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La question du role de la privation de nourriture dans la mortalite des premiers stades
larvaires des poissons marins dans leur milieu naturel a suscite d'importants travaux. Les
methodes proposees font appel a differentes techniques dont aucune n'a jusqu'alors reuni
tous les avantages recherches. Le rapport ARN/ADN, prone par de nombreux auteurs,
semble presenter une variabilite qui nuit a l'efficacite de son application in situ. Quelques
arguments conceptuels simples conduisent a proposer un nouvel indice biochimique, la
teneur de la larve en ADN, exprimee en ug/mg de poids sec (ADN/PS). Plusieurs elevages
experimentaux de larves de sole (Solea solea L.) ont ete entrepris pour tester cette
approche: des privations totales ou differees de nourriture leur ont ete infligees a deux
temperatures. II est tout d'abord verifie que revolution du rapport ARN/ADN au cours
du developpement ontogenique d'individus temoins nourris montre une forte variabilite
qui, de plus, n'est pas reproductible, pour un meme stade de developpement, d'un elevage
a l'autre, pourtant menes dans des conditions standard rigoureusement identiques. A
Tinverse, ADN/PS s'avere beaucoup plus stable chez les temoins et presente essentielle-
ment deux niveaux, identiques pour les deux temperatures testees et caracteristiques
respectivement de la larve a symetrie bilaterale, puis de ranimal en cours de metamor-
phose pleuronecte. L'effet de la privation de nourriture est tres marque chez les premiers
stades, caracterise par une elevation rapide, nettement au-dela du seuil significatif que
Ion determine a 30; pour les larves en cours de metamorphose, bien que Peffet soit moins
manifeste, le depassement du seuil de 15 revele l'inanition. Ces resultats sont discutes en
regard des travaux anterieurs, en particulier ceux fondes sur le rapport ARN/ADN. On y
trouve des valeurs d'ADN/PS montrant une faible variabilite interspecifique. L'interet
de la methode proposee est renforce par le fait que les techniques fluorimetriques
actuelles de mesure permettent de l'appliquer sans difficulte au niveau individuel.
Much work has been devoted to the study of the role played by starvation in the natural
field mortality of the early larval stages of marine fishes. Although different methods
have been proposed, none have succeeded in including all the various advantages found.
The RNA/DNA ratio suggested by many authors seems to show a variability which
adversely affects its application in situ. Some conceptual considerations have led us to
propose a new biochemical index, the DNA amount in the larva (expressed in ug/mg dry
weight; DNA/DW). Several rearing experiments were carried out with fed and starved
Dover sole (Solea solea L.) larvae under two temperature conditions. It is confirmed that
the RNA/DNA ratio during ontogenetic development of fed individuals exhibits a
strong variability which, moreover, is not reproducible for the same development stage
between experiments carried out in strictly identical standard conditions. On the other
hand, DNA/DW is proving much more stable in fed individuals and shows two main
levels which are similar under the two tested temperature conditions and peculiar to
symmetrical and metamorphosing larvae respectively. The effect of starvation is very
sharp in the early stages, characterized by a rapid increase beyond the significant
threshold of 30; for metamorphosing larvae, this effect appears to be less important and
the threshold falls to 15. These results are discussed and compared with previous works,
especially those based on the RNA/DNA ratio. The literature gives DNA/DW values
showing a weak interspecific variability. The interest of the method is reinforced by the
fact that recent fluorometric techniques allow DNA determination in individual larvae.
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Introduction rationnelle de populations d'especes exploitees. Parmi les
nombreux processus regulateurs invoques, il apparatt

La variabilite du recrutement des poissons marins incontestable que l'effectif de chaque classe d'age est
demeure une preoccupation centrale pour la gestation essentiellement determine par la forte mortalite que
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subissent les animaux au cours de la phase primitive de
leur ontogenese, c'est-a-dire les oeufs, les larves et les
juveniles.

Outre l'influence probable de facteurs abiotiques,
privation de nourriture et predation sont souvent incrimi-
nees: la premiere, initialement suggeree par la formulation
du fameux "concept de la periode critique" par Hjort en
1914, toujours d'actualite soixante ans plus tard (May,
1974), demeure l'objet de nombreux travaux; la seconde,
mise en relief plus recemment (Sissenwine, 1984), pose de
tels problemes methodologiques pour son etude que
Hunter (1984), puis Houde (1987), proposent de con-
tourner le probleme en tentant d'apprehender simultane-
ment la mortalite totale et celle due au jeune afin, par
difference, d'en deduire la mortalite imputable a la pre-
dation, a l'instar du travail realise par Hewitt et al. (1985).
II apparait ainsi que l'elucidation des parts respectives que
prennent ces deux principaux facteurs biotiques dans les
fluctuations de mortalite des premiers stades ontogeniques
necessite la definition d'indices de jeune fiables et
performants.

Cet objectif a suscite d'importants efforts menant a la
proposition de differentes methodes de caracterisation de
l'effet du jeune chez les larves de poissons (Clemmesen
(1987) et Ueberschar (1988) pour une revue synoptique).
Les approches fondees sur des criteres biochimiques dev-
raient presenter certains avantages, en particulier 1) la
sensibilite, puisque Ton scrute l'effet du jeune au niveau de
la cellule, 2) la reproductibilite, grace a la definition de
conditions d'analyse strides, et 3) l'objectivite de l'obser-
vation par la determination de seuils quantitatifs. Depuis
une dizaine d'annees, plusieurs auteurs se sont interesses a
1'utilisation des teneurs en acides nucleiques, pronant
notamment le rapport ARN/ADN, sensible au jeune qu'il
revele par sa diminution rapide (Buckley, 1980). L'appli-
cabilite de cet indice aux larves prelevees in situ ne peut
cependant etre envisagee sans restriction en raison de la
variability des valeurs qu'il prend en diverses circon-
stances. D'un examen synthetique des travaux les plus
recents il ressort en effet que, chez une meme espece, le
rapport ARN/ADN presente de notables fluctuations au
cours du developpement larvaire (Fukuda et al., 1986;
Clemmesen, 1987; Raae et al., 1988), de fortes differences
d'un elevage a l'autre (Clemmesen 1987,1989) ou selon les
conditions experimentales (Raae et al., 1988) susceptibles
d'expliquer pour partie les ecarts observes entre des larves
elevees au laboratoire et celles prelevees dans leur milieu
naturel (Buckley (1984) et Buckley et Lough (1987) pour
Gadus morhua et Melanogrammus aeglefinus; Clemmesen
(1987, 1989) pour Clupea harengus). Ainsi que discrete-
ment suggere par Clemmesen (1988), c'est a la variabilite
des teneurs en ARN que Ton doit probablement imputer
celle du rapport ARN/ADN.

La recherche d'un indice d'etat de jeune peut se con-
cevoir selon une demarche differente et plus simple.
Considerons l'entite fonctionnelle elementaire de la larve,

la cellule, et les processus fondamentaux de son metabo-
lisme. C'est a ce niveau que s'effectue l'assimilation de
matiere et d'energie apportees par la nutrition. Chaque
cellule est constitute de l'assemblage de molecules
innombrables, de natures et en quantites variables selon
l'organe auquel elle appartient, l'etat physiologique de
l'animal, etc. et notamment la qualite et la quantite de la
nourriture ingeree. En revanche, une seule classe de mol-
ecules existe en quantite independante de ces conditions et
constante dans chaque cellule, il s'agit du stock d'ADN,
detenteur du patrimoine genetique de l'animal. On peut
alors imaginer aisement que, des que la cellule est privee
de tout apport exogene et avant que le processus de sa
disintegration proprement dite ne s'engage, la quasi
totalite des autres molecules tende a disparaitre pro-
gressivement, ce qui devrait se traduire par une aug-
mentation globale de la teneur relative en ADN de la
larve.

Des elevages experimentaux de larves de sole (Solea
solea L.) ont ete entrepris pour tester cette conjecture et
comparer les validites respectives du rapport ARN/ADN
et du taux d'ADN par unite de poids sec comme indices
d'etat de jeune chez cette espece.

Materiel et methodes

Elevages experimentaux et echantillonnage

Les experiences ont ete menees au Centre de Brest
de 1'IFREMER, dans les installations du labora-
toire Nutrition (Departement "Ressources Aquacoles")
specialement affectees a l'elevage de larves de poissons.
L'approvisionnement en oeufs de sole fut assure par les
pontes naturelles d'un stock de geniteurs maintenus
en captivite dans les conditions decrites par Girin
(1978). La technique utilisee pour l'incubation des oeufs a
ete mise au point par Devauchelle et al. (1986). Largement
inspiree des methodes proposees par Girin (1978), la con-
duite des elevages de larves fut conforme aux conditions
generales habituellement respectees par le laboratoire et
eprouvees depuis plusieurs annees. C'est pour cette raison
notamment que la temperature standard de 19°C fut rete-
nue pour les milieux d'experiences destinees a reveler l'es-
sentiel des phenomenes, une experience complementaire
etant menee a 12°C afin de verifier qu'une transposition de
ces resultats etait envisageable pour une temperature
proche de celle du milieu naturel.

Trois elevages experimentaux ont ete realises:
Experience 1: mises a jeun differees a differents stades de

developpement (19°C). La privation de nourriture
est totale, des l'ouverture de la bouche a J2, ou
appliquee a J5 et J10.

Experience 2: jeune total a basse temperature (12°C).
Experience 3: determination du "point de non-retour"

(19°C). Les larves sont totalement privees de nourri-
ture des l'ouverture de la bouche, puis alimentees a
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partir des jours 4, 5,6 ou 7. Tous les resultats de cette
experience ne seront pas presentes ici, seul l'effet de la
privation totale de nourriture sera considere pour
tenter de conforter les observations de l'experience 1.
L'ensemble des resultats de cette experience 3 fera
l'objet d'une autre communication (Boulhic et al., en
prep.).

Pour chacune de ces experiences, deux lots temoins de
larves nourries dans les conditions standard furent con-
stitues. Par ailleurs, chacun des traitements decrits ci-
dessus fut applique simultanement sur deux lots de larves
(replicats).

La frequence de l'echantillonnage est generalement de
deux jours pour les lots temoins, quotidienne le plus
souvent pour les lots mis a jeun, notamment lorsque la
dynamique de l'effet sur les larves est a priori escompte
rapide (privation de nourriture des l'ouverture de la
bouche a 19°C par exemple). Le prelevement d'echantil-
lons de larves alimentees est systematiquement effectue
avant l'administration de nourriture, afin de minimiser
l'influence du bol alimentaire sur la composition
biochimique de l'animal.

Mesures de poids sec

Les mesures de poids sec ont ete realisees sur des echantil-
lons egalement destines a une analyse des constituants
lipidiques (Galois et al., en prep.). L'effectif varie en fonc-
tion de la taille des larves, de 80 apres l'eclosion a 5 au
stade metamorphose. Les lots de larves sont d'abord
decongeles et rinces dans une solution de formate
d'ammonium (9 g/1). Us sont ensuite deposes sur un filtre
en fibre de verre Whatman GF/C de 21 mm de diametre,
prealablement calcine a 450°C pendant 2h, rince au
formate d'ammonium, desseche dans une etuve a 120°C
pendant 4 h et pese sur une microbalance (± 1 ug) apres
passage dans un dessiccateur contenant du silicagel
active. L'ensemble echantillon et filtre est lyophilise, place
sur silicagel dans un dessiccateur pendant 1 h, avant d'etre
pese sur la microbalance.

Dosage des acides nucleiques

Le dosage des acides nucleiques a ete effectue sur des
echantillons prepares en vue de differentes analyses bio-
chimiques (Boulhic et al., en prep.). 20 larves, de JO a J7,
puis 15 larves jusqu'a la fin de l'experience ont ete broyees
a l'aide d'un homogeneiseur Polytron dans un volume
variable, selon la taille des larves, de 1 a 2 ml d'eau dis-
tillee. Une aliquote de 200 ul de cet homogenat est con-
servee, congelee a — 30°C. Apres dilution appropriee, cet
echantillon est soumis au dosage d'ARN et ADN selon
la methode fluorimetrique initialement proposee par
Le Pecq et Paoletti (1966), modifiee par Karsten et

Wollenberger (1972, 1977), avec l'ADN type I de thymus
de veau (Sigma) comme standard.

Resultats

Deux aspects sont fondamentaux pour la definition d'un
indice de jeune applicable a des larves prelevees dans leur
milieu naturel: il ne sufHt pas que la privation de nourri-
ture induise des modifications quantitatives notables de
l'indice; encore faut-il que ces ecarts puissent etre
apprecies sur des individus dont on ne connait rien de
l'histoire, ce qui implique que les individus alimentes
"normalement" presentent des valeurs relativement
stables et aussi peu dependantes que possible des stades de
developpement ontogenique.

Evolution ontogenique des teneurs en acides
nucleiques chez les larves temoins nourries

Dans les conditions standard d'elevage a 19°C, 1'evolution
de la teneur en ADN (Fig. 1), exprimee en ug/mg de poids
sec (ADN/PS), apparait discontinue, prenant approxi-
mativement l'aspect de deux plateaux successifs: hormis
une phase initiale, les deux premiers jours, montrant une
certaine variability, les valeurs mesurees sont d'environ
24-25 jusqu'au septieme jour apres l'eclosion de la larve
(J7), puis globalement comprises entre 10 et 14 a partir de
J9. Ces deux niveaux moyens sont nettement separes par
une diminution abrupte d'environ 40%. Pour une vitesse
de croissance moins elevee, a 12°C, les resultats permettent
de confirmer cette chute qui prend alors l'aspect d'une
courte phase transitoire et correspond exactement, pour
les deux temperatures, au meme stade 3 de developpement
de la larve de sole, d'apres une description de 1'evolution
des principaux caracteres morphologiques et anatomiques
etablie par F. Lagardere (com. pers.) et inspiree de Ryland
(1966). II s'agit du stade ultime de developpement de la
larve a symetrie bilaterale par rapport au plan sagittal qui
apparait entre J7 et J8 a 19°C, entre J16 et J20 a 12°C. Les
valeurs d'ADN/PS constituant le premier plateau sont
done obtenues pour les larves symetriques, le second
plateau traduit les remaniements anatomiques qui, des la
manifestation des premiers signes d'asymetrie, s'effectuent
progressivement jusqu'a l'accomplissement de la meta-
morphose pleuronecte (J15-16 a 19°C, peu apres J30 a
12°C). II est remarquable de constater la similitude des
deux courbes devolution des valeurs d'ADN/PS
obtenues pour deux durees, variant du simple au double,
de developpement ontogenique de la larve.

Les valeurs du rapport ARN/ADN presentent d'emblee
un aspect different, notamment par une dispersion incom-
parablement plus grande (Fig. 2). On peut souligner une
bonne concordance generale del replicats, ce qui suggere
une certaine coherence et fiabilite des resultats. II n'est
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Figure 1. Evolution de la teneur en ADN (exprimee en ug/mg de poids sec) au cours du developpement ontogenique (age exprime en
nombre de jours apres l'eclosion) de larves de sole nourries dans des conditions standard a 12 et 19°C.
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Figure 2. Evolution du rapport ARN/ADN au cours du developpement ontogenique (age exprime en nombre de jours apres
l'eclosion) de larves de sole nourries dans des conditions standard a 12 et 19°C.

cependant pas possible de degager une quelconque ten- Effet du jeune sur la teneur en ADN des larves
dance generale, ni la moindre reproductibilite, dans
revolution du rapport au cours du developpement lar- Chez les larves privees de nourriture des l'ouverture de la
vaire, surtout si Ton considere les deux experiences 1 et 3 bouche (J2 a 19°C, J4 a 12°C), 1'eflfet est quasi immediat a
soumises aux memes conditions standard d'elevage. 19°C (Fig. 3), des J3, et, de maniere previsible lorsque la
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Figure 3. Effet de la privation totale de nourriture sur la teneur en ADN (exprimee en ug/mg de poids sec) des larves de sole elevees a
12et 19°C.

croissance est moins rapide, quelque peu differee a 12°C,
probablement des J7 (mais non mesure), certainement a
J8. L'evolution ulterieure presente globalement le meme
aspect pour les deux temperatures: ADN/PS atteint vite
des valeurs maximales en deux a trois jours, superieures a
40, voire 50, puis decroit un peu, augmente a nouveau et
diminue enfin chez les derniers survivants. Au cours de
l'experience 3 (menee a 19°C), des echantillons furent
preleves le jour meme de la premiere administration de
nourriture, juste avante celle-ci. On dispose ainsi de huit
mesures complementaires (Fig. 3), effectuees sur des
lots differents de larves soumises au jeune total et qui
confirment la nette elevation de la teneur en ADN.

L'experience 1 avait egalement pour objectif de
rechercher 1'effet de mises a jeun differees. Chez les larves

privees de nourriture a J5, ADN/PS evolue de faccon
comparable a celle decrite ci-dessus pour le jeune total,
mais avec des valeurs maximales moins elevees (Fig. 4).
Pour les larves privees de nourriture a J10, une notable
disparite se manifeste entre les deux lots: l'un d'eux pre-
sente une agumentation significative, de l'ordre de 50%,
des J12; pour le second, meme si ADN/PS prend des
valeurs legerement superieures a celles mesurees chez les
individus temoins, Teffet du jeune est tres fugace et
apparemment insignifiant.

II apparaft ainsi incontestable que le franchissement
de seuil de 30, jamais atteint par les individus temoins
nourris, revele l'inanition chez la larve de sole aux
premiers stades caracterises par la symetrie bilaterale.
Pour les stades larvaires ulterieurs, ce seuil s'abaisse a 15.
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Figure 4. Effet de la privation de nourriture imposee a partir de J5 et J10 sur la teneur en ADN (exprimee en ug/mg de poids sec) des
larves de sole elevees a 19°C.

Discussion

L'utilisation de la teneur en acides nucleiques d'organ-
ismes n'est pas un concept d'introduction recente en biolo-
gie marine: le premier, Sutcliffe (1965) proposa d'estimer la
croissance par des mesures d'ARN, mais la validite de
l'approche fut ensuite contestee, notamment par Dagg et
Littlepage (1972), puis par Ota et Landry (1984). C'est a
Bulow (1970) que revient l'initiative d'avoir suggere
l'emploi du rapport ARN/ADN comme indice de crois-
sance de poissons; il est a noter que, dans son travail, les
variations de croissance etaient provoquees par l'adminis-
tration de rations alimentaires quantitativement differ-
entes, y compris des privations totales de nourriture, ce qui
allait probablement inciter le developpement ulterieur de
travaux portant sur l'application de ce rapport ARN/
ADN non plus seulement a 1'evaluation de la croissance,
mais aussi a la detection de reflet du jeune sur les
organismes. Buckley (1979) fut le promoteur de ces nom-
breux travaux specifiquement consacres aux larves de

poissons marins dans l'optique de la determination d'une
cause de leur mortalite dans le milieu naturel, conforme-
ment a l'hypothese de Hjort (1914). II semble qu'il y ait eu,
des lors, une sorte de derive du concept de base guidant la
recherche d'un indice de jeune: les ARN sont en realite
bien peu specifiques de ce que Ton peut theoriquement
attendre d'un effet de la privation de nourriture sur le
metabolisme, hormis par le biais d'une repercussion inevi-
table sur la croissance pour laquelle, en revanche, la prop-
osition initiale de tenter son evaluation par la mesure des
ARN reposait sur des fondements conceptuels plus
solides (Bulow, 1970; Buckley, 1984). Mais l'ecueil con-
siste en la haute variabilite des teneurs en ARN, ainsi que
nous le soupconnions au depart et qu'il est largement
confirme par les resultats presentes ici. Cette variabilite se
manifeste non seulement au cours du developpement
ontogenique, mais aussi, dans des conditions standard
d'elevage rigoureusement identiques, a chacun des stades
de ce developpement. Ceci conduit a moderer sensible-
ment l'eflicacite et la fiabilite du rapport ARN/ADN pour
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detecter precocement l'inanition chez des larves de sole, et
a plus forte raison chez des individus preleves dans leur
milieu naturel.

La determination de la concentration individuelle en
ADN donne des resultats beaucoup plus prometteurs
pour l'espece etudiee ici. Certes, la reponse apparait
moins categorique pour les stades plus evolues en cours de
metamorphose (privation de nourriture a J 10), l'un des
deux lots experimentaux peut meme etre considere
comme insignifiant de ce point de vue, bien que, dans ce
cas, on ne puisse exclure que les conditions d'elevage
n'aient pas ete suffisamment rigoureuses pour garantir
une privation totale de nourriture. L'amoindrissement de
l'effet du jeune a ce stade du developpement ontogenique se
concoit aisement du fait de la conjonction de deux facteurs,
la robustesse des animaux acquise apres plusieurs jours
d'alimentation abondante et le ralentissement du metabo-
lisme cellulaire; des observations analogues ont ete
faites avec le rapport ARN/ADN (Clemmesen, 1987).
Quoi qu'il en soit, il est essentiel que la methode soit per-
formante pour les premiers stades de la phase larvaire,
notamment le stade de la resorption complete du vitellus,
classiquement considere comme le plus critique parce qu'a
ce moment particulier l'indi vidu ne dispose plus de reserves
endogenes et des lors sa subsistance ne peut etre assuree que
par son environnement trophique. Le travail de Hewitt et
al. (1985), par exemple, semble bien confirmer la vulner-
abilite particuliere de ces premiers stades. Et c'est precise-
ment pour ceux-ci que les resultats experimentaux obtenus
pour la sole apparaissent specialement demonstratifs. Des
donnees de la litterature pourraient cependant laisser
supposer que tel n'est pas toujours le cas: on y trouve
notamment des valeurs d'ADN/PS pour Gadus morhua
(Buckley, 1979), Clupea harengus et Scophthalmus maxi-
mus (Clemmesen, 1987) qui, bien qu'augmentant chez les
individus a jeun, ne semblent pas montrer, par rapport
aux temoins nourris, des ecarts aussi significatifs que dans
la presente etude. Encore cette remarque merite-t-elle
d'etre nuancee, car le metabolisme des larves de morue,
elevees a 7°C, est probablement moins rapide que celui de
nos soles et les privations de nourriture sont imposees, en
particulier aux larves de turbot, a des stades plus avances
ou, comme cela vient d'etre evoque ci-dessus, l'effet est
logiquement moins perceptible.

Par ailleurs, les donnees de Buckley (1979) et de
Clemmesen (1987) contiennent un element important
confirmant l'interet de la teneur en ADN pour detecter
l'inanition, il s'agit de sa faible variabilite interspecifique,
qui permet d'envisager de l'appliquer avec succes a des
larves de differentes especes de poissons prelevees dans
leur milieu naturel. A cela s'ajoutent la faible variabilite
au cours du developpement ontogenique dans des con-
ditions d'alimentation normales et, venant en corollaire,
la determination de seuils quantitatifs significatifs d'un
etat de jeune et independants des stades de developpe-
ment, tout au moins lorsque la larve est symetrique. La

methode proposee offre en outre l'interet de pouvoir etre
mise en oeuvre au niveau individuel: les techniques fluori-
metriques de dosage de l'ADN sont extremement sen-
sibles, qu'elles reposent sur l'utilisation comme ici du
bromure d'ethidium (Karsten et Wollenberger, 1972,
1977) ou du bisbenzimidazole, ou Hoechst 33258 (Brunk
et al., 1979; Cesarone et al., 1979), et sans qu'il soit
necessaire a priori de recourir, ainsi que l'a suggere
Clemmesen (1988), a differentes etapes de purification,
immanquablement nuisibles a la precision de la mesure.

La derniere question qu'il convient de se poser est rela-
tive a la specificite de l'indice biochimique propose. Du
point de vue conceptuel, il s'agit, par essence, d'un "indice
d'amaigrissement" de la larve. Que cet amaigrissement ait
pour origine un manque reel de nourriture ou qu'il releve
d'une autre cause pathologique, il apparait assure qu'une
jeune larve de sole, prelevee dans son milieu naturel, pre-
sentant une teneur en ADN superieure a 30 a des chances
de survie bien tenues.
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