V) alors que ceux du 11 septembre avaient commencé
la résorption de leurs gonades. La qualité des gonades
lors des trois séries de pontes étaient différentes selon
le ratio TAG/ST. Nous avons observé que la qualité
des gonades des géniteurs provenant de la ponte du
27 juillet était supérieure a celle du 11 septembre. Ces
différences se sont reflétées dans la qualité des ceufs

TAG/ST
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produits (Figure 8). En effet, nous avons observé que la
qualité des ceufs en terme de ratio TAG/ST provenant
de la ponte du 27 juillet était supérieure a la celle de la
ponte du 11 septembre.

Elevage larvaire

Qualité, survie et taux de croissance

4 _

TAG /ST

00-09-11

00-07-27

00-07-17

Figure 8 : Valeur du ratio triglycérides (TAG)/cholestérol (ST)| gg
dans les ceufs émis par les géniteurs prélevés du milieu natu-

rel aux lles-de-la-Madeleine (17 juil.) et en Gaspésie (27 juil. et

11 sept.)

pontes du 17 juillet, du 27 juillet et du 11 septembre ont
donné naissance a des populations de larves qui ont
survécu respectivement 8, 20 et 4 jours (Figure 9). De
plus, nous avons observé, pour la ponte du 27 juillet
(celle dont les larves ont survécu plus longtemps) que
la qualité des larves exprimée par le ratio TAG/ST dimi-
nuait avec I'age de celles-ci (Figure 10).
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Figure 9 : Survie des larves émises par les géniteurs prélevés du
milieu naturel aux lles-de-la-Madeleine (17 juil.) et en Gaspésie
(27 juil. et 11 sept.) au cours du temps (+ écart-type).
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Figure 10 : Rapport triglycéride (TAG)/cholestérol (ST) en fonction
de 'dge des larves émises par les géniteurs prélevés du milieu

naturel en Gaspésie (27 juil).
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Discussion

Extraction des lipides

La récolte d’'organismes microscopiques aquatiques a
des concentrations importantes et avec une quantité
d’eau réduite au maximum entraine certaines difficultés.
Nous avons retenu une solution trés simple pour la ré-
colte d’algues, d’ceufs et de larves soit la filtration. Tou-
tefois, la présence d’un filtre peut-elle réduire la capacité
d’extraction des lipides? Nous pouvons remarquer dans
la littérature que deux méthodes sont largement utilisées
pour I'extraction de lipides d’'organismes ayant été filtrés,
soit l'ultrasonication et le broyage par ['utilisation d'un
homogénéisateur (Parish, 1987; Volkman et al., 1989;
1993; Dunstan et al., 1992, 1993; Parish et al., 1998).
Bien que ces traitements soient couramment employés,
leurs effets potentiels sur I'efficacité d’extraction lipidi-
que n‘ont jamais été documentés. Nos travaux démon-
trent clairement un effet de ces traitements en fonction
de I'espéce d’algue considérée. L'utilisation combinée
des deux techniques permet une meilleure extraction de
certaines classes de lipides chez I. galbana. Sur cette
algue, nous observons que l'ultrasonication seule, telle
qu'utilisée par Volkman et al. (1989; 1993), sous-estime
la proportion de certaines classes de lipides telles que
les triglycérides, les acides gras libre et les AMPL sans
influer sur les autres telles que les cétones, les stérols et
les phospholipides. Toutefois, il est intéressant de noter
que sur la diatomée C. muelleri, les techniques d’ex-
traction de lipides donnent toutes le méme rendement
pour I'ensemble des classes de lipides. Nous avons
démontré également qu'une conservation de longue
durée (six mois) a un impact sur la quantité de lipides
extraits pour I'ensemble des classes de lipides. Une
extraction avec moins de 30 jours de conservation n’'a
aucun impact sur les proportions de classes de lipides
et la quantité totale de lipides extraits.

Qualité des micro-algues

Nos résultats démontrent que I'élevage semi-continu de
micro-algues entrainent de la variabilité dans la struc-
ture lipidique de C. muelleri sans toutefois que I'on ob-
serve le méme phénoméne chez I. galbana. Lors du
passage des volumes de culture inférieurs a 0,5 L aux
volumes plus grands de 15 L et de 200 L, nous obser-
vons une baisse marquée de triglycérides et d’acides
gras libres compensée par une hausse de phospholipi-
des. Cette perte de TAG chez C. muelleri pourrait étre
associée au volume de culture, a I'addition de silicate
ou a la présence de CO,. Parrish et Wangersky (1990)
ont démontré que lorsque cette espéce de diatomée
éprouve un manque en azote ou en lumiere, la compo-
sition en TAG augmente. Ce phénoméne est également
observé lorsque cette algue est maintenue a trés haute
densité. Dans ce dernier cas, cela est expliqué par le
fait que la division cellulaire est interrompue et que les

micro-algues emmagasinent des TAG. Ainsi, 'augmen-
tation des TAG semble étre une réponse biochimique in-
directe a des conditions environnementales stressantes.
Le niveau élevé de TAG dans les cultures de 0,125 L et
de 0,5 L observé ici pourrait s’expliquer par le maintien
de conditions environnementales défavorables pour les
algues (carence en Si, CO, faible et pH éleve).

Le manque de concordance dans la structure lipidique
de nos trois diétes par rapport aux valeurs théoriques
élaborées avec les données de Volkman et al. (1989)
est lié directement a la structure lipidique de C. muelleri
observé dans les « kawals » de 200 L qui ont servi a
remplir les bassins de mélange. En effet, comparative-
ment aux valeurs de Volkman et al. (1989), la culture
de C. muelleri utilisée pour le mélange des dietes avait
un contenu en TAG beaucoup plus faible. Nous suggé-
rons que cette différence serait reliée a I'un des facteurs
inhérents a l'augmentation de volume des cultures :
ajout de silicate, de CO, ou baisse du pH. En effet, nous
avons utilisé des algues cultivées en volume de 200 L
pour caractériser les diétes alors que Volkman et al.
(1989) avaient caractérisé C. muelleri dans des volumes
beaucoup plus petits.

Conditionnement des géniteurs et nutrition larvaire

L’échantillonnage visait a mettre 'accent sur I'embryoge-
nése et la métamorphose puisqu’il s’agit de deux phases
endotrophes pendant lesquelles la qualité du condition-
nement et de l'alimentation des larves est la plus cri-
tique. En effet, les ceufs et les larves pédivéligéres (le
stade précédant la métamorphose) doivent accumuler
de grandes quantités d’énergie afin que 'embryogenese
et la métamorphose soient complétées avec succes.
Chez la plupart des larves d’organismes marins, les
lipides neutres comme les TAG sont la premiére réserve
énergétique endogéne utilisée pour le métabolisme
(Gallager et al., 1986; Ouellet et Taggart, 1992; Whyte et
al., 1987). Ainsi, ils sont un bon indicateur de la viabilité
et plus particulierement de la capacité des larves a sur-
vivre aux phases critiques comme I'embryogenése et la
métamorphose, pendant lesquelles elles reposent sur
les réserves endogénes de nourriture.

En utilisant les stérols comme indice pondéral tel que
décrit par Fraser (1989), nous avons observé des
différences dans la qualité des gonades qui ont servi
aux trois pontes. Ces différences se sont reflétées dans
la qualité des ceufs relachés qui a leur tour ont contri-
bué a la survie larvaire. Plus le ratio TAG/ST était élevé
dans les gonades, les ceufs et les larves, meilleure était
la survie larvaire. Cependant, aucun de nos élevages
larvaires n’a atteint la métamorphose. Le ratio TAG/ST
diminuait également avec I'dge des larves, témoignant
de larves élevées dans des conditions de stress et en
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mauvaise condition physiologique (Fraser, 1989). Nous
suggérons que le volume des bassins utilisé pour la
culture des larves (15 L) était trop petit pour les besoins
des larves de pétoncle géant, Placopecten magellanicus.
Les élevages qui ont du succeés avec cette espéce utili-
sent des bassins de 1 000 L. Il est possible que des volu-
mes de 15 L permettent un contact trop grand des larves
avec les parois des bassins et le biofilm bactérien qui s’y
développe. Contrairement aux larves de moule bleue,
Mytilus edulis, dont I'élevage peut se réaliser dans des
volumes aussi petits qu’un litre (Qiu et al., 2002), les
larves de pétoncle géant semblent plus sensibles aux
volumes de culture.

Conclusion

Nos résultats ont permis de conclure que la meilleure
fagcon de s’assurer d’'une extraction efficace de lipides
est de combiner broyage et ultrasonication. Nous
suggérons également qu'en « stressant » les cultu-
res de Chaetoceros muelleri par une carence en sili-
cate ou en CO,, il pourrait étre possible d’'obtenir une
culture d’algues enrichies en triglycérides. Finalement,
cette étude semble établir une relation entre qualité
des gonades, qualité des ceufs et survie larvaire tel que
le montre le ratio TAG/ST. Nous avons donc de bons
indices de croire que ce ratio ouvre des voies intéres-
santes pour les pratiques en écloserie comme indicateur
de survie larvaire. Toutefois, des études plus approfon-
dies doivent étre entreprises pour valider cet indicateur
de qualité.
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Annexe 1 : Techniques d’écloserie

Les élevages larvaires sont réalisés a I'écloserie ex-
périmentale du Centre aquacole marin de Grande-
Riviere (48°20°'N; 65°30’0), situé en Gaspésie (Québec,
Canada)

Culture des micro-algues

Les algues utilisées dans le cadre du projet sont
Chaetoceros muelleri (anciennement Chaetoceros
gracilis  var. muelleri) (synonyme CHGRA)
et Isochrysis sp. (synonyme TISO). Ces souches pro-
viennent du « Provasoli-Guillard National Center for
Culture of Marine Phytoplankton » (CCMP). Les algues
sont produites selon la méthode semi-continue, en tube
« Kawals », dans une chambre a température contro-
lée, par I'équipe du Centre aquacole marin de Grande-
Riviere.

Conditionnement des géniteurs

Les pétoncles sontcaptés danslabaie de Percé (48°30°N;
65°15’0) puis transférés au laboratoire pour étre nourris
avec une diéte correspondant a 0,75 % du poids sec des
animaux en poids sec d’algues (Utting et Millican, 1998)
a une concentration de 55 000 cellules/ml. La qualité de
'eau est assurée par l'arrivée d’eau nouvelle a un débit
de 250 ml/min. Les bassins sont inspectés tous les jours
et nettoyés, au besoin, a l'aide d’un siphon. La photo-
période de 16:8 est assurée par des ampoules incan-
descentes. Lattribution des diétes et des géniteurs dans
chaque bassin est aléatoire.

Induction de la ponte

Aprés avoir déterminé le niveau de maturité des gona-
des selon une échelle comprise entre | et V, en fonc-
tion de leur aspect, de leur couleur et du degré de re-
couvrement du canal alimentaire (Desrosiers et Dubé,
1993, Tableau 7, Figure 2), les individus matures sont
transférés dans des récipients de 18 L ou la ponte est
induite par I'élévation de la température a 14 °C et
une circulation d’eau alternée (Couturier et al., 1995).
Le temps écoulé entre I'induction et la ponte est noté
car il s'agit d’un indicateur de la maturité des pétoncles
(Utting et Millican, 1998). Seul les gametes relachés
dans une période d’une heure aprés la tentative d’in-
duction de la ponte sont conservés. Lorsque la ponte
des femelles est achevée, les méales sont induits de la
méme facon avec en plus une injection de sérotonine
(0,4 ml de 5-hydroxytryptamine a 2 mM) dans la gonade
(Desrosiers et Dubé, 1993).

Fécondation

Un ratio de 10:1 (spermatozoide/ceuf) assure une fécon-
dation optimale (Couturier et al., 1995).

Elevage larvaire

Les larves sont élevées dans des récipients cylindriques
de 15 L, en circuit fermé, a une densité de 12 larves/ml
maintenues a une température variable de 12 a 14 °C
par un systéme de bain-marie. Neuf récipients sont
disposés dans des bassins de 1 000 L qui serviront de
bain-marie. L'homogénéisation du milieu de culture des
larves est assurée par un faible bullage régulier. Les
diétes avec lesquelles les larves sont alimentées seront
identiques a celles des géniteurs mais les concentra-
tions varient entre 5 000 et 20 000 cellules/ml selon le
stade considéré (Bourne et al., 1989). Les larves sont
nourries tous les deux jours.
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Annexe 2 : Préléevement des échantillons

Micro-algue

Un volume de 15 ml est prélevé par pompe a vide sur
filtre en fibre de verre Watman GF/C (25 mm de dia-
métre) préalablement nettoyé par un séjour de 24 h au
four a 450 °C. Les algues récoltées sont conservées
dans une solution de CH,CL,-MeOH (2:1; v/v) a -20 °C
sous azote jusqu’a I'extraction et le dosage des lipides.
Chaque échantillon est prélevé en triplicata.

Gonade

Classes de lipides

Quelque 100 mg de tissu sont prélevés et conservés
dans une solution de CH,CL,-MeOH (2:1; v/v) a -20 °C
sous azote jusqu’a I'extraction et le dosage des lipides.
Chaque échantillon est prélevé en triplicata.

Larve et ovocyte

Classes de lipides

Quelque 2 000 larves ou ovocytes sont prélevés sur
filtre en fibre de verre Watman GF/C (25 mm de diameé-
tre) préalablement nettoyé par un séjour de 24 h au four
a450 °C. Les larves et ovocytes récoltés sont conservés
dans une solution de CH,CL-MeOH (2:1; v/v) a -20 °C
sous azote jusqu’a I'extraction et au dosage des lipides.
Chaque échantillon est prélevé en triplicata.

Mesure de croissance

Les larves sont concentrées avant d’étre déposées
dans une solution de formaldéhyde 10 % (v/v). La crois-
sance larvaire est estimée a partir de la longueur de la
coquille.
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Annexe 3 : Dosage des classes de lipides

Extraction

Les échantillons prélevés sur filtre subissent un traite-
ment aux ultrasons 3 x 10 min dans un bain de dichlo-
rométhane (CH,CL,)/méthanol (MeOH)(2 : 1; v/v) main-
tenu a environ 10 °C. Ce traitement a pour effet d’extraire
les organismes du filtre. Les trois extraits sont ensuite
repris pour étre broyés avec le filtre. Nous avons ajou-
té une solution de KCI (0,88 %; p/p) de fagon a obtenir
un mélange final CH,CL -MeOH-KCI (2 : 1 : 1; v/v/v) qui
conduit a la formation d’un systéme biphasique. L'extrait
est agité puis centrifugé 2 min a 2 000 g. La phase in-
férieure contenant les lipides est prélevée par double
pipetage alors que la phase supérieure contenant les
protéines, les hydrates de carbone et le filtre sont lavés
avec du CH,CL,-MeOH. L'extrait total est évaporé sous
azote a température ambiante et les lipides sont sus-
pendus dans 10 a 400 ul de CH,CL, (selon la quantité
de lipides).

Lorsque les échantillons sont prélevés directement du
milieu de culture, sans filtration préalable, ils sont préa-
lablement lyophilisés afin d’extraire I'eau, puis hydratés
avec 200 ul d’eau ultrapure. Les lipides sont extraits
selon la méthode modifiée de Folch et al. (1957).

Séparation

Les lipides sont sépareés par chromatographie sur couche
mince. Le support consiste en baguette de quartz de
150 mm x 0,9 mm, enrobée de fines particules de silice
calibrées & 60 A. Aprés avoir déposé un volume de 2 &
8 ul par fraction de 2 pl d’extrait de lipide a I'aide d’'une
seringue Hamilton (5 pl), les chromarodes sont placées
dans des chambres de migration contenant des solvants
de polarité connue. Dans le cadre de ces expériences,
nous avons employé la méthode de Parrish (1987)
pour séparer les lipides neutres et celle de Innis (1981)
pour séparer les lipides polaires. Les lipides neutres
sont développés deux fois dans un mélange hexane-
diethylether-acide formique (99 : 1 : 0,05; v/v/v) pen-
dant 25 min, puis pendant 20 min. Ce développement
permet la séparation des acides gras aliphatiques (HC),
des ester méthyliques (ME), des cires estérifiees (WE)
et des cétones (KET). Apres avoir bralé 80 % des chro-
marodes, un second développement dans un mélange
hexane-diethylether-acide formique (80 : 20 : 0,1; v/v/v)
pendant 40 min assure la séparation des TAG, acides
gras libres (FFA), ST et diglycérides (DG). Le troisié-
me développement dans 100 % d’acétone permet la
migration des lipides mobiles dans I'acétone (AMPL),
consistant essentiellement en pigments photosynthéti-
ques. Enfin, le dernier développement dans un mélange
chloroforme-méthanol-eau (80 : 30 : 5; v/v/v) permet de
séparer les lipides polaires en phosphatiyl-éthanolamine
(PE), phosphatidyl-choline (PC), lysophosphatiyl-

éthanolamine (LPE), lysophosphatidyl-choline (LPC),
phosphatidyl-inosotol (PI), phosphatidyl-sérine (PS) et
sphyngolipide (SPM). Entre chaque élution, les chroma-
rodes sont séchées 1 min et transférées sur le cadre
mobile de I'analyseur.

Quantification

Les classes de lipides sont dosées par I'analyseur
latroscan Mark-V (Latron Laboratories inc., Tokyo,
Japon) par un systeme de détection par ionisation de
flamme (FID). La vitesse de balayage est fixée a 30 sec.
chromarode-1, le débit d’air a 2 L » min™ et le débit d’hy-
drogéne a 160 ml » min"' (0,9 kg * cm?). Le brllage des
chromarodes est partiel (80 %) entre chaque solvant,
sauf aprés la derniére migration ou il est complet. Les
chromarodes sont préalablement nettoyés par deux
balayages successifs a vitesse réduite (60 sec/chroma-
rodes) dans la flamme du brlleur. Par la suite, un ba-
layage des chromarodes avant le dép6t des échantillons
est réalisé afin de vérifier quelles soient exemptes de
contamination.

Les difféerentes classes de lipides sont identifiées par
comparaison de leur temps de rétention avec ceux de
standard. Pour chaque série d’analyse, une chromarode
est occupée par un extrait de solution standard afin
d’identifier les classes de lipides, alors qu’une autre est
occupée par un témoin complet. La quantification est
assurée par le dépbét d’'une solution de standard, renou-
velée chaque semaine, dans des gammes de quantité
de 0,14 a 2 ug. La réponse du détecteur varie suivant
les classes et s’exprime pour chacune d’elle par une
fonction linéaire. La reproductibilité est en moyenne de
14 % (coefficient de variation moyen des pentes par
classe de lipide).
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